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OZET

Fosfodiesteraz Gnhibisyonunun Sigan Modelinde Bobrek Tai Olusumuna Etkisi

Tas hastalgl, klinik pratikte siklikla kagimiza ¢ikmakta ve yuksek rekirrens oranlari
gostermektedir. Kalsiyum-oksalat (CaOx)sléau en sik gorinen tip olmakla birlikte,
hiperoksaltiri idiyopatik CaOx §agelisiminde 6nemli bir risk faktérudur. Klinik ve denesls
calismalarda, oksalat ve CaOx kristallerinin hedefimenal tubuler hicreler olgu ve bu
hicrelerde oksidatif hasarlanma ve apoptozisti@ligosterilmitir. Biz de bu cakmamizda,
sican modelinde hiperoksaliri ile ¢hun oksidatif stres, renal apoptotikggklikler ve tas
olusumu Uzerinde, sildenafil sitrat ve potasyum si(ka€it) kullaniminin koruyucu etkilerini
arggtirdik.

Toplam 50 adet Wistar Albino cinsi erkek sicangabya alindi. Tamodeli litojen olarak
icme suyunda 14 gun etilen glikol %0,75 ve amonykiorir %1 verilerek olgturuldu.
Negatif kontrol, pozitif kontrol (litojen), SS (bjen + sildenafil), PS (litojen + KCit) ve SP
(litojen + sildenafil + KCit) grubuseklinde her grupta 10 hayvan olacgdkilde sicanlar
ayrildi. Idrar biyokimyasi, bdébrek histoloji ve immiinohistoiiasi (NOS ve TUNEL),
oksidatif stres (NO, SOD, MDA) ve renal kalsiyunnikimi degerlendirildi.

Bulgularda pozitif kontrol grubunda litojene @da anlamlhi  morfolojik ve
immunohistokimyasal dgsiklikler, hiperkalsitri, hiperoksaltri, kristaltri,artmg renal
kalsiyum birikimi ve yukselnsi oksidatif stres parametreleri saptandi. Sildenafilanimi ile
oksidatif streste, renal tubiller hasarda, renasijam birikiminde ve kalsitride anlamli
azalma saptandi. KCit ile tedavi goren grupta iggerkalsitri ve hiperoksaliride agti
oksidatif streste, renal tubuler hasarda ve rerabijyum birikiminde azalma izlendi.
Immunohistokimyasal derlendirmelerde SS ve PS grubu arasinda anlankligiazlenmedi.
Ancak SS grubunda PS grubuna gére daha az rers&yal birikimi saptandi. SP grubunda,
monoterapi gruplari ile ketastirildiginda daha diilk apoptotik ve histolojik hasarlanmaya
eslik eden digik MDA dizeyi izlendi.

Sildenafil sitrat, ta olusumunu azaltmaya yonelik deneysabhimada bir aday olmakla
birlikte, olusturdugu biyokimyasal ve immunohistokimyasal gigkliklerin anlasilmasi icin

yeni deneysel ve molekiler gathalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Vil



ABSTRACT

The Effect of Phosphodiesterase 5 Inhibiton on Kidey Stone Formation in Rat
Model

Urolithiasis is seen frequently with high recurrenates in clinical practice. Calcium-
oxalate (CaOx) stones are the most common typdigedoxaluria is an important risk factor
in idiopathic CaOx stones. Clinical and experimestadies showed that oxalate and CaOx
crystals are hazardous to renal tubuler cells beld@ing oxidative injury and apoptosis. In
this study we evaluated the protective effectsildesafil citrate and potassium citrate (KCit)
on oxidative stress, renal apoptotic changes amedbrmation in hiperoxaluria rat model.

The study included 50 male Wistar Albino rats. $tanodel was induced by ethylene
glycol 0,75% and ammonium chloride 1% as lithogendrinking water. Negative control,
positive control (lithogen), SS (lithogen + sild&haPS (lithogen + KCit) and SP (lithogen +
sildenafil + KCit) groups with 10 animals each wdoemed. Urine biochemistry, kidney
histology and immunohistochemistry (NOS and TUNEW)idative stress (NO, SOD, MDA)
and renal calcium content were evaluated.

Positive control group showed significant morphatcand immunohistochemical changes,
hypercalciuria, hyperoxaluria, crystaluria, higmakcalcium content and elevated oxidative
stress parameters. Sildenafil administration sigaiftly reduced oxidative stress, renal
tubulary injury, renal calcium deposition and caystia. KCit medication grup had increased
hypercalciuria and hyperoxaluria; decreased oxdasiress, renal tubulary injury and renal
calcium content. Immunohistochemical procedure sltbwo significant difference between
groups SS and PS. However, SS group had lower @&elum content compared to PS
group. We observed less apoptotic and histologiayraccompanied with low MDA levels
in SP group in comparison with monotherapy groups.

Although sildenafil citrate is a candidate to mirsm stone formation in experimental
phase, it needs support of new experimental andecutsr studies to reveal related

biochemical and immunohistochemical changes.



1. GiRiS VE AMAC
Tas hastalgl, klinik pratigimizde siklikla kagimiza ¢ikmaktadir. Hayat boyu semptomatik

tas hastalgl prevalansi erkeklerde %13, kadinlarda ise %7a&laaptanmiolsa da (1), esas
olgu yukind rekidrren olgular olfturmaktadir. Reklrrens oranlart konusunda yapilan
calismalar, ilk tglarin tedavi sonrasi 1 yil icinde %15 ve 5 yil t@n%50 gibi yiksek oranda
niks ettgini gbstermektedir (2).

Tas hastalginin gecmgi M.O. 4800'lU yillara uzanmaktadir. Ancak gunimézualen ta
hastalginin fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilamagtm. Koruyucu tedavi konusundaki
calismalar, tedavi konusundaki atamalarin gerisinde kalmaktadir. Gen endourolojik
cerrahi vesok dalga litotripsi (SWL) teknolojisi ile, satedavisinde ylksek bari oranlari
elde edilmektedir, ama bu tedaviler ylkseksdoa oranlarina f@men reklrrens oranlari
tzerine etki gostermemektedir (3).

Rekulrrensin dnlenmesi amaci ile kullanilan potasyitmrat (KCit), 25 yili gkin stredir
uroloji pratiginde olup medikal koruyucu tedavide ilk akla gelgandir.idrar pH’sini ve
idrar sitratini arttirarak idrardaki kalsiyum iyaaktivitesini kisitlamaktadir. Ancak, son
yillarda gercekligtirilen calsmalarda, en sik rastlanilarg t@pi olan kalsiyum-oksalat (CaOx)
taslarinin gelsiminde KCit'in etki mekanizmasindan farkli bir glum patofizyolojisi ortaya
konmutur. Hiperoksaluri, idiyopatik CaOx giarinin gelgiminde en onemli risk faktoru
olarak yer almaktadir. CaOxstaolusumunda, hiperoksalirinin renal hiicrelerdestlcdusu
harabiyet 6nemi rol oynamaktadir. Oksalat iyonlaei CaOx kristalleri, renal epitelyal
hicrelerde, 0Ozellikle renal tubuler hicrelerde hashisturmaktadir. Deneysel hayvan
modellerinde kristaltiri okmadan da hasarin izlenmesi, oksalat ilgilii olusan bu hasarin
sadece CaOx kristallerine @aolmadgini ve oksalat iyonlarinin da buyidk rol oynadi
gostermektedir (4). Oksalat iyonlarina vesalu CaOx kristallerine Iga olarak gelsen renal
oksidatif stres ve tubller apoptozis, 6zellikleyapatik CaOx tet olusumunda gbézler 6niine
serilmigtir. Operatif papiller biyopsiler ile elde edilenaRdall plaklarinin histolojik
incelemeleri ve deneysel sican modelinde hiperdkisié saptanan apoptotik gigiklikler ve
oksidatif stres parametrelerinde grbu durumu vurgular niteliktedir (5,6)

Sildenafil sitratin sahip oldiw renoprotektif etki konusunda gerceitiglen calsmalarda,
Ozellikle son dekad icinde bir atis6z konusudur. Renal iskemi/reperfliizyon hasari,
deoksikortikosteron asetat ile elurulan mineralokortikoid hipertansiyonu ve renal

disfonksiyon modeli ve streptozosin ile giurulan diyabetik nefropati modeli gibi deneysel



modellerde sildenafil sitrat'in 06zellikle apoptotikiicre hasarini ve oksidatif stres
parametrelerini azal@fi gosterilmgtir (7-9).

Biz de bu ¢caimamizda, sigan modelinde hiperoksaliri ilesatuoksidatif stres ve renal
apoptotik dgisiklikler Uzerinde, fosfodiesteraz (PDE) izoenzimgcise inhibitorii olan
sildenafil sitrat kullaniminin etkilerini agardik. Ayni zamanda, renal kalsiyum ve kristaliri
gibi biyokimyasal parametrelerin de O&lcimi ile, B enzim inhibisyonunun sigcan
modelinde bobrek taolusumuna etkisini ortaya koymayi hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genel Bilgiler — Bobrek

2.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler karin arka duvarinin en dst kisminda apkoelonun her iki tarafinda yer alan
retroperitoneal alanda yeghais, solid yapida ve ovakkilli organlardir.Paravertebral alanda,
Ustte torakal 12 ve altta lomber 3. vertebra adesyer alirlarColumna vertebralis’e paralel
olarak deil, Ust polleri orta hatta daha yakin, alt pollenta hattan daha uzaktadir.gSa
bdbrek, karin bgugunun sg Ust kisminda karagerin bulunmasi nedeniyle, sol bébrekten 1-
3 cm kadar dahasagida bulunur. Krista iliaka ile alt uclar arasindakesafe 2-5 cm
kadardir. Solunum ile 1-4 cm kadar hareket edertebu hareket gala daha fazla, ayni
zamanda zayif kilerde daha belirgindirBobreklerin uzun capr 9-13 cm, 6n-arka capl
ortalama 3-4 cm, gHi¢ enine ¢ap! 5-6 cm kadardO).

Genellikle sol bobrek galan 0.5-1.5 cm kadar daha buyuktugidg! eriskin erkeklerde
~150 gr, kadinlarda ~135 gr kadardki bobresin toplam &irlhig vicut &irhginin yaklaik
1/240" kadardir. Yeni d@an bebeklerde bu oran ¢ kat daha buyuktiur. Bebekeklerinde
fetal lobulasyonlar izlenebilir, genellikle 1 ¢yadan sonra ortadan kalkmaktadir. Bobrekler
radyografilerde ultrasonografiye gore daha blylmaktadir. Bunun nedeni magnifikasyon
olusumu ve damar yoluyla verilen kontrast maddenin eklerden atilimi esnasinda
bobreklerin 1-2 cm kadar gafemesi olarak ifade edilebil{L1).

Bobreklerin facies anterior ve facies posterior a@tmizere iki yiizt, margo medialis ve
margo lateralis olmak tzere iki kenari, ekstreraiperior ve ekstremite inferior olmak tzere
iki de kutbu vardirMargo lateralis konvekstir. Sinds renalis ile pglvenalisin bulundgu
margo medialisi ise konkavdir. Margo medialisin {ekli ile bobrekler yapi olarak bir
fasulyeye benzemektedir (10)

Bobrek, icten dia dgru kapsula fibrosa, kapsula adiposa ve fasia retalafindan sarilir.
Bu kiliflardan kapsula fibroza boliedistan saran, ince fakat @am bir fibroz kihftir.
Kapsula fibrosanin ginda yer alan yatabakasi kapsula adiposa olarak adlandirilir.aFasi
renalis ise karin duvarindaki fasia subserosa’apskila adiposa’y! gkan saran bolumuddr.

Bobrekler arkada diafragma, muskulus (m) psoas majop quadratum lumborum, m.
transversus abdominis ve lumbar pleksus’un iki diakomsuluk yapar. Sol bobrek 11. ve 12.
kostalarla korguluk yaparken, sa bobrek yalnizca 12. kosta ile keundur. Sol bdbrek
pankreas kuyrgu, dalak, kolon ve glandula suprarenalis ile kodur. Sg bobrek karager,

duodenum, kolon ve glandula suprarenalis ile §ahar.



Bobrekler karin arka duvarina korpus pararenalis vadilen ya& dokusu aracii ile
oturmulardir. Gerota fasiyasi boliesuperiordan, medialden ve lateralden sararak ds6br
kaynakli patolojik durumlari sinirlayan ¢ok 6neroili anatomik bariyerdir. Ayrica bobrekler
her yonden perinefrik yadokusu ile sarilir. Bobrek kismen renal fasiyafiadan tutulur.
Bobresi yerinde tutan asil faktor ise kgmvisseranin apozisyonudur.

Bobrek, bol fibroz lifler, daha az sari elastikdif ve ¢ok az da duz kas liflerinden ghn
kapsula fibrosa ile sanlir. Hilus, bokgee giren ve ¢ikan damarlardan ve pelvisten meydana
gelir ve bobrgin medialinde yer alir. Renal hilusta 6nde venaalispnortada arteria renalis,
arkada da pelvis renalis yer alir.

Bobrezin i¢ kismi medulla olarak adlandinlir. Koni, piné seklinde 8 — 18 adet uzantidan
olusmaktadir. Bu yapilarin tepeleri hilusa, tabanlese ikortekse bakmaktadir. Koniler
birbirlerinden korteksin uzantilari olan kolumnanaésler ile ayrilir. Bu kisimda sadece
tubulusler yer alir. Her bir piramid kendini saterteks bolimu ile birlikte bir bébrek lobunu
olusturur.

Korteks ise piramidler arasina kolumna renalisilarak girer.iki piramid basis’i arasinda

kalan, iki kolumna’yi birlgtiren korteks bolimune, kapsulu ile birlikte lokketikalis denir.

2.1.2. Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerin gorevi, aktif emilim, pasif emilim valgilama slevlerini kapsayan karnge
bir dizi islem aracilg! ile viicuttaki metabolizma artiklarinisdri atmak ve vicut sivilarindaki
maddelerin konsantrasyonunu kontrol etmektir. Bgiorédonksiyonel Unitesine “nefron” adi
verilir. Her bir bobrekte yakkak 1.200.000 adet nefron yer alir. Bir nefron terné&drak
sivinin filtre edildgi glomerul ile filtre edilen sivinin bobrek pelvuis akarken idrar
niteliklerini kazandgl uzun bir tibiden okmustur. Her bir nefron kendi Bena idrar yapma
yetengine sahiptir. Glomerulleri kortekse yakin olan weflar kortikal nefron, uzak olan
nefronlar ise jukstamedullar nefron olarak adlahdif12).

Kani glomerdtl icine getiren artere afferent arteljylomerulden tgayan artere ise efferent
arteriyol adi verilir. Glomeril afferent ve effetearteriyol arasinda 50 kadar parelel dala
ayrilip anastomozlar yapan kapillerlerdensalu Epitel hicreleriyle ortilt olan bu kapiller
yumak Bowman kapsult adi verilen bir yapi tarafmdarilir.

Glomerdl afferent ve efferent arterioller arasindan basinci farki ile sivinin kapsul igine
suzilmesi sganir. Sizulen ultrafiltrat, kortekste glomerulianynda yer alan proksimal
tubullere akar. Proksimal kivrimli tabudller filttaki glukoz ve aminoasitlerin timind, suyun

ve sodyum klortriin % 85'’ini ve ayrica fosfat veskgimu geri alir. Biitiin bunlara ek olarak
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proksimal kivrimh thbdller kreatinin gibi maddelare paraaminohippurik asit, penisilin ve
iodopyracet (kontrast madde) gibi vicuda yaban@nomaddelerin idrara salgilagdi
bdlgedir. Bu maddelerin sekresyon hizinin belirlesmbébrek glevierinin klinik agidan
deserlendiriimesinde yardimcidi§ivi daha sonra Henle kulpuna gecer. Henle kulpumem
kismi ile ¢ikan alt ucunun capi ince ofgdumdan “ince segment” olarak adlandirilir. Henle
kulpu medullaya kadar uzanim gostermektedir. Cikaiu kortekse tekrar yikselirken
kalinlsgir ve kolun “kalin segment”ini okurur. Henle kanalinin gérevi suyun tutulmasidir.
Burada toplayici kanallardan gecen idrarin konsagbnunu etkileyen mediiller
interstisyumdaki hipertonik gradyan olmaktadmvi henle kulpundan sonra kortekste yer
alan distal tubile gecer. Distal kivrimh tubullerdyon de&isimi gerceklamektedir.
Aldosteron konsantrasyonu yeterince yuksek glohaa distal kivrimh tibullerde sodyumun
emildigi, potasyum iyonlarinin ise ghri verildigi bir iyon desisim bdélgesi bulunur. Burasi
vicuttaki total su ve tuzlarn kontrol etmektedirstal tibil ayni zamanda tubdldeki idrara
hidrojen ve amonyum iyonlarini salgilar ve etkinlikandaki asit-baz dengesinin
korunmasinda ¢ok 6nemlidir. Distal tubuller bgdesk toplayici tubilleri okiurur, toplayici
tubtller de korteksten medullaya donerek oradaatopl kanallara domiirler. Toplayici
kanallarin epiteli arka hipofizden salgilanan aiitietik hormona duyarlidir. Su alimi
azaldginda antiditretik hormon salgilanir ve toplayicnéarin epiteli suya gecirgen hale
gelir. Toplayici kanallar medullanin derinliklerirdogru henle kulpuna paralel ilerlerken
birbirileriyle birleserek genilerler. En distal kisimda genioplayici kanal bobrek papillasinin
ucundan renal pelvikalisiyel sisteme acilir. Bu ipalar medullanin bébrek kaliksine gau
yaptiklari ¢ikintilar olarak ifade edilebilir.

Eriskin bir kiside her iki bobrge gelen kan miktar dakikada 1,2 — 1,3 litre kadar8u
yiuksek kan akimi, vicutta den bitin kanin her 4-5 dakikada bir bobreklerdectigje
anlamina da gelmektediki bobrek tarafindan dakikada 125 ml filtrat Grefiltratin buyik
bir kismi geri emilerek yalniz 1 ml‘si idrar olar&klikslere salinir. 24 saatte ortalama 1500
ml idrar olismaktadir.

Glomerdler filtrat, kanin hidrostatik basincina yasiarak olymaktadir. Glomerdl filtratin
kimyasal bilgimi kan plazmasina benzer ancak makromolekillermghal duvarini
gecemedii icin hemen hi¢c protein icermez. Glomeril kapikemnin endotel hicre
tabakasinda 70-90 nm capinda fenestrasyonlar bulBnudiyafram yapisinin bulunmamasi
sayesinde endotel gegirgenlartar.

Bobrek tubuler sistemi peritubiller kapiller @mrafindan sariimaktadir. Peritibdller kapiller

ag, glomerullerden cikan efferent arteriyollerin dewelir. Peritibuller kapiller @n buyuk
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kismi kortekste yer alan proksimal tubulus, distédulus ve toplayici kanallar boyunca
uzanmaktadir. Vaza rektagia derinlerdeki diiz pargasidir ve papillaya kadaragn ettikten
sonra henle kivrimi gibi kortekse donlp kortikahkese bgalir (13).

2.1.3. Bobrek Embriyolojisi

Intermediyer mezoderm embriyonun dorsal viicut dulagunca yerlgr ve urogenital
sistemi olgturmaktadir (14).

Embriyolojik gelsimde driner sistem; genital sistemden ©Once sgedktedir. Fetal
doénemde 3 tip bobrek yapisi géze carpmaktadir.

Pronefrozlar gecici, fonksiyonel olmayan yapilarde insan embriyosunda ilk olarak
4.haftanin bginda ortaya cikarlar. Az sayida hicre kiimesi vellkng tubdler yapilardan
olusur ve embriyonun boyun kisminda yer alirlar. Prakeduktus, kaudal olarak uzanir ve
kloakaya acilir. Rudimenter olan pronefrozlara wgépilar, 5. haftanin B&ngicinda
dejenerasyonaguarlar, ancak pronefrik duktuslardagemlugu, belirli bir stre kalir ve bir
sonraki bobrek siteminde bundan yararlantlir.

Mezonefrozlar; 4. haftanin sonunagdo rudimenter yapilardan pronefrozlarin kaudalinde
ortaya cikarlar. Mezonefrozlar da gecicidir ancadrcgk bobrek gefimi (metanefroz)
olusana kadar 1. trimester boyunca fonksiyon gosteriliezonefrik kanallar embriyonun
dorsolateral bélimunde nefrojenik kordlara paraielcift solid doku y@unlasmasi olarak
goraltr. Dordincu aya kadar mezonefrozlar tamanreadan kalkar ancak mezonefrozlarin
bazi bolimleri Ureme sisteminin parcasi olarakskeri Grogenital sisteminde bulunur.
Epididim ve vaz deferens mezonefroz kanallarindaigig

Metanefrozlar sakral bdlgede yer alir ve 5. haftdmginda gelymeye balarlar. Yaklgik
4 hafta sonra fonksiyonel hale gelirler ve intramtel6nem boyunca idrar aftururlar. Kalici
bobrekler metanefrik divertikil ve intermediyer rmdermin metanefrik Kkitlesi olan
metanefrik blastem olmak tzere iki farkli kbkenbiptr. Metanefrik divertikil veya Ureterik
tomurcuk, mezonefrik kanalin kloakaya gilyerine yakin bir lokalizasyonda séi dgsru
olusan bir divertikildir ve Ureter, renal pelvis, kaldér ve toplayici duktuslarin
primordiyumudur. Metanefrik divertikiliin sap kisiiretere farklair ve gengleyen kranial ug
kismi renal pelvisi olgturur. Metanefrik blastem ise nefrojenik kordonusu#al kismindan
koken almaktadir. Ureter tomurgunun ampulla ucu, nefron glumunu indiklemek lzere
metanefrik mezoderm ile gkiye girerek metanefrik mezoderm icerisindeki méaeral
hicre kamelerini uyarir ve kicuk metanefrik vezigiih olusumuna neden olurlar. Bu

vezikuller uzarlar ve metanefrik tubulleri gtururlar. Bobrek tubdtlleri byekilde gelsirken
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uclarindan glomeriller gslr. Nefron (glomeril, proksimal tibdl, Henle kulbee distal
tubul) metanefrik mezenkimden eluken, toplayici sistem ise Ureter tomuyiendan
gelismis olur. Gebelgin 10-18. haftalari arasinda glomerullerin sayl@ava yavg artar ve
32. haftada sayisi en yuksek seviyede olur. Gloleefilirasyon fetal ygamin 9. haftasinda
baslar ve dgumdan sonra filtrasyon oraninda sugorilmektedir.

Karin ve pelvis buyumesi ile beraber bobrekler yayava karin igerisine yerkgr ve
yukarn dg@ru hareket ederler. Altinci haftadaslzyan yer dgsimi 9. haftada sonlanir ve
bobrekler yetkindeki pozisyonlarina ugarlar. Bobrekler, sonunda karin arka duvarinda
retroperitoneal hale gecerler. Bobreklerin ylkselinie birlikte hilus medial hatta gou 90
derecelik bir dongiyapar. Yukselme Randa hilus ventrale bakmakta iken 9. hafta ileilktie]
hilus anteromedial hatta yonektr.

2.1.4. Bobrek Histolojisi

Bobrekler, Ureterler, mesane ve Uretra uriner mistdusturur. Sistem, metabolik artiklari
idrar oluturup vicuttan uzak$airarak hemostazin devamina yardimci olur. Bobrakle
olusturdusu idrar, Ureterler ile tanarak mesanede depolanir ve Uretra ile vucubaatihr.
Bobreklerde renin ve eritropoetin hormonlari GnetBu hormonlardan renin kan basincinin
dizenlenmesinde rol oynarken, eritropoetin ile kzirkan hiicre serisinin Gretimi uyarilir (12).

Bobresin icbikey margo medialisinde hilus yer alir vedmirsinirlerin, treterin ve kan ve
lenf damarlarinin bobge girip ciktgl yerdir. Renal hilusta renal arter ve renal veteaor
kisimda yer alir. Ureterin gegeémis tist kismi olan renal pelvis hilusta en posterioreiaalir
ve bobrgin icine dagru iki yada G¢ major kalikse boltnmtiir. Her major kaliksten ayrica
minor kaliksler dallanir.

Bobrek parankimi gta yer alan korteks ve icte bulunan medulla olmadré iki bolimde
incelenebilir.insanda renal medulla 10-18 adet konik yada pirdmeéddlli yapilardan olgur.
Bunlara mediller piramitler adi verilir. Her bir didler piramidin tabanindan kortekse
uzanan birbirine paralel tibul demetleri, medulkenlar ¢ikar. Her meddllersin bobrein
fonksiyon géren birimleri olan birkac nefron grulbwmndiz kisimlari ile birlikte bir yada daha
cok sayida toplayici kanaldan giu.

Mikroskobik olarak bobrg&n en kicik anatomik ve fonksiyonel Unitesi nefrangle her
iki bébrekte yaklaik 2,4 milyon kadar bulunur. Bir nefron yakila 50 um uzunlgundadir.
Her biri kendi baina idrar yapma yetepmdedir. Nefronlar kortikal ve jukstameduller olmak
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Kortikal nefronlar: Henle kulplariyla beraber kdeste olup tim nefronlarin %85'ini
olusturur.

Jukstamedduller nefronlar: Uzun henle kulplanylaaber korteks-medulla keaginda olup
nefronlarin %15'ini olgturur.

Her nefron genilemis bir bolim olan renal cisimcik, proksimal kivrimtiibdl, henle
kanalinin ince ve kalin uzantilari ve distal kinnibilden olgmaktadir. Her renal
cisimcigin ¢ap! yaklaik olarak 200 um’dir ve kapiller bir yumak olan glomerulden
olusmustur. Bu yumak Bowman kapstilu olarak adlandirilartakakall epitelyal bir kapsille
sariims durumdadir. Bowman kapsulindn iki tabakasi arasirépiller duvarindan ve
viseral tabakadan suzulen filtratin toplahddrar baglugu bulunmaktadir.

Bowman kapsulunin pariyetal tabakasi ince bir ik lif tabakasi ve bazal lamina ile
desteklenen tek katli yassi epiteldensotuidrar kutbunda proksimal tibl icin karakteristik
olan tek katli prizmatik epitel yer alir. Glomeriapillerlerinin endotel hicreleri ince bir
sitoplazmaya sahiptir ve hiicre organelleringicositoplazmanin c¢ekirdek cevresinde
kalinlsgtigl kisimda ygunlasmistir.

Renal cisimgiin idrar kutbunda, Bowman kapsulintn pariyetal ggpnn tek katli yassi
epiteli, proksimal kivriml tibullerde yerini prizatik epitelyuma birakir. Proksimal kivrimli
tubuller, distal kivrimli tibillerden daha uzundig tek katli kibik yada prizmatik epitelle
doselidir. Hucrelerin apeksinde firgamsi kenari stlman yaklaik 1 pm uzunlgunda ok
sayida mikrovillus yer alir. Mikrovilluslarin tabkam arasinda ¢cok sayida kanaliktl bulunur
ve bu kanalikiller proksimal tubadl htcrelerinin maolekilleri emme kapasitesini
olusturur.

Henle kanali proksimal kivriml tibullere yapicekdmenzeyen bir kalin inen kol, bir ince
kol, bir ¢cikan kol ve yapica distal kivrimli tibédle ayni olan bir ¢ikan koldan gan U
seklinde bir yapidir. Butin nefronlarin yakila %15’ kortikomeduller sinirin yakininda
bulunur, bu yilizden jukstamediller nefronlar adihrlaa. Diger nefronlara ise kortikal
nefronlar denir. Jukstameddller nefronlarin herd@mdt ¢ok uzundur ve bunlar medullanin
derinliklerine kadar inerler.

Henle kanalinin ¢ikan kalin kolu kortekse giidde histolojik yapisini korumakla birlikte
bukilerek nefronun son kismi olan distal kivrinibilleri oluturur. Distal kiviimh tlbuller
tek kath kibik epitelle dgelidir. Distal tubul epitel hicreleri, proksimal kil epitel
hicrelerinden daha kisadir ve fircamsi kenarlalurbuaz. Distal tibdllerin [Gmenleri daha
genktir ve buradaki hiicreler proksimal tubullerde bw@orhiicrelerden daha yassi ve kuguk

oldugu icin ayni kesitte distal tibul duvarlarinda dalo&k sayida nikleus ve hiicre bulunur.
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Distal tubullerde, proksimal tibul epitelinde yéaraapikal kanalikil ve vezikiller bulunmaz.
Distal kivrimli tibdl htcrelerinin bazal membramtata y@un invajinasyonlar ve bunlarla
ili skili mitokondriler yer almaktadir. Bu durum, distialvrimli ttbul epitel hicrelerinin iyon

tasinmasinda rol oynadiklarini géstermektedir.

Distal kivrimli tubudller birbirlerine b#Eanarak daha buyldk, diz toplayici kanallari
olusturan toplayici tubdlleri okturur. Bu kanallara Bellini papiller kanallari dardr ve
piramidlerin uclarina dgru giderek genier. Kuguk toplayici tubuller, kiibik epitelle ghidir
ve ortalama capi 4@m’dir. Bu tubuller medullanin derinliklerine @ou indikce epitel
hicrelerinin boylari uzar ve prizmatik olugid mikroskobu ile bakild@inda toplayici tibil ve
kanal hucreleri hicreler arasinda lateral kenetiambulunmadi icin hicreler arasi
sinirlart  net olarak secilebilir. Toplayici kanallamedullada gercekdérilen idrar
yogunlastirma kleminde en 6nemli rolii oynamaktadir.

Renal korpuskiliin hemen Rigginde afferent arteriyoliin tunika mediasinda moeifdiiz
kas hacreleri yer alir ve bu htcrelere jukstaglaitesr hiicreler olarak adlandirilir. Bu
hicreler eliptik cekirdeklere sahiptir ve sitopladarinda PAS tekgi ile boyanan grandller
yer alir. Jukstaglomeruler hicrelerin renin salgian basincinin dizenlenmesinde rol

oynamaktadir.

2.2. Genel Bilgiler — Uriner Sistem Tq Hastalig

Tas hastalgl, Uriner infeksiyonlar ve prostat patolojilerindeonra Uriner sistemi en sik
etkileyen ticlincl patolojidir. Hastalik MO 4800'lillgrdan beri bilinmektedir, 6rign Misir
mumyalarinda bobrek ve mesangaana rastlaniimtir. Eski Roma, Yunan, Cin, Hint, Misir
ve Mezopotamya tarihinde stehastalginin tani ve tedavisi agisindan bircok fikir ortaya
atilmistir. idrarin rengi, tadi ve miktari gerlendirilerek ta hastalginin varlgina dair fikirler
belirtiimistir. 1940’dan sonra $a olusumu ile ilgili bir takim fizyolojik gdzlem ve
argtirmalarin sonuclari sunulmaya skenmstir. Kalsiyum ve Urik asitin 6nemi, idiopatik
hiperkalsidrinin hiperparatroidizmden ayrilmasi ta&in bobrekte olsum yerleri, talarin
kristaloid ve kolloid yapilari gibi Griner sisteraskarin kimyasal ve yapisal 6zellikleri oldukca
yeterli sekilde ortaya konmgur. Ancak teknolojideki tim gelnelere rgmen ta hastalgi
etiyolojisi bugiin bile hala tam aydinlatilamatm Bunun nedeni olarak g¢ahastalginin tek
bir nedenle olgmadgini, karmaik ve birbiri ile iligkili birgok faktorin tg olusumunda rol
aldigini séylemek mumkandur (3).

Tas hastalginin tedavisinde medikal yaklanin gosterdii gelismeler nedeniyle klasik

yontemler, bobrek tdarinin tedavisinde giderek az oranda kullaniimakar kagin
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gunimuizde de etkin ve gecerli yontemlerdir. 1980idgulaniimaya bganan SWL ile
bobrek talarinin tedavisinde cerrahinin roli 6nemli OlcUdealenstir. Endourolojideki
ilerlemeler ile kullanima giren perkitan tekniklge laparaskopinin kullanimi da agik
cerrahinin sinirlarini daraltmaya devam gtini Uctincti basamak tedavi merkezlerinde agik

cerrahinin ta vakalarinin %1’'inden daha azina uygula@ndildiriimektedir (15).

2.2.1. Epidemiyoloji

Tas hastalgl endustriyel toplumlarda populasyonun %1-5'iniiletkektedir. CaOx yada
hidroksiapatit kombinasyonu en sik gorilen tip dttadir (3). Hayat boyu semptomatik
driner sistem tahastalgl prevalansi erkeklerde %13, kadinlarda ise %7a&laaptanngtir
(1). Kadinlarda tg@ hastalginin az goriulmesinde kadin idrarindaki sitrat miktan yiksek
olmasi rol oynamaktadir. Yekin siyah erkeklerde ise ¢dnastalgl beyaz erkeklere gére 1/3
ya da 1/4 oraninda daha az gorulmektedir. Ancalahsijastalarda Greaz salgilayan
organizmalarla olgan tg hastalgl prevalansi daha yuksek bulungtur (16).

Uriner sistem ta hastalgl prevelansi (lkelere gore farklihk gostermeklerlikie,
eriskinlerdeki prevelans dw Ulkelerine gore bati tlkelerinde nispeten datzéathr. Asya’'da
%1-5, Japonya’da %7, Avrupa’da %5-9, Kanada'da %wé&2ABD’de %13-15 oranlarinda
yayinlanmg Uriner sistem tahastalgl prevelansi olmasinagaen Suudi Arabistan gibi bazi
Asya ulkelerinde prevelans %20.1 olarak bildirilrteskr (17).

Ulkemizde Akdeniz, Karadeniz ve Giineydaillerinde prevalans yiiksektir. Bir cginada
tas hastalgl prevelansinin tlkemizde genel olarak %14,8 gldbildirilmistir (18). Uriner ta
hastalgi 20-40 yalari arasinda pik yapmakta ve erkeklerde kadinlaranla daha sik
rastlaniimaktadir.

Rekulrrens oranlarina bagtmizda, ilk talarin 1 yil icinde %15 ve 5 yil icinde %50 gibi
yiksek dgerlerde izlenmektedir (2). Ayrica farkl bir yaymdiriner sistem ta olan
hastalarin ilk tedavisinden sonra herhangi bir koow tedavi verilmegiinde driner tglarinin
yaklasik % 40" inin 3 yil igerisinde tekrarlayagabildirilmi stir (19).

Epidemiyolojik calgmalar sonucunda pediatrik ygrubunda Urolitiazis insidansinin son
yillarda arttgl ve tg kompoziyonu ve lokalizasyonunun dagdt#igi ifade edilmektedir.
Genelde mesanede saptanan amonyum latitgerini CaOx ve kalsiyum fosfattan ean
ve Ust Uriner sisteme lokalizeskara birakmaktadir. Pediatrik gairolitiazisinde saptanan
taslarin kimyasal yapilarina bakiginda %60-90'ini CaOx, %10-20’sinin kalsiyum fosfat,
%5-10'unun Grik asit, %1-5'inni sistin, %1-18'inistrivit ve % 4’Untn miks tar ile

olusturuldugu goze carpmaktadir. Altta yatan bir metabolik rfaktori, Uriner sistem ga
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olan cocuklarda %20-50 arasindagiden oranda saptanmaktadir (20). Hiperkalsiri ve
hipositratiri en sik tespit edilen metabolik risktorleridir.

Tas hastalginda hereditenin roli tzerinde durulgtwr. Renal tubuler asidozis, sistindri
gibi belirgin familyal hastaliklar vardir. Ancak rfalyal sistintride ayni miktarda sistin
eliminasyonuna famen sadece bazi olgulardas talusmasi, genetik defektin poligenik
oldugunu dgundurmektedir (21).

Tas hastalginda bazi cgrafi bdlgelerde daha sik gorilgli tespit edilmg ve diinya ta
haritasi ¢ikariimgtir. Diinya ta haritasina gordskandinav Ulkeleri, Akdeniz Ulkeleri, Kuzey
Hindistan, Pakistan, Kuzey Avustralya, Avrupa’nimtao kisimlari, Malezya ve Orta
Amerika’da ta hastalgl yogun olup Giiney Amerika ve Afrika’da daha seyrekKillkemizde
Akdeniz, Karadeniz ve Guneygoda daha fazla gorulur (3, 21).

Iklim ile tas olusumu arasinda direkt §ki kurulamasa da sicakin yiksek oldgu
yerlerde ve yaz mevsimlerinde daha fazla gorulntektéakat Guney Amerika ve Afrika gibi
sicak bolgelerde degdastalginin daha az gortulmesi bu tezi tangddamamaktadir. Glige
Isinlarina fazla maruziyet Basaktan kalsiyumun emilimini ve idrar kalsiyum lguni
arttirdg: bildirilmistir. Ancak sicak iklimde ygmanin risk faktort oldiu kesindir. Ter ile
atilan sivi nedeniyle idrar konsantrasyonu artarketh azalmaktadir. Bu durum CaOx gibi
kristallerin konsantrasyonunu arttirirkengeli taraftan azalan pH urik asit ve sistin gibi
molekdillerin ¢6zinmesi zogemaktadir (21).

Su tuketimi de t@olusumunda énemlidir. Gunluk idrar miktarint 800 mI'd@200 ml'ye
cikmasi ile ta olusumu % 86 oraninda azalir (22). Ditrez idrardakniydktivitesini arttirarak
kristal olisumunu hizlandirmaktadir, ancak serbest kristalipdi¢rinin gecki de hizlandgl
icin tas riski azalmaktadir. Mineral yonunden zengin sodallar konusu tagmalidir.
Arastirmalarin bir kismi, kalsiyum fosfat gibi maddeligeren air1 sert sularin taolusumunu
kolaylastirdigini  bildirmesine kann, diger bir kisim argtirmaci sodyum karbonat gibi
maddeleri iceren yungak sularin da bu olayi artiggni bildirmislerdir (23).

Beslenme ile tahastalgl arasindaki ikki net olmasa da dikkatli bir beslenme hikayesi ta
hastalginin aratirilmasinda énem arzeder. Plrin ve sodyumun diyatt alinmasi idrarla
bu maddelerin @ri atiimasina ve taolusumunun kolaylamasina yol acabilir (24). Diyetteki
hayvansal proteinlerin azalmasi ile 6zellikle mesag arasinda bir ikki vardir. Bu
proteinler idrardaki inhibitér aminoasitlerin anaykaidir. Diyetle alinan fazlgeker Ust
driner sistemde ta neden olabilir. Beslenme ile alinan yuksek mdaaekerin renal tibul
hicrelerinde asit yukina arttirarak idrar kalsiyvmawarttirdgl ve Ust Uriner sistem g¢ena yol

actgl ileri surdlmektedir. Alkol alimi ile de kanda Kriasit, idrarda kalsiyum, fosfat
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duzeylerinde argi oldugu ileri surilmektedir. Boylelikle alkol akanlgi olanlarda Griner
sistem ta hastalg riski normalden daha fazla olgw disintlmektedir.

Tas olusumunda meslek de rol oynamaktadir. Buro hizmetiapapinirli aktiviteye sahip
kisilerde veya yuksek i1sida ¢@nlarda daha ylksek orandag wgorilirken, aktif gorevi
olanlarda, tarimstgilerinde daha az rastlanir (21).

Diyet, aktivite ve heredite, gaolusumu acisindan birbirini tamamlamaktadir. Her biri
primer bir faktor olarak etkilemese de birlikte igkistererek taolusumunu kolaylatirirlar.

2.2.2. Etiyoloji

Tas etiyolojisi konusunda gunumizdeakimyasal yapisi ile ilgili yeterli bilgi gganms
ve teoriler One surulmgtiir. Ancak bir ¢ok faktorin bir araya gelmesi ildugan ta
hastalginin etiyolojisi halen tam olarak aydinlatilabikmdegildir. Tas hastalgl cerrahi
tedavisi konusundaki getneler, etiyolojik argtirmalari geride birakngir (3,21).

Cogu zaman tgolusumu icin multipl etiyolojik faktorler bir arada yedir. Stipersatire bir
idrar ¢Ozeltisinde kristalizasyon, kristal agregasy ve nukleasyon odsa bile, idrar akiminin
surekliligini ve dizenini bozacak bir anatomik bozukluk yoksa olusma riski oldukca
disuktir. Ancak idrar stazi gstiginde, idrar transit siresinde artve diger etiyolojik
faktorlerin kombinasyonu ile gaolusma riski artar. Ayrica bazi yapisal anomaliler, iabb
fonksiyonlarini etkileyerek inhibitor eksikii olusturup, tg olusumunu hizlandirabilir.

Tas olusumunda bazi predispozan faktorler yer almaktadinl&r:

1. Konjenital anomaliler

2. Renal kalsifikasyonlar

3. 1drar pH’sindaki dgisikler

4. Uriner sistemdeki yabanci cisimler

5. Uriner sistemle kgantisi olan fistiller

6. Uriner sisteme ait maligniteler - nekrotik dodul

7. Yaygin uriner sistem infeksiyonlari

8. Urostaz

2.2.3. Ta Olusum Mekanizmalari
Uriner sistemde taolusmasi, idrarda kristal olmasinaghair. Bu kristaller, supersatiire
idrarda olgur. Kristal bilsiminde yer alan kimyasallarin idrarda ekskresyomuantmasi

kristalizasyonu arttirir.  Ayrica, ¢a olusumu icin idrarda surekli olarak kristal
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stipersatiirasyonu olmasi gerekligititir. intermittan birsekilde, dehidratasyon ya da gida
alimi sonrasinda ofan supersaturasyonstalusumu icin yeterlidir (21).

CaOx’un kristalizasyon potansiyeli kalsiyum ve dksa idrardaki toplam
konsantrasyonundan ziyade iyonlarin kimyasal aletsviile ilgilidir. Bunun nedeni, idrarin
kompleks bir soliisyon olmasidimhibitor olarak adlandirabilegeniz sitrat ve fosfat gibi
maddeler, kalsiyum ile; magnezyum ve sodyum gilemantler ise oksalat ile kompleks
olusturarak, her birinin serbest iyon konsantrasyonwamaltirlar. Rekirren CaOx sta
gelistiren olgularin idrarinda yuksek kalsiyum ve oksatatlrasyonu varken, inhibitor
duzeyleri diguktar.

Olusan kristallerin agregasyonu, staolusumundaki ilk @amalardan biridir. Kristal
agregasyonu, agregasyon inhibitorlerinin idrar lotasyonuna  Igacdir.  Iidrar
glikoproteinleri; nefrokalsin ve Tamm-Harsfall peoti, basit sollsyonlarda kristal
agregasyonunun potent inhibitorleri iken, sitrat weagnezyum, kristal gslminin
inhibitorleridir.

Mediller stiinger bobrek, treteropelvik ke tikanikliklar ya da tibuler epitelyumun
yapskanhginin arttgr durumlarda kristal birikme riski artar. Kanitlammg olmasina
ragmen, bakteriyel infeksiyonlar, idrar matriksiniiaarak kristalin yagmasini hizlandirir ve
CaOx tal olusma riskini artirir.

Tas olusum etiyolojisini  izah etmek i¢in siUpersaturasyoistalizasyon, idrar
inhibitérlerinin yokluzu, matriks-niikleasyon (cekirdeklae) ve epitaksi teorisi gibi teoriler
ortaya atilmgtir. Bunun yaninda bu dort mekanizmay! bitien kombine teori ve ayni
zamanda; intranefronik ve fiks nikleasyon, ekstirmmé ve serbest parcacik nikleasyonu
gibi kombine teoriler de ileri strilngtiir.

2.2.3.1. Supersatirasyon — Kristalizasyon Teorisi

Supersatiurasyon, staolusum mekanizmasinin en 6nemli basgmda. Belirli bir pH ve
sicakliktaki suya kristalize olabilecek bir elemdmnuldigunda, soliisyon halinde kalir.
Ancak bu elementin miktari arttirilirsa, belirlirbidoygunlga ulatiktan sonra sonra artik
eriyik halinde kalmasi mumkun giédir ve doymy haldeki madde kristalize olmayasta.
pH ve sicaklik, elementlerin soliisyonda erime diimky ve kristalizasyonun bamasinda
belirleyicidir. Vicut sicakiiinin 37°C olup dg@smemekle birlikte, idrar pH’sinda
desisiklikler sik gorilmektedir (21).

Bir solisyonda kalsiyum ve oksalat gibi iki maddesa satirasyon dizeyini o maddelerin

konsantrasyonlari belirler. Bu iki maddenin satyoss artirildginda belirli bir noktadan
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sonra kristalizasyon bkar. Madde icin 6zgin satirasyon noktasina “saiybdroduct’ adi
verilir.

Bir elementin sudaki satlrasyonununu ve solubgiyduct’'ini tespit etmek kolaydir, fakat
idrar, kargik ve kompleks bir solisyon olgundan suya gére daha fazla elementi sollisyon
halinde tutabilme 6zefline sahiptir ve sadece elementin idrardaki mikiirisatire hale
gelemez. Ayrica idrar icerisindeki sitrat gibi bamganik inhibitér maddeler kalsiyum ile
birleserek kalsiyum sitrat okturur ve CaOx formasyonunu engeller. Sitrat ekgikise
kalsiyumun oksalat ile birfgnesine, yani taolusumuna zemin hazirlar. Asidik idrarda sistin
veya urik asidin doymguk sinirini amasi kolaylair ve rik asit ve sistin gari olusur. Yine
alkali idrar magnezyum, amonyum ve fosfat iyonlaridoymyluk sinirinin amasina ve
sitrivit taglarinin olymasina neden olur. Doyrluk sinirnin ailldigl ve kristalizasyonun
basladigi bu noktaya “formation product” adi verilir. Sollity product ve formation product
arasindaki sattrasyon bolgesine ise “metastabierregdi verilmektedir. Bu noktada yeni
spontan kristal nivesi alamasa da, daha Onceden salu kristal nivesi Uzerinde sta
olusabilir. Daha dnce okmus olan kristaller agrege olabilir.

Bir diger teoriye gore iyonlarinsal konsantrasyonu sonucunda papilla, papilla yiey
hemen alti ve tip hicrelerinde kristal presipitasyoeya ufak kristal kirecikleri odabilir.
Bunlar, olacak talar icin niikleus rolii oynaidrarda serbest olarak yiizen niikleus ve kristal
kurecikleri kolayca atilabilir. Ancak yuzeydekilatikleus rolii oynarak kristal biylimesine ve

tas olusumuna sebep olabilir.

2.2.3.2.Inhibitér Eksikli gi Teorisi

iki ayri insan grubunda ayni miktar ve yapida sjstink asit kalsiyjum ve oksalat
bulunmasina @nen bazi olgular taolusurken bazilarinda ofmmamaktadir. Bu duruma farkl
inhibitorlerin eksiklgi sebep olabilir (21).

Idrarda kristalizasyonu énleyen bazi inhibitor maeideardir. Bunlardan diiik molekillii
peptidler, yuksek molekulli glikoproteinler, mas# maddesi, matriksin ytzeyindeki
elektrik iceren zeta potansiyel, sulfidril daceren tromukoidler, alanin, sitratlar, hattakiri
asidin erimesini gdayan Ure gibi maddeler organik inhibitorlerdir. Sfatlar, pirofosfatlar,
pirofosfat eliminasyonunu artiran ortofosfatlar, gnezyum ve eser element c¢inko
kristalizasyonu ©Onleyen inorganik inhibitdrlerdifas olusan bireylerde supersatiirasyon-
kristalizasyona, idrardaki inhibitor maddelerin ki de slik edebilmektedir.
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2.2.3.3. Matriks — Nukleasyon Teorisi

Matriks; protein, heksan ve heksaminlerdenswiaktadir. Proksimal tubdl htcrelerinde
yapilir ve idrar proteinlerinin bir Grintddr. M&si bir taraftan kristal blyime ve
agregasyonunu engellerken,geli taraftan t@a yapisina katilabilir. Ta yapisinda %2-10
oraninda gordlebilir. Kalsiyum icerenstarin %3’lGnde, Urik asit tgarinin %2’sinde ve
matriks tglarinin %65’'inde matriks izlenir. Ayrica matriks pigina dromukoid, albumin,
globulin ve nadiren gamma globulinler de girebir matriks gorevi gérebilir (21).

Bu matriks benzeri proteinler 1684 yilinda Von Hey@rafindan tanimlangtir. Daha
sonra Boyce tarafindan matriksins talusumundaki etkisi bildirilmgtir. Uriner sistem
taslarinin timanin yapisinda matriks bulunmaktaidirarda bulunan yabanci cisimler, epitel
dokuntileri, eritrosit, l6kosit gibi hicreler de tks gibi davranarak Uzerlerinde
kristalizasyon ve agregasyon gtwrabilirler. Nadir olarak enfeksiyon bulunan vegayif

fonksiyona sahip bobreklerde sadece matrikstegaaltg izlenebilir (3).

2.2.3.4. Epitaksi

Idrarda olgan kristalizasyonu takiben kristal gan madde konsantrasyonu azagadain
kristalin bayimesine imkan kalmamaktadir. Ancakkiabir yiksek satlrasyonda element
var ise ilk olgan kristal Uzerine yagarak farkl dg tabakaya sahip bir gaolusabilmektedir.
Bu durum epitaksi olarak adlandirilir. Urik asitstalleri tizerine CaOx kristalleri, kolaylikla
epitaksi ile tutunabilmektedir (21).

2.2.3.5. Kombine Teoriler

2.2.3.5.1intranefronik ve Fiks Nikleasyon

Intranefronik ve fiks niikleasyon teorisine gore taligasyon gamasinda ilk ¢ekirdek
tubul hicrelerinde okmaktadir. Cekirdek tibdl limenine atilir ve serbdgistal

cekirdeklemesine gerek yoktur (21).

2.2.3.5.2. Ekstranefronik ve Serbest Partiktll Niklasyonu

Standart kristalizasyon fiziksel kurallari ile #katbir soliisyonda kristal okumu
aciklanabilse de, in vivo ojan idrar statik bir soliisyon gidir. Idrar glomertllerden
nefronlar yolu ile pelvikalisiyel sisteme 2-5 dkbgibir sirede gecer. Papillada gdn
kristaller 3-5 dk icinde pelvise aktarilabilmekteddrarin bobrekten mesaneye gesiiresi
ise 5-10 dakika kadardir. Finlayson ve ark’'nin 18&8olusturdusu modele gére serbest

partikil ta olusumu, matematiksel olarak imkansizdir. Ancak 199hga Kok ve Khan'in
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guncel nefron boyutu, stpersatirasyon ve kristgiifvie hizlari ile olgturdusu modelde,

bobrezin olagan aktarim siresi dahilinde de tdusabilecesi gosterilmitir (3,21)

2.2.3.5.3. Kombine Teori

Kombine teoride, sUpersaturasyon-kristalizasyorarighhibitorlerinin yoklgu, matriks-
nikleasyon ve epitaksi teorileri hepbirlikte elenalaktadir, ancak g§aolusmasi igin bobrgin,
kristalize olabilecek maddelerin yeterli mikrarlardatacak ve pH’y1 dizenleyebilecek
dizeyde olmasi gerekti de ifade edilmektedir. Fakat her olgularda yutaki
mekanizmalarin biri belirlenemez. Bunlara idiopati hastalgl adi verilir. Bu grupta en ¢ok
kalsiyum iceren tdar bulunur. Kalsiyum iceren ¢karin %30-40'1 idiopatik gruptadir.

Sonu¢ olarak bobrekteki hicresel kalsiyum ya da aleks metabolizmasindaki
anormallikler, intraselliler ya da interstisyel dteél depolanmasina vestalusumuna sebep
olabilir. Tas hastalarinin renal papillalari incelegidde CaOx ve Urik asit §a olanlarin
tamaminda papillar plaklar (Randall plaklar) varketrivit tg1 olanlarda yalnizca % 20
oraninda plak oldgu gorulmitar (5,25)

2.3. Genel Bilgiler — Deney Modeli

Degisik calismalarda hayvan modellerinin kullaniimasinin nedemmnpleks bir strecin
ayri kisimlara bdlunerek incelenebilmesiniglsanasi yanisira, bir butin olarak da ele
alinabilmesine izin vermesidilyi modeller, komplike olmayan ve gigik hipotezlerin
denenebilmesine olanakgayan modellerdir.

2.3.1. Sican Uriner Sistem TaModeli

Nefrolitiazis calsmasi icin tayanlar ve kopekler de kullanilgtir, ancak en sik tercih
edilen hayvan modeli sican modelleri olmaktaiinle CaOx ve kalsiyum fosfat ile birlikte
CaOx talarl tum dinyada %80’e yalgan yiksek bir orana sahip ofgluicin, CaOx ta
hastalgl daha detayl olarak calimaktadir (3).

Hayvan ve insan bo6brekleri arasinda bazi anatoraikliiklar bulunmaktadir (26).
Hayvan boébrekleri daha kiguk, tek papillali, dakhasayida tubtle, daha basit bir pelvise ve
kucuk bir Griner alana sahiptir. Ancak, medullatk&s orani hem sican hem de insanlarda 1:2
olarak benzerlik gostermektedimsan bobrginde 5-6 papilla yer alirken, sican bogirele 1
papilla yer almaktadir. Sican bopnede insan bobgenden ¢cok daha az sayida, 30000-31000
nefron yer almaktadir. Sican bopir@n ortalama girligi 0,75 — 1,2 gr olarak izlenmektedir.

Tam bu farkliliklar nedeniyle, basit ve kiicik belyise sahip sican bolgiede olgan tglar,
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insanlarda oldgu gibi buyik staghorn benzeristaoyutlarina ulgamamakta, ancak minyattr
birer taklit olmaktadir.

Sicanlarda spontan Urinertalusumu ¢ok nadirken, spontan Ust driner sistem Ca@x ta
olusumu ise izlenmemektedir. Sicanlarda CaOx bobrghkriaakut veya kronik hiperoksaliri
olusturularak sglanmaktadir. Kullanilan hiperoksaliirik ajanlar ang& sodyum oksalat,
amonyum oksalat, hidroksi-L-prolin, glikolik asitevetilen glikol (EG) yer almaktadir.
Hiperoksalurik ajanlar ayni zamanda D vitamini veyaltilmg magnezyum iceren diyet ile
kombine edilebildii gibi, pH distiren amonyum klortr (AC) ile birlikte de kullanilkta ve
hiperkalsiuri olgturulmaktadir.

Sigcanlarda hiperoksaluri afiwrmak igin kullanilan en basit yontemlerden bitisiyvana
icme suyu ile EG vermektir. Bu durumda EGghsaklarda emilerek karamrde oksalata
metabolize olmaktadir (27). Oral verilen %0,75KEG’yi takiben ortalama 2. glinde Uriner
oksalat miktarinda astiizlenmekte, 2 hafta icinde persistan kristalUrsléaakta, 3 hafta
icerisinde de bobreklerde kristal depozitleri généktedir (6).icme suyuna eklenen AC ile
idrar asidifikasyonu ve hiperkalsitri @anarak, bu sureler 3. ginde kristaltiri gibi cokala
kisa araliklara indirilebilmektedir.

CaOx tal modelinde gercek$@irilen calsmalar erkek sicanlar Uzerinde yapilmaktadir.
DusUk konsantrasyonda uygulanan EG sonucunda erkeknlarda elde edilen CaOx
nefrolitiazisi, dii siganlarda farkli sonuglar vermektedir. DOrt hastiresince uygulanan EG
%1’lik sonucunda 13 erkek sicanin 3'Us talustururken, 12 dii sicanin hicbirinde ta
izlenmemitir. Uriner asidifikasyon ile bu oranlar erkek si@rda 5/6'ya ve @i sicanlarda
1/9'a yukselmgtir (28). Baka bir calsmada erkek sicanlarda %0,2’lik EG uygulanmasi CaOx
tasl olusturmada yeterli bulunurken, glisicanlarda %1 veya daha yiksek konsantrasyonda
EG uygulanmasi gerekli bulungtur. Konu ile ilgili olarak, %0,5 EG ile erkek vesd
normal ve gonadektomi uygulargnisicanlarda cama gerceklgirilmistir. Normal
erkeklerde 5/7 taizlenirken, kastre erkeklerde 1/7 oranindg itdenms, disilerde ise ta
izlenmemgtir (29). Bu durum, testosteronun bu farkhliktd ognadgini gostermektedir.

Kronik hiperoksaltiride, renal papiller u¢ ve kalédes CaOx kristallerinin sik yerysigi
noktalardir. Renal korteks ve gair bobrek alanlarinda kristal yegilei gorilmesi, Griner
oksalat miktarinin artmasi ve hiperoksallrik simarsamasi ile agigostermektedir.

AC, Klinik pratikte ciddi metabolik alkalozun tedawnde kullaniimaktadir. Deney
modelinde sicanlara icme suyu ile verilen AC, igyeisini ve sitrat miktarini diirmekte ve
hiperkalsitri olgturmaktadir. Ayrica AC, deney modelinde bdbreklerdiesan CaOx

kristalizasyonunugiddettini arttirmaktadir (26).
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2.3.2. Oksalat Metabolizmasi

Oksalat bir metabolizma Urtinidir ve idrarda kalsiyile birleserek erimesi gic¢ olan
CaOx tuzunu olgturmaktadir (21).insan metabolizmasi icinde yer alan oksalatin sadece
%10-15'i diyetle alinirken, geri kalan %85-90 isadejen kaynakhdir. Oksalat en ¢oksie
yaprakli sezeler, limon, siyah Gzum, kizilcik, ergay, kako, badem, ceviz, karbonatli
icecekler ve kahvede bulunur. Normal diyetle alio&malatin sadece %10-15'i barsaklardan
emilirken, yarisi kolonda bakteriyel c¢ozinmeygrayarak, %25'i de hi¢c dasiklige
ugramadan dkiyla atilir. Barsak limeninde yer alan kalsiyum miktari oksaatilimini
etkilemektedir. Barsaktan emilen ve endojen olaiedtilen oksalat oldukca ¢6zunir olup
hicbir desisikli ge usramadan idrar ile atihidrarla gunluk atilan oksalat miktari 40 mg olup
bu deserin Uzeri hiperoksaluri olarak kabul edilir. Hip&sallri yapan sebepler 4 shlta
incelenebilir (3):

1- Primer Hiperoksaluri

2- Enterik Hiperoksaliri

3- Diyete B&li Hiperoksaluri

4- Idiyopatik Hiperoksaluri

2.3.2.1. Primer Hiperoksaluri

Otozomal resesif bir hastalik olan primer hiperdisain tanimlanan bgica 2 tipi vardir.

Tip 1: Otozomal resesif getii olup karacgerde glioksalat aminotransferaz enzimindeki
defekte bal asiri oksalat Uretimi vardir. Prenatal tanisi, peakiityolla fetal karager
biyopsisi ile veya koryonik villuslarin DNA analizie konabilir. Fatal seyreder ve genelde
hastalar 40 ya0ncesi bobrek yetmeginden o6lurler.

Tip 2: Glioksalat rediktaz enzimlerindeki defekiaglb Griner Ca ve oksalat atiliminda
artis vardir. Oldukca nadirdir.

Her iki tiptede erken cgocukluk gmda nefrokalsinozis, tubulointerstisiyel nefropaé
kronik bobrek yetmezii ortaya cikar. Tedavisinde yiksek doz (100-400 rpg)doksin
verilerek Uriner oksalat atihmi ve karger Uretimi azaltilabilir. Oral sitrat, tiazidlerptral
fosfatlar ve magnezyum-glukonat ile hiperoksalursith dizeyde Onlenebilir. Bobrek
transplantasyonu uygulanmaz, ¢inki transplanteredibbrekte kisa sirede oksalat birikimi

gorulmektedir. Bu hastalarda kargei transplantasyonu denensamasindadir (3,21).
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2.3.2.2. Enterik Hiperoksaluri

HiperoksallUrinin en sik nedenidir. Oksalatin bals@an hiperabsorbsiyonu ile ilgili
oldugu distunulen 2 faktor bulunmaktadir. Safra vesyasitleri kolonik barsak mukozasinin
oksalata gecirgerdlini arttirabilmektedir.ileal hastaliklarda okan ya malabsorbsiyonu
kalsiyum-sabun okumunu arttirarak serbest oksalatin artmasina nelignabsorbsiyonunu
arttirabilir. Kronik diyare olan olgularda dehidrayon, hipokalemi, hipomagneziiri,
hipositratiri ve dgik idrar pH'si CaOx ta olusmasini kolaylgtirir. Ayrica incebarsak
rezeksiyonu, malabsorbsiyon ve jejunoileal bypad#s gdurumlar da hiperoksaliri ile
ili skilendirilmistir (3,21).

2.3.2.3. Diyete Bgli Hiperoksaluri

Oksalattan zengin gidalarla beslenme, normal kardgl hiperoksaliri okiurabilmektedir.
Hayvansal proteinlerden zengin beslenme, idrar laksee kalsiyumunu arttirmaktadir.
Kalsiyum aliminda kisitlama, barsakta emilebilir rbgst oksalati  arttirgh igin
hiperoksaltriye yol agcmaktadir. Antifriz olarak larilan EG, yanglikla tiketildiginde
suratle glioksalat ve oksalata d@aiek masif oksallri okturur ve tibiler obstriksiyonla
akut bobrek yetmezine neden olur. Askorbik asit destek tedavisinindgi5 gr'dan fazla ve
uzun sire alinmasi ile askorbik asidin in vivo d&sadongimu sebebi ile hiperoksaltri ve

tas olusumuna sebep olabilir (3).

2.3.2.4.idiyopatik Hiperoksaliiri

Bir cok calgma, hafif hiperoksallrinin de CaOx skarinin patogenezinde en az
hiperkalsitri kadar onemli olgunu bildirmstir. Kalsiyum ta! bulunan olgularin %0,3-
50’'sinde Uriner oksalat atihmi artghr. Hafif metabolik hiperoksalirisi olan hastalard

piridoksinin, oksalat ekskresyonunu %50 azaltbilinmektedir (3).

2.3.3. Renal Hasar Olgumu

2.3.3.1. Hiperoksallriye B&li Hasar

CaOx tal olusumunda, hiperoksaltrinin renal hiicrelerdestltdugu harabiyet 6nemi rol
oynamaktadir. Oksalat iyonlari ve CaOx kristalleenal epitelyal hiicrelerde, 6zellikle renal
tubuler hicrelerde hasar eflurmaktadir. Deneysel hayvan modellerinde kristallr
izlenmeden de hasarin izlenmesi, oksalat ilgkilli olusan bu hasarin sadece CaOx
kristallerine bgh olmadgini ve oksalat iyonlarinin da buyuk rol oynadi gdstermektedir

(4). Olwan bu hasar, gesik derecelerde morfolojik ve fonksiyonel ggiklikler, hiicresel
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proliferasyonda ve konsantrasyondasavie bunu izleyen planlanghiicre élimuseklinde
olmaktadir. Bu konuda yapilan ilk gahalarda hicre 6lumiu nekroeklinde tanimlanmng
olsa da, son yillarda gercefielen calsmalar hiicre 6luminin apoptozis ile gercgtkigni
ortaya cikarmstir.

Hasarin gefimesinde, tubuler iskemik @ggiklikler ve serbest oksijen radikali (SOR)
olusumu 6nem tgmaktadir. Renal kan akimi yapisi nedeniyle, digiblillerde ve papiller
uctaki dolaim hiperozmolarite, diilk O, ve yiksek C@olusturmakta ve bu durum da epitel
hiicrelerinin toksik hasarini kolagtamaktadir (30).Insanda bu alanda gkn plaklarin
operatif biyopsiler ile elde edilen histolojik iHeenelerinde, Randall pga olarak adlandirilan
yapilarin Henle'nin ince kolundan fayarak papiller interstisyel alana devam gatii
gostermektedir. Randall'in hipotezine gore,salubu plak yapilari 6zellikle klinik pratikte en
sik kasilasilan idiyopatik CaOx t@ olusumu icin bir nidus olgturmaktadir (25). Operatif
nefroskopi goéruntulerinin karastirildigl bazi camalarda, idiyopatik CaOx gkrinin bu
plaklardan kdken alg@i saptanmtir. Ayrica ureteroskopik goruntuler ile gerceitiglen ve
serbest tdarin incelendii farkli bir ¢calsmada, tglarin yarisinda konkav ve mukus kapli bir
alan saptanmgiir. Bu alanda saptanan apatit goz 6ninde buluhdiufunda, bu tglarin

plaklara bgli gelistikten sonra ayrild@n 6ne surilmektedir (5).

2.3.3.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Hiperoksaluri renal hicrelerde asidik pH ve dderhsgei nedeni ile hicre ici kalsiyum
miktarini artirarak fosfolipaz aktivasyonunu ve satanik asit Uretimini hizlandirmaktadir.
Bunun sonucunda mitokondriyal enzimler inhibe alarSOR miktari hem artar hem de SOR
aktiflesmesinde argi olur. SOR, superoksit, hidrojen peroksit, nitriksd@ (NO) ve hidroksil
radikali seklinde ortaya cikan serbest radikallergidi&k Uriinlerden meydana gelmektedir.
Mitokondri i¢ zarinda yerkamis oksidatif fosforilasyon zinciri, bu konuda en blykaynai
olustururken, endoplazmik retikulum ve nitkleer membeandla Uretilmektedirler. Ayrica
aktive olmy makrofajlar, notrofiller ve eozinofiller de serbasdikaller tretmektedir. Bu
hicrelerin stperoksit dismutaz (SOD), katalaz, ajiitn ve vitamin E ve C Uzerinden
kendilerini koruduklart antioksidan sistemleri bufnaktadir. Endoplazmik retikulum
membraninda yerjen sitokrom p450 molekulide stiperoksit radikalitélb@mektedir. SOR
dretimi surekli bir dretimseklinde bazal bir dizeyde tutulur ve denge halibdéundigu
surece problem ofturmaz. Bu denge bozulgunda hicre organellerinin membranlarinda
lipid peroksidasyonu RB&r ve hasar okiurarak hicreyi 6lume kadar gotartr. Lipid

radikallerinin artg1 kendi Uretimlerini de arttirmaktadir ve sonuctsdr daha buyuk bir hale
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gelir. Lipid peroksitlerinin yikimi ile aktif olaaldehitlerden malondialdehit (MDA) meydana
gelir. MDA 0Olcimu oksidatif stres hakkinda bilgi meektedir. Serbest radikaller lipidler
disinda proteinler, karbonhidratlar, nukleik asitlex DNA icin etkileyici olup bu yapilari
bozarlar ve hiicreye zarar verirler (31,32).

Antioksidanlar olarak vitaminler, ilaclar, gidalagnzim olan ve olmayan molekuller
bulunmaktadir. Enzim olanlar icinde SOD’un, supsibkserbest radikallerinin lipid
peroksidasyonuna kar koruyucu oldgu ve fagosite edilen bakterileri dldirmede gorev
yaptgl bilinmektedir. Glutatyon peroksidaz ise membrarosfolipid hidroksiperoksitlerin
alkollere indirgenmesini gtar. SOD ile benzegekilde fonksiyon gostermektedir. Katalaz ise
hidrojen peroksitleri ortadan kaldirarak hicrenamdomasina yardimci olmaktadir (33).

Hiperoksaluri ile olgan hasarda damarsal bozukluk ve 6zellikle endaashihna b
olarak daha fazla serbest radikalin ortaya c¢ikmbsiNO dengesizfii olusmakta ve
inflamasyona neden olmaktadir. Hasarinswlasinda sitokinler gibi inflamatuar mediyatorler
rol oynamaktadir ve aktive olan kompleman sistefai hem sitokinler hem de 6ncul
inflamatuarlari artirilarak 16kositler aktive edili Polimorf nuveli lokositlerin  SOR,
sitotoksisite, vaskuler gecirgenlik grtve sitokinlerin destg ile aktivasyon ve migrasyonlari
sgilanir, ayrica adhezyon molekulerinin yardimi ileséd bolgeye gocleri ofmaktadir.
Burada prostoglandin ve I6kotrien Uretimi, lizozdna&tivite ve SOR olgumu Uzerinden
savunmanin yapiimasinigamaktadir (34).

Olusan hasar tubtllerde hicre dokulurgéklinde goralur ve akut bdbrek yetmeli
olusmaktadir. Vazokontriksiyon sonrasinda hicre icskalm artgi nedeniyle artan proteaz
ve fosfolipazlar hasari buyutmektedirler. Hipoksiiaflamasyonun devami ile medullanig di
kisminda eritrosit ve I6kosit infiltrasyonu olurliete adezyon molekullerinde argoruldr.
Tlbdler hasar samasina gelingdinde oksidatif stresin etkisi daha da belirginhekte,
induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve NO dijterinde aryy izlenmektedir.

2.3.3.2.1. Nitrik Oksit

NO, renal oksidatif stres patofizyolojisinde Onerblr mediatorddr. Nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi ile L-arginin ve hicresel oksijendeentezlenmektedir. Endotelial NOS
(eNOS), noronal NOS (nNOS) ve INOS olmak Uzereipd\NOS bulunmaktadir. eNOS ve
nNOS dokuda oldukca diik diizeyde bulunmakta ancak hiicre iciCdiizeyinin art ile
kalmodulin varlginda arty gostermektedir. INOS ise tumor nekroz faktor-alfgerferon-

gama gibi sitokinler tarafindan makrofajlarin aksyonu ile indiklenmektedir. NOS
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aktivasyonu, serbest radikaller gturarak mitokondrial fonksiyonlari bozmakta ve

deoksiribonikleik asit (DNA) yikimi ile direkt hieiblimlerine sebep olmaktadir (35).

2.3.3.2.2. Superoksit Dismutaz

SOD, bakir iceren intraselltler enzimatik bir akimlan olup, son derece etkin olup hticre
hasarina yol acan superoksitin hidrojen peroksitamigdimini katalizlemektedir (33).
Hidrojen peroksit ise daha sonra glutatyon perasie katalaz tarafindan molekuler oksijen
ve suya dongitrilerek temizlenir. SOD’un katalizledireaksiyonsu sekilde ifade edilebilir.

20, + 2H'= HyOx+ O,

Ayrica SOD’un enziminin bir gger gorevi de dehidrataz enzimler olarak adlandirila
dihidroksi asitdehidrataz, akonitaz, 6-fosfoglukbdahidrataz ve fumaraz A ve B lzerinden
suiperoksit radikallerinin inaktivasyonunu gkamaktir. Oksidatif stresin artmasi ile SOD

duzeylerinde ar§lizlenmektedir (36).

2.3.3.2.3. Malondialdehit

MDA, hiicre lipidlerinin okside olmasi sonucu ginm ana metabolittir. U¢ ya da daha fazla
cift bag iceren y& asitlerinin peroksidasyonundan meydana gelmekt®tirA, proteinlerin ve
fosfolipidlerin arasinda capraz @ar olwturarak membranda polimerizasyona, iyon
tasinmasinin ve enzimglevlerinin olumsuz yonde etkilenmesine neden dHiicre membran
stabilizasyonunun bozulmasi, hicrenin membran poteln olusturabilme yetengne zarar
vererek hicre icerisinde kalsiyum ate neden olur. SOR ile lipidlerin peroksidasyoramd

olusan MDA'nIn diizeyi, hiicrede adan oksidatif hasarin derecesini belirleyebilmekt€gir).

2.3.3.3. Apoptozis

Planlanmy bir sekilde gercekigen hiicre 6lim tipine "apoptozis” adi verilmekteilk kez
1973 yilinda Kerr ve arkaglari tarafindan tanimlangtir. Apoptozisin onkolojik rolt
saptandiktan sonra daha buyik 6nem kazgnn(i38).

Apoptozis, ilk tanimlanmasindan beri programlapnmicre 6limu seklinde ifade
edilmesine rgmen son yillarda yapilan cgialar ile programlanmihicre olimanin iki
tipinin oldugu bulunmuytur:

1 - Apoptotik programlanmgi hticre 6lumu: Apoptozisin  tim morfolojik 6zellikler
izlenmektedir. Yenidganda gercekken timus involisyonu apoptotik programlagmi

hiicre olimune klasik bir drnektir.
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2 -

Nonapopitotik programlangihiicre 6lumu: Programlangbir 6lim olmasina ganen
apoptozisin klasik morfolojik d@siklerini tasimaz. Nonapoptik hiicre 6limunin de en
klasik ornei, fetal hayatta varolan parmak arasi perdeleriadan kaybolmasidir. Ancak
her iki tipte de; 6lum 6ncesi de novo gen expresygerekmektedir.

Nekroz, hicre 6lumunde 6nemli birgga yol olmasina g@men, apoptozis ile oldukca

farkhidir. Apoptozis i¢in de novo gen expresyonuereerji gereklidir. Gerekli bir basamak

olarak DNA'yl parcalayan endonukleazlar sentezlektedir. Ayrica apoptozis bgekilde

sinyale cevap verebilecek olgughiulamis hiicrelerde gorilebilmektedir. Nekroz getesi

icin hucrede byekilde bir diferansiasyon gerekmez.

[ —
1

Apoptozisin karakteristik evreleri;

Hacim kaybi: Hiicre hacminde yakla %30 azalma gorulir. Bu olaya™He N&
iyonlarini kasilikli degistiren pompanin bloke olmasinin neden @lduistintlmektedir.
Nekrozda ise tam tersine hiicrede hacimiarardir.

Kromatin kondansasyonu: Cekirdekte sitoplazmaaealel bir kromatin kondansasyonu
gorulmektedir. Kromatin @ genellikle nikleer membrana biglle, siki granuler yapilar
olusturmaktadir. NUkleoluslarda buyime izlenir. Kromagglari kabalair. Nekrozda ise
benzersekilde piknoz goriilse de kromatinziain uniform bir sekilde kondansasyon
yaptgi izlenir.

Sitoplazmik dgisimler: Sitoplazmik hacim kaybinin yaninda hicredéravilluslar
olusmaktadir. Bu evrede epitelyal hiicrelerde desmozoaylalir. Sitoplazmada vakuoller
belirmeye bglar. Apoptozisin surdurilmesi icin enerji ihtiyacimasi nedeniyle son
evreye kadar sitoplazmik organeller gda izlenir. Nekrozda ise organellerin kaybi 6n
plandadir ve ilk gamalarda ortadan kaybolurlar.

Cekirdek parcalanmasi: Cekigile parcalanmasini, sitoplazmayagdan DNA icerginin
endonukleazlar tarafindan kirilmasi izler. Nekromta karyolizis meydana gelmektedir,
cekirdek eriyerek gdzden kaybolur.

Apoptotik yapilarin olgumu: Bu evrede sitoplazmik zarla cevrili olan vendg
organeller, cekirdek fragmanlari ve vakuoller bdmabilen apoptotik yapilar
olusmaktadir.

Fagositoz: Bu evrede apoptotik yapilar cevreutlmktarafindan fagosite edilerek ortadan
kaldirihr.  Apoptotik yapilar membranla kapli olglindan hicre 6lumu nedeniyle
olusabilecek kemotaktik 6zellikli maddeler intersellilalana salinarak inflamasyon
gelistirmezler. Nekrozda ise sitoliz sonucu ortaya cik&emotaktik maddeler

inflamasyona neden olur.
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Apoptozis yaklaik 2-3 saat icinde tamamlanir ancak bazi hiicrelepdptozis 20 dakika gibi
kisa surelerde tamamlanabilmektedir. Apoptozisinzi béhiicrelerde bu kadar hizl
gerceklgebilmesi, apoptozis icin gereken proteinlerin hhalde olmasi ile aciklanmaktadir (39).

2.3.4. Sildenafil Sitrat

Sildenafil sitrat, siklik guanozin mono fosfat't Gd1P) yikan enzim olan PDE tip 5
enzimini inhibe ederek cGMP'yi arttirir. Sildenaditratin molekiler yapisi cGMP’ye benzer
yapidadir ve kompetetif inhibisyon yapmaktadird&ilafil sitrat, 1980’li yillarda antianjinal
tedavi olarak denenirken, uygulanan hastalardasgrek yan etkisi olgturmustur. Bu etki
dikkati cekmg ve erektil disfonksiyon tedavisinde yaygin olakaklanilmaya bglanmstir.
Cinsel uyari ile artan NO seviyeleri, guanilat ail uyarir ve cGMP duzeyleri artarak diiz kas
gewemesi ve vazodilatasyon @anir. Sildenafil sitrat ise PDE 5’i inhibe eder&krpus
kavernozumdaki cGMP dizeyini arttirir ve bu da ilatasyona ve kan akiminda artmaya
neden olur. PDE 5 ayni zamandasitki seviyede retina hicreleri gibigéir dokularda da
bulunmaktadir. Trombositlerden trombis spionunu inhibe etmektedir ve vazodilatasyona
neden olur. Bu etki spektrumu ile sildenafil sitrgksiti amaclarla kullanilmgtir.
Vazodilatasyon etkisi nedeniyle pulmoner hipertamsda kullanilmgtir. Antianjinal ve
vazodilatator etkisinin yanisira kardiyovaskulem yatkilere sahiptir. Vazodilatator etkiye
ragmen insanlarda myokard kontraktilitesinde sartveya aritmi gibi yan etkiler
saptanmamgtir. Klinik kullanimda hipotansif etkiye [ olarak oksijenizasyonda azalma ve
sistemik hipotansiyon, hayvan modellerinde iseikd@n basincinda artma, segmental renal
arterlerde maksimal hizda giie gorulmigtur (40).

cGMP"1 degrade eden iki PDE icin yuksek afinite tggsn bir PDE izoenzim segici
inhibitérd olan sildenafil sitrat ile ilgili, 6zeKle renoprotektif etkilerinin odaklangh
deneysel cajmalar gercekigiriimektedir. Renal iskemi/reperflizyon hasarinda,
deoksikortikosteron asetat ile elurulan mineralokortikoid hipertansiyonu ve renal
disfonksiyon modelinde, streptozosin ile glurulan diyabetik nefropati modelinde sildenafil
sitrat'in hicre hasarini ve oksidatif stresi araltyosterilmgtir (7-9). Ancak hiperoksaliriye
bagli olusan renal hasarin engellenebilmesi konusunda silillesigrat ile ilgili gincel

literattrde veri yer almamaktadir.

2.3.5. Potasyum Sitrat
Calismamizda kullanmayi planlggimiz diger molekil olan KCit, Groloji Klinik praginde

CaOx ve Urik asit ta gibi olgularda rekirrensin dnine gecilmesi icth i askin suredir
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kullanilan énemli bir ajandir. Etki mekanizmasitadpH ve sitrat seviyelerinin arttiriimasi
olarak Ozetlenebilir. Marnie ve ark.’nin 2009'dargeklestirdigi kisa ve uzun ddnem
tedavileri de kapsayan bir gahada, ortalama 41 aylik tedavi sirecinde, tagrreéaisyonu
gosteren olgularin orani %68 ves @lusum oraninda %93 azalma bulungtur (41). KCit,
distal renal tubuler asidoz olgularinda metaboléidaz ve hipokaleminin tedavisinde
kullaniimaktadir. Tiazid ditretiklerine Bh gelisen hipokalemi ve hipositraturide, idiopatik
hipositratiride endikedir. KCit oral olarak alinthk sonra, vicutta alkali ytk artar ve bu yol
ile Uriner pH arttirihr. Ayrica KCit, sitrat klimesini desistirerek Uriner sitrati arttiriridrar
potasyumu artar. Bazl olgularda idrar kalsiyumuradalma bildirilmgtir (3). KCit, tas
olusturan tuzlarin kristalizasyonunu engellemekteddrar sitratinin artmasi ile birlikte,
kalsiyum bglanmakta ve kalsiyum iyon aktivitesi kisitlanmaktadCit'in Uriner oksalat
konsantrasyonu Uzerinde etkisi yoktur. Hiperkalegapmaktadir ve gastrointestinal yan

etkilere sahiptir.
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3. YONTEM

3.1. Hayvanlar ve Anestezi

Celal Bayar Universitesi (C.B.U.) Tip Fakiiltesi kag Etik Kurulu Onayi alindiktan
sonra bglanan cagma; C.B.U. Sglik Bilimleri Enstitisii Deneysel Agiirma ve Uygulama
Laboratuvarinda gercekkirildi. C.B.U. Salik Bilimleri Enstitiisii Deneysel Cerrahi ve
Arastirma Laboratuvarindan temin edilen, seksuel olggmlersmis 50 adet erkek, hastai
olmayan, &irliklar1 190-230 gr arasinda gigen Wistar Albino cinsi sicanlar, 22°C + 3°C oda
Isisinda ve 14 saat aydinlik ve 10 saat karanlnenhderle, serbest su ve gidglaaarak
calsmaya alindi. Intraperitoneal xylazine (6 mg/kg) ve ketamin (75/kay ile genel

anestezisi altinda cerrakiam gerceklgtirildi.

3.2. Deneysel Model ve Cerrahislem

50 adet hastali olmayan egkin erkek sican; negatif kontrol grubu (NK; normeaine
suyu alan grup), $agrubu olarak da adlandirabil@mmiz pozitif kontrol grubu (PK; icme
suyunda litojen bulunan), koruyucu tedavi gruplalan sildenafil sitrat (SS; 1 mg/kg/gin
sildenafil sitrat ve icme suyunda litojen bulungmlibu, KCit (PS; 1 g/kg/gin KCit ve icme
suyunda litojen bulunan) grubu ve sildenafil sittaKCit kombine tedavi (SP; sirasiyla 1
mg/kg/gun sildenafil sitrat ve 1 g/kg/gun KCit #me suyunda litojen) grubu olmak tzere 5
gruba randomize edildi. Litojen alan gruplarda icgnarinda surekli olarak EG %0,75 ve AC
%1 verildi. Tedavi gruplarinda ise KCit ve sildehaftrat tedavisi her giin bir defa orogastrik
sonda ile verildi. 14 gunluk tedaviyi takiben siigarmetabolik kafeslere alinarak 24 saatlik
idrar toplandi. Ardindan sicanlar intraperitoneglazine (6 mg/kg) ve ketamin (75 mg/kg)
anestezisi altinda bilateral nefrektomiyi takibenvikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

Elde edilen 24 saatlik idrar, kalsiyum, oksalat dieekt bakida kristaliri acisindan

incelendi.

3.3. Histolojik Degerlendirme

Alinan nefrektomi materyallerinde histopatolojikggelendirme icin nefrektomiyi takiben
bobrek dokusu hiler aksindan Z2iteparcaya ayrilip bobrek st poli %10 fosfat tarmipo
formalin solisyonunda fikse edildi ve parafin bed gomuldi (Tablo 1). Bu parafin
bloklardan Leica RM 2145 model mikrotomda hazirzata olan 5 mikronluk kesitler
histopatolojik olarak dgerlendiriimeye alindi (Tablo 2). Hematoksilen-EoZinyamalarda

(Tablo 3) mikroskobi incelemesi ve histopatolojilegdrlendirme; “vaskuiler yapilarda
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dilatasyon — konjesyon”, “tubuler vakoulizasyoninénonikleer hiicre agti ve “tibuler
nekroz” olarak 4 parametre belirlendi. Bu paranietrkullanilarak “1 (yok veya ¢ok az)”, “2
(az)”, “3 (orta)”, “4 siddetli)” ve “5 (¢oksiddetli)” seklinde 0’dan 5’e kadar skor verildi.

Istk mikroskobisinde kristalizasyon, NOS ve TUNEL (ienal deoxynukleotidyl
transferase mediated dUTP Nick Ehdbeling) metodu ile oksidatif stres ve apoptozis
degerlendirildi. Kullanilan bir gik mikroskobuna (Olympus BX-51) entegre renkli tdiji
kamera (Olympus C-5050) bulunan binokuler birk imikroskobu gorintt analizi igin
kullanildi. immunohistokimyasalidK) boyama ile elde edilen preparatlara biyik bingit
ile elde edilen gorunttlerde pozitif reaksiyon wverelcreler sayildi. 400 blyutmede her
alanda immunpozitif hticre sayisi agisindan “1 (@36re)”, “2 (5-10 hicre)”, “3(5-25)", “4
(25-50)" ve “5 (50 ve ustu)seklinde 0'dan 5’e kadar skor verildi. Elde edileeriler
ortalama standart sapma olarak belirlenerek eldéeredveriler istatistiksel olarak

karsilastirildi.

Tablo 1.Parafin Doku Takip Protokoli

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
A.TESPIT %10 FORMALN 24-48SAAT
AKARSU 24SAAT
B.DEHIDRATASYON %60 ALKOL 15 SAAT
%70ALKOL s SAAT
%80 ALKOL 15 SAAT
%95 ALKOL 15 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C.SEFFAFLA STIRMA ALKOL:KSILEN(1:1) 5 SAAT
KSILENI 1 SAAT
KSILENII 1 SAAT
D.INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN(1:1) 5 SAAT
PARAFINI 1 SAAT
PARAFINII 1SAAT
E. GOMME PARAFIN
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Tablo 2. Bouin Takip Protokoli

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
ATESPIT BOUIN SOLUSYONU 24-48SAAT
B.DEHIDRATASYON %70 ALKOL 1 GECE
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%80ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C.SEFFAFLA STIRMA ALKOL:KSILEN(1:1) 2 SAAT
KSILEN 1GECE
KSILEN 1 SAAT
D.INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN(1:1) 1 SAAT
PARAFIN 3 SAAT
PARAFIN 1GECE
E. GOMME PARAFIN

Tablo 3. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolu

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30DAKIKA
KSILENII 30DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2DAKIKA
%80 ALKOL 2DAKIKA
%70 ALKOL 2DAKIKA
%60 ALKOL 2DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN SDAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2SANIYE
YIKAMA AKAR SU SDAKIKA
BOYAMA EOZIN 3DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5DAKIKA
%80 ALKOL 1DAKIKA
%95 ALKOL 1DAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE
KSILEN 1SAAT
KAPAMA ENTELLAN
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3.4. Avidin-Biyotin Peroksidaz Ydntemi ileimmiinohistokimyasal Déerlendirme

Ayni dokulardan vyapilan ek kesitler indirekiHK boyama icin hazirlandi.
Deparafinizasyonsiemi yapilan kesitler 6nce tripsinize edilip dakopie cevrelenerek,
dokuda bulunan peroksidaz aktivitesini inhibe etmek %3’luk hidrojen peroksidaz
uygulandi. Fosfat tampon solisyonu (PBS) ile yikakesitlere spesifik boyanmagamak
icin bloklama soltisyonu uygulandi. Kesitler yikamtaa bloklama sollisyonu uzakliauldi.
Primer antikorlari 1:100 dilisyonlarinda kullanjldi8saat +4°C’de nemli ortamda inkiibe
edildi. Sekonder kit olarak avidin-biyotin-perokam sistemi (Invitrogen®-Histostain Plus
Bulk Kit, Invitrogen® 2ndGeneration LAB-SA Detectio System, Catno:85-9043,
Broadspectrum, Camarillo, CA) kullanildi. PBS il&anan kesitler biyotinlesaretlenmg
hidrojen peroksidaz sekonder antikoru ile 30 dakikaibe edildi. PBS ile yikanan kesitlere
30 dakika streptavidin uygulandmmunoreaktivitenin goriiniir hale gelebilmesi icin BA
(Diaminobenzidine Kromojen, DAB Kit, Invitrogen®Cato: 00-2014) uygulanan kesitler,
Mayer's hematoksilen ile artalan boyamasi yapilarakolden gecirilip, ksilen ile
seffaflastirma yapilarak entellan ile kapatildi (Tablo &Bpminoreaktivitelerin spesifik olup
olmadgini test etmek amaci ile birer kesit kontrol boyamé&in ayrildi ve antikor
uygulanmadan boyama gercekigldi. Immunoreaktiviteninsiddetine gére minimal veya

yok “1”, az “2”, orta “3”, siddetli “4” ve ¢coksiddetli “5” olarak skorlandi.
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Tablo 4. Avidin-Biyotin Peroksidaz Yontenile indirektIHK Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILENII 30DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2DAKIKA
%80 ALKOL 2DAKIKA
%70 ALKOL 2DAKIKA
%60 ALKOL 2DAKIKA
YIKAMA DISTILESU 10DAKIKA
PBS 10DAKIKA
HAVUZCUK OLU STURMA DAKOPEN
TRIPIN37°C etiivde 10DAKKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKST 5DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
BLOKLAMA Non-imminbloklamasolusyonu 1SAAT
PRIMER ANT IKORLAR anti- mTORC1,anti- mTORC2, anti- IGF1, 18SAAT
anti-PI13K, anti-pAKT1/2/3,anti-ERK1,anti-| (+4°Cnemli
pERK1/2. ortamda)
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR BIYOTINLE ISARETLI SEKONDER 30DAKKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
STREPTAMDIN 30DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidine) 10DAKKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S HEMATOKSILEN 3DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
INCELEME OLYMPUSMARKAISIKM IKROSKOBU
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3.4.1. NOSImmiinohistokimyasi

Deney sonunda yiksek doz anestezi ile oldurilervdrdsra once noétral formalinle
kardiak perfiizyon uygulandi daha sonra dokularashik 48 saat %10 formalin ile fikse
edildi. Alinan kesitleriHK boyama icin bir gece 60°C’lik etiivde tutulduktaonra, 30’ar
dakika iki saat d@sim ksilen ile seffaflastirma slemi gerceklstirildi. Ardindan %95’ten
%60'a azalan derecede alkol serileri ile rehidnadassaglanarak distile suda 5 dakika
bekletildi. % 0,5’lik tripsin soltiisyonu iginde odacaklginda 15 dakika tutulan kesitlere,
doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciytilbka %3’lik BO, uygulandi. 3 defa
5'er dakika PBS ile yikanan kesitlere bloklama aylacl saat bloklama solusyonu ile
muamele edidi. Bloklama solusyonu dokudan uzakl&diktan sonra primer antikorlar
(eNOS ile INOS) ile bir gece inkube edildi. Ertggin tampon solisyonu ile 3 defa yikanan
kesitler, anti hidrojen peroksidaz ikincil antikoitea 30’ar dakika boyandi. Yine l¢ defa 5’er
dakika tampon soltsyonu ile yikanan kesitler stnltulan immunohistokimyasal reaksiyonun
gorundrlunu saptamak amaciyla diaminobenzidin tetrahidrgkite 5 dakika boyandi.
Mayer's hematoksilen ile artalan boyamaglaadiktan sonra distile su ile 10 dakika yikanan

kesitler kapatma medyumu ile kapatildi.

3.4.2. TUNEL Imminohistokimyasi

TUNEL yontemi ile apoptotik hicre 6liumunidn belineesinde Dead End Colorimetric
TUNEL system, Promega G7130 kiti kullanilarakuth kalinligindaki parafin bloklardan
alinmg kesitlere uygulandi. Kesitler 1 gece 60°C’lik edavisi ile deparafinize edildi.
Ardindan 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinizédedAzalan alkol serileri ile Zer dakika
(%95, %80, %70, %60) rehidratasyon uygulandiktamrasadokulara serum fizyolojik ile oda
Isisinda 5 dakika (%0,85 NaCl) muamele edildi. KildaPBS ile oda isisinda yikandi. Doku
kesitleri %4 paraformaldehit ile 15 dakika oda irsla fiske edildi. 5 dakika PBS ile oda
Isisinda yikandi. 1/500 oraninda PBS ile dilieesd20ug/ml proteinase K 20 dakika doku
kesitlerine uygulandi. PBS ile yikamayi takiben #&’paraformaldehit ile 5 dakika yeniden
fiksasyon yapildi. 5 dakika PBS ile oda isisindeaagdi. Kesitler 5-10 dakika Equilibration
buffer ile oda isisinda tutuldu. TdT-enzimi ile Heatmosferik ortamda 37 °C de 60 dakika
plastik cover slipler kesitleri kapatacajekilde konarak tutuldu. 15 dakikallk SSC
yikamasinin ardindan 5 dakika PBS ile oda isismkandi. 3-5 dakika hidrojen peroksit
uygulanmasi sonrasi 5 dakika PBS ile oda i1sisifdgagi, 1/500 oraninda PBS ile hazirlanan
Streptavidin HRP soltsyonu ile 30 dakika oda i1si@imkibasyona tabi tutuldu. 5 dakika

PBS ile oda isisinda yikandi ve ardindan diaminoblenile boyama yapildi, birkac kere
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distile su ile ylkama yapildi. Artalan boyamasi May Hematoksileni ile yapildi. Kor
yontemle TUNEL pozitif hicreler saptanmaya gédi. Negatif kontrol icin primer antikor
yerine PBS, pozitif kontrol olarak da apoptozisugd bilinen bobrek dokulari kullanildi.
Immunohistokimyasal gerlendirmede preperatlara boyanirgyolugu ve dgilimina gore +

“1” ile +++++ “5” olarak korlemesine semi-kantithpuanlama yapildi.

3.5. Biyokimyasal D&erlendirme

Renal kalsiyum dgerleri spektrometrik olarak otomatik analizorde (ble Washington,
USA) mg/dl olarak dlcilurken idrar kalsiyum (mg/die oksalat miktari (mg/gun) kitleri
(Trinitiy Biotech plc, Wicklow, Ireland) ile spekimetre ile belirlendiidrar mikroskobik
bakisindagik mikroskobunda dgsik boyut ve sayida izlenen kristalller sayilarakk yeya
her alanda 1 tane “1”, her alanda 1-3 tane “2”,dlanda 4-10 tane “3” olarak skorlandi (42).

Deneklerden MDA, SOD, NO analizi icin alinan bobmalateryali aliminyum folyolara
sarilarak azot tanki igine sarkitildi. Azot tankiniginde laboratuvara ujarilan doku
ornekleri analiz giiniine kadar -70°C’de dondurulitheelenen érneklerde SOD antioksidani
ile MDA ve NO oksidanlarin dizeylerine bakildi. @2gnsonunda sicanlarin nefrektomi
materyalinden alinan doku 6rnekleri tartilip, 1faronda sguk %115 M KCI soltisyonu ile
14000 devirde 30 dakika homojenize edildi. Dabiara + 4°C de 10000 x g de 30 dakika
santriftj edilerek sUpernatdar: ayrildi. SUpernatantlarda antioksidan enzinzegieri ve
oksidatif hasarin gostergesi olan NO ve MDA ile S@lizeyleri 6lctldi. SOD enzim aktivite
sonugclarl U/mg protein, MDA seviyesi nmol.mg prateNO seviyesi ise pmol/mg protein
olarak tayin edildi

SOD aktivitesi kalorimetrik olarak tetrozolium tarinin stperoksit radikallerinin
Olciminde kullaniimasi ve reaksiyonun 440 nm okugac (Bio-tek EL 312, Bio-tek
Instruments, Winooski, VT, Amerika) okunmasi ilergeklestirildi. Bir tGnite SOD miktari
radikallerin yarisini dé@stiren enzim miktari olarak gerlendirildi ve dgerler U/mg protein
olarak verildi. Doku MDA duzeyleri, homojenattakigbeinlerin sodyum dodesil sulfat ile
baglanmasindan sonra 6rnekte bulunan MDA’nin tiobarikt asit ile asidik pH ve sicak
ortamda tepkimesi sonucu ean pembe renkli pigmentin spektrofotometrik ola&id2 nm
dalga boyunda absorbansda (Bio-tek EL 312, Bioktskruments, Winooski, VT, Amerika)
Olcimune dayanmaktadir. NO &lgumu, nitrit dizeyletespit etmek icin Griess metodu
kullanilarak yapildi (43).
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3.6.Istatistiksel Daserlendirme

Gruplarin hepsinde parametrelerin ortalamgederi tek yonli varyans analizi (ANOVA)
ile PRISM yazilimi (GraphPad 4.0, San Diego,USA)lawularak kasilastiriidi. ANOVA
testinin anlaml oldgu durumlarda ikincil (post hoc) test olarak Tuke$Bitesti kullanildi.
Tam veriler ortalama deer + standart sapma (S¢klinde belirlendi, p dgerleri 0,05'ten

kucuk ciktgr zaman anlamh kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tas modeli olgturulan sicanlarda renal kalsiyum, idrar kalsiyura idrar oksalat
parametreleri i¢cin biyokimyasal incelemeler sonwaurNK oOrneklerinde oldukga az olan
parametrelerin PK orneklerinde anlamh fakilde arttgl izlenmgtir (p<0.001) §ekil 1). PS
grubunda, PK grubuna gore idrar oksalat ve kalsiyusla anlamli olarak agtigoralmistir
(p<0.001). Tedavi gruplan olan SS, PS ve SP'deleRiore anlamli olarak azalan renal
kalsiyum dgerleri izlenmektedir (p<0.001). SS ve SP gruplaaunzlenen renal kalsiyum
deserindeki azalmanin, PS grubuna gore daha yukselgoldyorilmektedir (p<0.001).
Hiperoksallri olgturulan sicanlarda biyokimyasal incelemeler sondeuNK 6rneklerinde
oldukca az olan kristalirinin PK 0Orneklerinde anliaralarak artmg oldusu (p<0.001)
gorulmektedir. Tedavi gruplann olan SS ve SP Oreektle de PK grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak azalan kristallri saptagim(p<0.01). Ancak PS grubunda
PK ile kiyaslandiinda izlenen kristallride azalma anlamli saptanmgian{p>0.05) Sekil 2).
Tedavi gruplari olan SS, PS ve SP gruplarinda esaptéristaliri dgerleri arasinda anlaml
farklilk saptanmamgtir (p>0.05). Dgerlendirilen veriler ve istatistik sonuclari taldoda

Ozetlenmgtir (Tablo 5-8).

BiYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER

12

= NK | PK 5SS mPS mSP

ORT+SS

RENAL KALSIYUM (mg/dL)/2* IDRAR KALSIYUM (mg/dL) IDRAR OKSALAT (mg/giin)/2* KRISTALURI

*PK grubundaki yiksek renal kalsiyum ve PS grubdkmndeiksek idrar oksalat gerleri nedeniyle sekil
anlailabilirli ginin korunmasi icin, tim gruplarda renal kalsiyumidrar oksalat dgrleri 2'ye béliunerelkekil

olusturulmustur

Sekil 1. GruplarinRenal Kalsiyum vddrar Parametreleri Agisindan Kdastiriimasi
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NK X4 PK x4

SS X4 PS x4

SPX4

Sekil 2. Idrar Direkt Bakisinda Kristalurinin @erlendiriimesi



Tablo 5. Renal Kalsiyum Dgerleri velstatistik Sonuclari

Gruplar Veri 1 (mg/dl) Veri 2 (mg/dI) p degeri
NK vs PK 6,1+0,5 18,7+1,4 P<0.001
NK vs SS 6,1+0,5 10,2+ 0,8 P<0.001
NK vs PS 6,1+0,5 134+1 P<0.001
NK vs SP 6,1+0,5 9,1+0,7 P<0.001
PK vs SS 18,7+14 10,2+0,8 P<0.001
PKvs PS 18,7+x14 134+1 P<0.001
PK vs SP 18,7+1,4 9,1+0,7 P<0.001
SSvs PS 10,2+0,8 134+1 P<0.001
SSvs SP 10,2+0,8 9,1+0,7 P>0.05
PS vs SP 134=+1 9,1+0,7 P<0.001
Tablo 6. idrar Kalsiyum Dgerleri velstatistik Sonuclari

Gruplar Veri 1 (mg/dl) Veri 2 (mg/dl) p degeri
NK vs PK 0,6 £0,04 20,2 P<0.001
NKvs SS 0,6 £0,04 2,9+0,2 P<0.001
NK vs PS 0,6 £0,04 3,7+0,3 P<0.001
NK vs SP 0,6 £0,04 2,2+0,2 P<0.001
PKvs SS 2+0,2 2,2+0,2 P>0.05
PKvs PS 2+0,2 3,7+0,3 P<0.001
PK vs SP 2+0,2 29+0,2 P<0.001
SSvs PS 2,2+0,2 3,7+0,3 P<0.001
SS vs SP 2,2+0,2 2,9+0,2 P<0.001
PS vs SP 3,7+0,3 2,9+0,2 P<0.001
Tablo 7.idrar Oksalat Dgerleri velstatistik Sonugclari

Gruplar Veri 1 (mg/giin) Veri 2 (mg/giin) p degeri
NK vs PK 3,9+0,3 8,8+0,7 P<0.001
NK vs SS 3,9+0,3 10,2+0,8 P<0.001
NK vs PS 39+0.3 16,6 £1,3 P<0.001
NK vs SP 39+0.3 12,3+0,9 P<0.001
PKvs SS 8,8+0,7 10,2+0,8 P>0.05
PKvs PS 8,8+0,7 16,6 £ 1,3 P<0.001
PK vs SP 8,8+0,7 12,3+0,9 P<0.001
SSvs PS 10,2+0,8 16,6 £1,3 P<0.001
SS vs SP 10,2+0,8 12,3+0,9 P<0.01

PS vs SP 16,6 +1,3 12,3+0,9 P<0.001
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Tablo 8. Kristaliiri Deserleri velstatistik Sonuglari

Gruplar Veri 1* Veri 2* p degeri
NK vs PK 12+0/4 28+04 P<0.001
NK vs SS 1,2+0/4 1,6+£05 P>0.05
NK vs PS 1,2+0/4 22+04 P<0.05
NK vs SP 12+0/4 1,6+£05 P>0.05
PK vs SS 28+04 16+£05 P<0.01
PK vs PS 28+04 22+04 P>0.05
PK vs SP 28+04 1,6+£05 P<0.01
SS vs PS 16+05 22+04 P>0.05
SS vs SP 16+05 16+£05 P>0.05
PS vs SP 22+04 16+£05 P>0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

4.2. Oksidatif Stres Bulgulari

Morfolojik bulgularla ortaya konan litojene $la degisikliklerin olusum mekanizmalarini
incelemek amach bobrek doku homojenatinda okdidsttes ve serbest radikal hasari
mekanizmalarinin incelenmesi amacl yapilan okgidtes parametreleri olan NO ve MDA
Olcimlerinde NK ile kanlastirildiginda PK grubunda olduk¢a anlamli (p<0.001) sart
gorulmistir. NO ve MDA parametrelerinin PK ile kalastirldiginda tim tedavi gruplarinda
yine oldukgca anlaml (p<0.001) biekilde azalmy oldugu bulunmgtur (Sekil 3). SOD
duzeylerinin ise PK grubunda olduk¢a anlamli olagatms oldugu (p<0.001) izlenirken,
sadece sildenafil sitrat iceren tedavi gruplarndks ve PS grubunda anlamli olarak azaldi
gorulmistir (p<0.05). Degerlendirilen veriler ve istatistik sonuclar tatdada 6zetlenngtir
(Tablo 9-11).
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ORT+SS

OKSIDATIF STRESS PARAMETRELERINDE

DEGISIKLIKLER

m MK B PK

55 HP5

m 5P

NO (pmol/megprotein)  SOD (U/mg arotein)

MDA (nmol/me protein)

Sekil 3. Gruplarin Oksidatif Stres Parametreleri Agisindamilastiriimasi

Tablo 9. NO Deserleri velstatistik Sonuglari

Gruplar Veri 1 ( pmol/mg protein) Veri 2 (pmol/mg protein) p degeri
NK vs PK 2,1+0,3 13,9+3,8 P<0.001
NK vs SS 2,1+£0,3 73+1,3 P<0.01
NK vs PS 2,1+0,3 36+04 P>0.05
NK vs SP 2,1+0,3 15+0.2 P>0.05
PK vs SS 13,9+3,8 73+13 P<0.001
PK vs PS 13,9+3,8 3,604 P<0.001
PK vs SP 13,9+38 15+£0.2 P<0.001
SS vs PS 7,313 3,6+04 P<0.05
SS vs SP 73+£13 15+£0.2 P<0.001
PS vs SP 3604 15+£0.2 P>0.05
Tablo 10.SOD Deerleri veistatistik Sonuglari

Gruplar Veri 1 (U/mg protein) Veri 2 (U/mg protein) p degeri
NK vs PK 13+£1,2 65+14 P<0.001
NK vs SS 13+1,2 98+21 P<0.05
NK vs PS 13+£1,2 8,8+1,9 P<0.01
NK vs SP 13+1,2 95+45 P<0.05
PK vs SS 65+14 98+21 P<0.05
PK vs PS 6,5+14 8,8+19 P>0.05
PK vs SP 6,5+14 95+45 P<0.05
SSvs PS 98+21 8,8+19 P>0.05
SS vs SP 98211 95+45 P>0.05
PS vs SP 8,819 95+45 P>0.05
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Tablo 11. MDA Degerleri velstatistik Sonugclari

Gruplar Veri 1 (nmol/mg protein) Veri 2 (nmol/mg protein) p degeri

NK vs PK 6,1+2 23,2+15 P<0.001
NK vs SS 6,1+2 16,3+1,1 P<0.001
NK vs PS 6,1+2 145+13 P<0.001
NK vs SP 6,1+2 10,2+1,2 P<0.01

PK vs SS 232%15 16,3+1,1 P<0.001
PK vs PS 232%15 145+13 P<0.001
PK vs SP 232%15 10,2+172 P<0.001
SSvs PS 16,3+£1,1 145+1,3 P>0.05
SS vs SP 16,3+£1,1 10,2+1.2 P<0.001
PS vs SP 145+13 10,2+1,2 P<0.01

4.3. Histolojik Bulgular

Tas modeli olyturulan sicanlarda c¢ikarilan bobreklerin makroskolgorintilerinde
korteks ve medullada NK ile kalastirildiginda PK grubunda litojen uygulamasinaglba
morfolojik dezisikliklerin olustugu (p<0.001) $ekil 4) ve bu dgisikliklerin 6zellikle
sildenafil sitrat iceren tedavi gruplarinda pozkdntrol grubu ile kanlastirildiginda anlaml

olarak azaldil izlendi (p<0.001). Dgerlendirilen veriler ve istatistik sonuclarl taldafa

Ozetlenmgtir (Tablo 12,13).
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SP x4

Sekil 4. Gruplarin Bébrek Makroskobik Goéruntuleri
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Tablo 12.Korteks Makroskobisi Verileri véstatistik Sonugclari

Grup Veri 1* Veri 2* p degeri

NK vs PK 12+0/4 34+0,5 P<0.001
NK vs SS 12+0/4 26+0,5 P<0.01

NK vs PS 12+0/4 28+04 P<0.001
NK vs SP 1,2+0/4 18+0/4 P>0.05
PK vs SS 3,4+0,5 26+0,5 P>0.05
PK vs PS 3,4+0,5 28+04 P>0.05
PK vs SP 34+0,5 1,8+0/4 P<0.001
SSvs PS 26+0,5 28+04 P>0.05
SS vs SP 26+0,5 18+0/4 P>0.05
PS vs SP 28+04 18+0/4 P<0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

Tablo 13.Medulla Makroskobisi Verileri véstatistik Sonuglari

Grup Veri 1* Veri 2* p degeri
NK vs PK 1,4+05 4,4+0,5 P<0.001
NK vs SS 1,4+05 28+0,8 P<0.05
NK vs PS 1,405 3,2+0,8 P<0.01
NK vs SP 1,405 22+04 P>0.05
PK vs SS 4,4+0,5 2,8+0,8 P<0.05
PK vs PS 4,4+0,5 3,2+0,8 P>0.05
PK vs SP 4,4+0,5 22+04 P<0.001
SSvs PS 28+0,8 3,2+0,8 P>0.05
SS vs SP 28+0,8 22+04 P>0.05
PS vs SP 3,2+0,8 22+04 P>0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

Makroskobik goruntilerde izlenen litojene gha degisikliklerin, 0Orneklerin kuguk
blyutmede gerceldarilen histolojik incelemelerinde de hem kortekSekil 5) hem de
medulla §ekil 6) icin var oldgu saptandi (p<0.001). PK grubunda belirgin olan bu
desisikliklerin Ozellikle SP grubunda anlamh olarak &hg izlendi (korteks: p<0.05,
medulla: p<0.01).

41



SP X40 korteks

Sekil 5. Renal Korteks Kiguk Buyutme Mikroskobi Goruntileri
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SS X40 medulla PS x40 mimiu

SP X40 medulla
Sekil 6. Renal Medulla Kuguk Buyitme Mikroskobi Goruntuleri

Mikroskobik bulgular buyidk blUyutmede incelegidide kortekste glomerillerde az
miktarda yapisal bozulmalar ve fibrotik odaklggklinde gozlendi ekil 7). Medullada
tubullerde aygma, cekirdeklerde kondensasyon, ¢ekirdeklerin leadatru yer degistirmesi
ve fibrotik alanlar olgmasi seklinde izlendi $ekil 8). Orneklerin x400 buyiitme
degerlendirmesinde de ayni @eiklikler izlenmektedir Gekil 9,10). Mikroskobide
degerlendirilen veriler ve istatistik sonuclari tatdada 6zetlenmngtir (Tablo 14,15).
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NK X100 korteks PK X100 korteks

SS X100 korteks PS X100 korteks

SP X100 korteks

Sekil 7. Renal Korteks Buyik Buyutme Mikroskobi Goérintuleri
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SP X100 medulla

Sekil 8. Renal Medulla Buyuk Buyutme Mikroskobi Goruntuleri
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SP X400 korteks
Sekil 9. Renal Korteks x400 Buyutme Mikroskobi Goruntuleri
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SS X400 medulla PS X400 medulla

SP X400 medulla
Sekil 10. Renal Medulla x400 Buyutme Mikroskobi Goérintuleri
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Tablo 14.Korteks Mikroskobisi Verileri védstatistik Sonuglari

Grup Veri 1* Veri 2* p degeri
NK vs PK 1,6 £0,5 4,4 +0,5 P<0.001
NK vs SS 1,6 +0,5 32+x1,1 P<0.05

NK vs PS 1,6 +0,5 34+£11 P<0.01

NK vs SP 1,6 £0,5 22+04 P>0.05
PK vs SS 4,4+0,5 32+x1,1 P>0.05
PK vs PS 4,4+0,5 34+11 P>0.05
PK vs SP 4,4+0,5 22+0,4 P<0.05

SSvs PS 32+1,1 3411 P>0.05
SS vs SP 32+1,1 22+04 P>0.05
PS vs SP 3411 22+0,4 P>0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

Tablo 15. Medulla Mikroskobisi Verileri véstatistik Sonuclari

Grup Veri 1* Veri 2* p degeri
NK vs PK 1,8+£0,8 4605 P<0.001
NK vs SS 1,8+0,8 3,2+0,8 P<0.05
NK vs PS 1,8+£0,8 3,6+0,5 P<0.01
NK vs SP 1,8+0,8 28+0,8 P>0.05
PK vs SS 4,6 0,5 3,2+0,8 P<0.05
PK vs PS 46+0,5 3,6+0,5 P>0.05
PK vs SP 4,6 +£0,5 2,8+0,8 P<0.01
SSvs PS 3,2+0,8 3,6+0,5 P>0.05
SS vs SP 3,2+0,8 2,8+0,8 P>0.05
PS vs SP 3,6+0,5 28+0,8 P>0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

Histolojik bulgularin morfometrik analizlerinde difenle olgan deisikliklerin PK
orneklerinde anlamli bigekilde (p<0.001) artgn gorildi. Kombine tedavi ile PK grubu
arasinda mikroskobik g@erlendirmede izlenen anlamh fark, benzekilde SS grubunda
medulla mikroskobisinde de izlenmektedir (p<0.0bgdavi gruplari arasinda korteks ve
medulla mikroskobileri agisindan gercekielen istatistiksel analizde farklihk gézlenmedi
(p>0.05) Gekil 11).
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MORFOLOJIK DEGISIKLIKLERIN
MORFOMETRISI

m NK m PK mSS mPS mSP

|

MAKROSKOBIK/KORTEKS  MAKROSKOBIK/MEDULLA  MIKROSKOBIK/KORTEKS — MIKROSKOBIK/MEDULLA

Sekil 11. Gruplarin Morfometrileri Acisindan Katastiriimasi

4.4 . Immiinohistokimyasal Bulgular

Morfolojik bulgularla ortaya konan litojene @la degisikliklerin hem olusum
mekanizmalarini incelemek amacli hem de bobrek slokda oksidatif stres ve serbest
radikal hasari mekanizmalarinin incelenmesi am&dQS boyamalar yapildi. eNOSeKil
12) ve INOS $ekil 13) boyamalarinda endotel ve tibull epitellderbelirgin olmak tzere
pozitif immun reaktivitenin var oldiu ayrica parankimde de boyanmanin var gldu
saptandi. NOS boyamalarinda saptanan reaktivitegRikunda NK grubuna gére anlaml
artis gostermektedir (iNOS: p<0.001, eNOS: p<0.01). Tedpuplarinda iINOS acisindan
Ozellikle kombine tedavi grubunda PK grubu ile amliafarklik gdze carpmaktadir (SS ve
PS: p<0.05, SP: p<0.001). eNOS agisindan sadeceikertedavi grubunda, gagrubu ile
karsilastinldiginda anlaml azalma saptagtm (p<0.01). Dgerlendirilen veriler ve istatistik

sonuclari tablolarda 6zetlengtir (Tablo ).
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Sekil 12.eNOSIHK Boyama Mikroskobik Goruntuleri
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NK X400 PK X400

SS X400 PS X400

SP X400
Sekil 13.iNOS IHK Boyama Mikroskobik Gortntileri
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Tablo 16.iINOSIHK Verileri ve Istatistik Sonugclari

Gruplar Veri 1* Veri 2* p degeri
NK vs PK 2,2+0,4 4,4+0,5 P<0.001
NK vs SS 2,2+0,4 3,0+0,7 P>0.05
NK vs PS 2,2+0,4 3,0+0,7 P>0.05
NK vs SP 2,2+0,4 2,4+0,5 P>0.05
PK vs SS 4,4+0,5 3,0+0,7 P<0.05
PK vs PS 4,4+0,5 3,0£0,7 P<0.05
PK vs SP 4,4+0,5 2,4+0,5 P<0.001
SS vs PS 3,0+£0,7 3,0+£0,7 P>0.05
SS vs SP 3,0+£0,7 2,4+0,5 P>0.05
PS vs SP 3,0£0,7 2,4+0,5 P>0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

Tablo 17.eNOSIHK Verileri ve Istatistik Sonuclari

Gruplar Veri 1* Veri 2* p degeri
NK vs PK 2,0+0,7 3,6+0,5 P<0.01
NK vs SS 2,0£0,7 2,6+0,9 P>0.05
NK vs PS 2,0+0,7 3,2+0,4 P<0.05
NK vs SP 2,0£0,7 1,8+0,4 P>0.05
PK vs SS 3,6£0,5 2,6+0,9 P>0.05
PK vs PS 3,6+0,5 3,204 P>0.05
PK vs SP 3,6+£0,5 1,8+0,4 P<0.01
SSvs PS 2,6+0,9 3,204 P>0.05
SS vs SP 2,609 1,8+0,4 P>0.05
PS vs SP 3,2+04 1,8+0,4 P<0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

Litojen uygulamanin bobrek dokusunda neden gidoksidatif stresin hicrelerin dlimune
neden olmasi ve mikroskobide nekrotik odaklar olmsimdan dolayr bu dlimin apoptoz
uzerinden gercekjmesini dgerlendirmek Uzere yapilan TUNELHK (Sekil 14-16)
incelemelerinde cok az miktarda hicrenin nekrozmadig izlendi. H-E boyamalarda
kondense olmy cekirdeklerle ortaya cikan histolojik bulgularirestekledsi apoptozis
mekanizmasinin litojen verilmesi ile anlaml oladtig! izlendi (p<0.001). Dgerlendirilen

veriler ve istatistik sonuglari tabloda 6zetlegtmi(Tablo 18).
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Sekil 14. TUNEL IHK Boyama Kiigiik Bilyiitme Mikroskobik Goériintiileri
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Sekil 15. TUNEL IHK Boyama Blyiik Buylutme Korteks Mikroskobik Goriileti
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NK X400 PK X400

SS X400 PS X400

SP X400
Sekil 16. TUNEL IHK Boyama Buyiik Buyutme Medulla Mikroskobik Goruileti
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Tablo 18 . TUNEL iHK Verileri ve istatistik Sonuglari

Gruplar Veri 1 * Veri 2 * p degeri
NK vs PK 1,405 4,2+0,8 P<0.001
NK vs SS 1,405 32104 P<0.01
NK vs PS 1,4+0,5 3,2+0,4 P<0.01
NK vs SP 1,4+0,5 2+0,7 P>0.05
PK vs SS 4,2+0,8 3,2+0,4 P>0.05
PK vs PS 4,2+0,8 3,2+0,4 P>0.05
PK vs SP 4,2+0,8 2+0,7 P<0.001
SS vs PS 32+04 3,2+0,4 P>0.05
SSvs SP 3204 2+0,7 P<0.05
PS vs SP 3204 2+0,7 P<0.05

*Veriler semi-kantitatif skorlama puanlaridir.

IHK boyamalarinda 6zgiin olmayan boyanmanin ayifmedii amach primer antikorun
yerine PBS kullanilan 6rneklerde boyamalarin 6zgistugu ve gruplar arasinda anlaml bir
fark olmadg! (p>0.05) belirlendi. Artan NOS boyamalaringaret ettgi serbest radikallerle
olusan stresin hiicre 6limiine etkisinin, apoptozu géstdlUNEL IHK boyamalarinda var
oldugu saptandi ve litojene p|a anlamli bir sekilde artan bu mekanizma ile 6lmekte olan
apoptotik hicre vainin 6zellikle kombine tedavi grubunda anlaml {ekilde (p<0.001)
azaldgl bulundu §ekil 17). Apoptoziste tespit edilen azalma, PK grule SS ve PS gruplari
arasinda anlamh olarak bulunmasa da (p>0.05), kuentedavi ile elde edilen sonuggdr

tedavi gruplarindan anlamli olarak farklh saptafpeai0.05).

MORFOLOJIK DEGIiSIKLIKLERIN iHK
BOYAMALARI
° WK B PK 55 mPS m 5P
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Sekil 17. GruplariniHK Boyama Sonugclari Agisindan Kdastiriimasi
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5. TARTISMA

Uriner sistem t@ hastalgl, tarihi milattan 6nce 4800’li yillara uzanan ibdh en eski
hastaliklardan biri olsa da,stalusum fizyopatolojisi halen tam olarak aydinlatilamgtmni(3).
Uriner sistemi etkileyen en sik 3. patoloji olmasiyanisira, hayat boyu semptomatik ta
hastalgl prevalansi erkeklerde %13, kadinlarda %7 gibisglkoranlara sahiptir (1). Ja
hastalginin Uroloji pratgindeki 6nemini yiksek rekirrens oranlarina sahimas da
arttirmaktadir. T hastalgindaki rekirrens oranlarina bakinizda, ilk talarin 1 yil icinde
%15 ve 5 yil icinde %50 gibi yuksek gkrlerde oldgu izlenmektedir (2). Gerek SWL,
gerekse endodrolojik tedavilerin altinggan yssadgimiz 21. yizyilda, tahastalg yuksek
basar ile tedavi edilebilirse de, yiksek nuks orantedeni ile koruyucu tedaviler de buyuk
Oneme sahiptir. Tsan ilk tedavisinden sonra herhangi bir koruyucuatedverilmedginde 3
yil icinde yaklgik % 40 gibi yuksek bir oranda rekirrensten séze&tmiumkuindur (19).
Cerrahi yontemler ile niks hizinin azaltlamamasha az invaziv tedavi yontemlerinin
yanisira, ta olusum patofizyolojisi konusunda yapilan strtamalarin ve koruyucu medikal
tedavinin de 6nemini vurgulamaktadir.

Hiperoksaluri, idiyopatik CaOx gkarinin gelsiminde en énemli risk faktori olarak yer
almaktadir. Daha 6nce bu konu tzerinde gergtklen deneysel ¢cajmalarda renal epitelyal
hicrelerle CaOx kristallerinin ya da tek sha oksalat iyonlarinin renal tubtler epitel
hicrelerinde olgturdusu hasarin Uriner sistemdes talusumunda etkili oldgu gosterilmgtir.
Sicanlarda hiperoksaliri alwrularak gercekigirilen CaOx ta modeli, iyi anlaillmis ve
deneysel cagmalarda siklikla kullanilan bir modeldir (26).

Bu calsmada sican deney modelinde EG %0.75 ve AC %1 ugtadaile hiperoksaliri
olusturularak sildenafil sitrat, KCit ve kombine silddi sitrat + KCit koruyucu tedavi
seceneklerinin  ta olusumu Gzerindeki ©nleyici etkisini derlendirmeyi amacladik.
Uygulanan litojenlere ki bobrek dokularinda odan deisiklikler biyokimyasal ve
morfolojik olarak incelendi ve protein dizeyindagekleen histopatolojik bulgular NOS ve
TUNEL iHK ile oksidatif stres ve apoptoz hiicre 6lumi aglan dgerlendirildi. Alinan
verilerin histolojik incelemeleri mikroskop aracilolarak yapilirken sonuclarin genel
degerlendiriimesinde morfometrik analiz kullanildi. Igaanin sonuglarinda litojen
uygulamasi ile deneysel model shali bir bicimde gercekigirildi ve pozitif kontrol
grubunda literatirdeki benzer gahalarda saptanan kristalliri, renal kalsiyum sartie
histopatolojik dgisikliklere paralel sonuclar alindi. Glan hasarin ortaya cikagdi

histopatolojik bulgularin oksidatif strese ghaserbest radikaller aracih ile gerceklstigi
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gosterildi. Bu konudaki sonuclar, INOS ve eNOS logtari ile desteklendi. Oksidatif strese
bagli olarak gerceklgen apoptozis, TUNEL yontemi ile ortaya kondu.

Litojen uygulamalarina tgh biyokimyasal dgisiklikler dnceki ¢calsmalarda gosterilngive
bizim kullandgimiz yontemin dgrulugunu destekler bicimde 14 gin sire sonunda idrar
orneklerinde kontrol grubu ile katastirildiginda anlamli olarak artghiperoksaliri olgtugu
saptanmgtir (45-50).1drarda saptanan kalsiyumggei acisindan litojen tedavi alarak AC %1
uygulanan gruplarimiz ile kontrol grubu arasinddamuh farklihk mevcuttur (p<0.001).
Literatiirde benzer litojen uygulamasi ile gercgiididen calsmalarda da kalsitrinin arg
saptanmytir (48).

KCit uygulanan grupta kalsitri, sildenafil sitratonoterapi ve PK gruplarina gére daha
yiksek bulunmgtur (p<0.001). KCit'in insanlarda kullanimi ile mir oksalat dizeylerinin
desismedigi, idrar kalsiyum dizeylerinin ise ayni kaidiveya azaldi bilinmektedir (51).
Sican modelinde elde diimiz veriler bu durum ile 6zellikle idrar oksalatizkyi agisindan
celiski olusturmaktadir, ancak bulgularimiz literatirdekigel calsmalar ile benzerlik
gOstermektedir (46). Ayrica KCit'ingelasyon olgturarak idrarda kalsiyum iyon aktivitesini
kisitlamakta oldgu ve sonuc¢ olarak CaOx formasyonunu engelleyerensmodelinde
idrarda yiksek oksalat atihmina yol @ctiifade edilmgtir (48). Sildenafil sitrat
perspektifinden bakildinda ise, SS grubu ile kalsitri ve oksaltri aciamdPK grubu
arasinda anlaml fark izlenmemektedir (p>0.05).10@mizda elde edilen bu sonuclar,
Huang HS ve ark.’nin antioksidan E vitamini uyguéanile elde et sonuclar ile benzerlik
gostermektedir (47). Belirtilen cainada hiperoksaliriye Ba renal hasarin osteopontin ve
Tamm-Horsfall  proteinlerini  azalfit  saptanmgtir.  Antioksidan tedavi ile bu
antikristalizasyon molekullerinin doku ve idrar lsamtrasyonlarinin korungu bulunmutur.

Calismamizda, NK grubu ile PK grubu arasinda kristaléagisindan anlamh fark
saptanmgtir (p<0.001).idrar mikroskobik bakisinda kristaltrinin seamasi literatiirde yer
alan bulgular ile uyumludur (49,50). Gahamizda KCit uygulamasi ile idrar kristallerinde
azalma saptanstir ancak bu fark anlaml gedir (p>0.05). Sildenafil sitratin ise mono veya
kombine koruyucu tedavi olarak uygulagehda kristaltriyi azaltf (p<0.01) sonuclarimiza
yansimaktadir. Bu durum acisindan sildenafil siteaizaldgini buldigumuz morfolojik ve
apoptotik hasarin, Randall giehipotezi ile ilgkili oldugu ve tubuler hiicrelerin korunmasinin
kristal olsumunu azaltfii disunalebilir (5,25). Farkh bir bakiacisi ile, sildenafil sitrat
uygulamasi ile elde edilen antioksidan etkininamin E uygulamasina benzer (4gkilde

antikristalizasyon molekulleri Gizerinde olumlu etitisturabilecgi de spekile edilebilir.
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Calsmamizda litojen uygulamasi ile renal kalsiyum dieegde anlamh ar§l
izlenmektedir (p<0.001)izlenen bu argy literatiirde benzeyekilde gercekigtirilen deneysel
modeller ile uyumlu olarak saptargir (49,52). Koruyucu tedavi gruplarimizda ise tena
kalsiyum duzeyinin anlamli olarak azaidiizlenmektedir (p<0.001). Bu durum, koruyucu
tedavinin renal kristalizasyon Uzerinde azaltici diki olusturdugunu gostermektedir. Renal
CaOx kristal birikimi, ayni zamanda hucreler Uzdermksidatif stres ve hasar glurmaktadir
(4). Oksidatif stresin, negatif morfolojik gigikliklerin ve apoptozisin dgilk saptandi
gruplarimiz olan tedavi gruplarinda, renal kalsiydiizeyinin de d§ilk izlenmg olmasi bu
acidan anlamlidir. Sildenafil sitrat mono ve kongbintedavisi ile, PS grubu
karsilastirildiginda, daha diiik renal kalsiyum diizeyleri saptargtm (p<0.001)

Olusan hasarin oksidatif stres ile skisi 0nceki cakmalarda gOsterilngi ve nitroz
proteinlerin ta olusumui ile etkilgimi ayrica jukstaglomertler aparatta NO Uretimiggétesti gi
bilinmektedir. NADPH-diaphorase ve eNOS boyamaillariortaya konan oksidatif stresin L-
arginin uygulamasi ile azaltiigh gosterilmgtir (53). Bizim c¢algmamizda da benzeekilde
hiperoksaltriye bgi artms NOS immunoreaktivitesi SS, PS ve SP gruplarindanan olarak
azalmg izlenmitir (p<0.001) ve bu azalma ile histolojik @gklikler de olumlu ydnde
etkilenmektedir. SOD dizeylerinin ise sadece s#fiesitrat tedavi gruplarinda PK grubu ile
kassilastirildiginda anlamli ar§i gosterdgi izlenmektedir (p<0.05). Literatiirde benzer bir
calisma Akanae W ve ark. tarafindan gercedilidmis ve antioksidan icegi olan orthosiphon
grandiflorum bitkisi ile yapilan tedavinin KCit tedisi ile kasilastirildiginda anlamli olarak
daha fazla SOD enzim aktivitesi yaptbulunmutur (46).

Hucre lipidlerinin - peroksidasyonu ile glan MDA, oksidatif hasar derecesini
belirlemektedir. Literatirde MDA’nin uUriner atihmn hiperoksallri modelinde agtni
gosteren caymalar mevcuttur (47,52). Canamizda bobrek doku homojenatinda MDA
duzeylerini dgerlendirdgimizde, PK grubunda NK grubu ile kaastirildiginda anlamli
olarak artmy oldugu saptanngtir (p<0.001). Ayrica doku MDA dizeylerinin tim tad
gruplarinda da PK grubu ile kalastirildiginda azaldii izlenmektedir (p<0.001). Bu durum,
olusturdusumuz ta modelinde oksidatif strese @a renal hasar gercelggini
dogrulamaktadir.

Calsmamizda morfolojik inceleme 6rneklerimizde kristalusumu, glomeridl hasari,
damarlarda gesleme ve eritrosit birikimi, tibullerde CaOx kridti birikimi, dilatasyon ve
inflamasyon izlenngi ve semi kantitatif olarak skorlangtir. Saptadiimiz deisiklikler
benzer cabmalarda da rapor edilgtir (49,50). Litojen ajan uygulamasi ile buggekliklerin
NK grubu ile kagilastinldiginda anlamli olarak arfii saptanmytir (p<0.001). Ozellikle
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kombine tedavi grubumuzda bu gigkliklerin PK grubu ile kagilastirildiginda anlaml
olarak azaldil saptanmtir.

Hasarin olgmasinda oksidatif stres etkisinin gosterilmesi aemrda mikroskobik
deserlendiriime yapildiinda bébrek dokularinda nekrotik bir patolojininrgénemesi de
olusan hasarin apoptotik mekanizma ile gercgkiei desteklemektedir. Yapilan TUNEL
IHK boyamalarinda apoptotik hucrelerin gorilmesi ¥®K grubunda NK grubu ile
karsilastirdigimizda saptanilan anlaml fark (p<0.001), oksidatifes ortaminin hcreleri
apoptoz ile oOlume suruklengini gostermektedir. Calmamizda olgan apoptotik
desisikliklerin SS, PS ve SP gruplarinda azgldi6zellikle kombine tedavi grubunda bu
farkin anlamli oldgu (p<0.001) izlenmektedir. Daha Once gercgkiden bir calsmada
hiperoksaltriye bgl olarak iskemi olgtugu, korteks, medulla ve papiller bolgelerde yer
aldigl saptanmy ayrica ta grubu ve E vitamini grubu ile verapamil grubu sstirildiginda
anlamh olarak azal@ belirtiimistir (30). Bir bgka calgmada ise tubullerde gérilen
apoptotik hicrelerin hiperoksaliriye ghaolarak belirgin birsekilde arttg1 ve E vitamini ve
verapamil ile bu argin engellendii saptanmgtir (54). Huang HS ve ark.’nin gercektiedigi
calismada ise E vitamini uygulanmasinin apoptotilgigiklikleri azalttigi saptanmtir (47).
Bu calsmalarda 6zellikle E vitamini ile elde edilen sorarchrasinda bazi tutarsizliklar yer
alsa da, artan oksalat ile Uretilen serbest ral@ikalve iskeminin, hiicre 6lumund induklgdi
saptanmytir. Olusan bu dgisiklikler hem antioksidan ajanlar ile, hem de kamnaik arttirici

ajanlar ile sinirlanabilmektedir.
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6. SONUC

Urolitiazis klinik pratigimizde sik kagilasilan bir durum olmasina kan, ta; hastalg
fizyopatolojisi henliz tam net aydinlatilamanve koruyucu tedavide edinilen ggfieler,
cerrahi yaklamin gerisinde kalmgtir. Bu acgidan gercekdarilen deneysel caymalar
kompleks bir sirecin ayri kisimlara bélinerek iroebilmesini sglamanin yanisira, bir
bitin olarak da ele alinabilmesine izin vermektedir

Calismamiz ta hastalgini sican modelinde incelemektedir ve uygutadiz litojenler ile
model baari ile olyturulmustur. Litojen medikasyon ilesezamanli bgladigimiz sildenafil
sitrat ve potasyum sitratin, ayri ayri ve birlikruyucu etkileri incelenmgtir.

Tas olusumunu azaltmaya yonelik deneysehmada bircok molekidl bulunmaktadir ve
sildenafil sitrat da bu secenekler arasinda 6némliaday haline gelngiir. Calismamizda,
hiperoksaltrinin bdbrek dokusunda oksidatif hasarapoptozis okiurdusu, ve bu renal
tubuler hasarin sildenafil sitrat kullanimi ile Eag gdsterilmgtir. Ayrica sildenafil sitrat ile
daha dgik duzeylerde renal kalsiyum birikimi ve kristalgaptannytir. Bu acidan sildenafil
sitrat, gelecekte gahastalgl tedavisinde yer alabilir. Ancak alwrdusu biyokimyasal ve
immunohistokimyasal  desikliklerin  anlasiimasi  ve  Klinik  kullanilabilirlginin

deserlendirilmesi igin yeni deneysel ve molekuler galalar ile desteklenmesi gerekmektedir.
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