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GIRIS

Mesane ¢ikim obstritksiyonlarinda, renal fonksiyonlann etkilendigi
* bilinmektedir (1,2). Obstritksivona sekonder gelisen detrusor instabilitesi,
_': duguk mesane kompliyans1 gibi patolojiler @ist iiriner sistemdeki bozulmayi
'kolaylasmmaktadu‘ (1). Akut triner retansiyonlu olgularda, retansiyon ortadan
- kaldmilsa bile glomeriil fonksiyonlar: diizelmesine ragmen renal tubuler
. disfonkstyonun ¢ogunlukla devam et gézlenmistir (2). Bu durumun altta
yatan kronik bir obstritksiyonun sonucu oldugunu séylemek miimkimndiir

Apoptozis, genetik olarak proglamlanmig hiicre olimidir. Hiicrelerin
kendi kendilerini yok ettikleri programli, aktif RNA-protein sentezine ve
enerjiye gereksinim gésteren bu fizyolojik 6liim formu ekstraselliiler ¢evreden
etkilenen bir biokimyasal ve genetik olaylar dizisi olarak tanimlanabilir ve
patolojik bir hiicre dlitmii olan nekrozdan tamamen farkhdir (3). Apoptozis,
doku homeostazisi, enfekte hiicrelerin temizligi ve tmmunolojik tolerans gibi
normal gehisim 6zelliklerinin geregidir Apoptozisi inaktive eden defektler
gelisme anormallikleri, otoimmunite ve kanser gibi bir ¢ok hastaliga yol
agarken, agm aktifligi de bir ¢ok dejeneratif norolojik ve muskiiler patolojileri
ortaya ¢ikarabilir (4).

Obstriiktif  Gropati  olugturulmus deneysel c¢alismalarda, 16kosit
infiltrasyonuyla karakterize bir doku hasart cevaby, ilerleyici nterstisiyel

fibrozis ve tubuler atrofinin gelistii saptanmustr (5). Histopatolojik,

biokimyasal ve genetik ¢alismalar renal etkilenmenin &zellikle distal tubuler




epitelyumdaki apoptozisle iligkili oldugunu gostermektedir. Bu tiir hiicre
-.._;.kay1plallmll nekrozdan daha ¢ok programlanmig bir hiicre dlimimiin sonucu
oldugu goriisi daha vyaygindir (3,6). Bu genetik aktivasyon, ozellikle
hidronefroz boyunca ekspresyonu gosterilmis silfat glikoprotein II (SGP-2,
| clusterin} gen irtinleri, sicak ok proteinleri (hsp-70), c-fos ve c-mye
.: firtinleriyle yakn iligkilidir (7,8). Bir baska yonden bakildifinda, obstritkte rat
bobreklerinde apoptozis, distal tubuliilerdeki EGF (Epidermal Growth Faktér)
protein  sentezi ve  mRNA  ekspresyonunun  baskilanmasiyla
tetiklenmektedir(9).

Obstriikksiyon  siiresince  kemotaktik ve fibrojenik  sitokinlerin
ekspresyonu ve remn-anjiotensin sisteminin erken aktivasyonuyla intrarenal
hemodinamik deisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (5). Normalde, yaglanmayla
birlikte renal vaskiiler rezistans artarken, renal kan akimu ve berabetinde
glomeriil filtrasyon hiz1 da digmektedir (10). Bu artan vaskiiler rezistans,
anjiotensin sensitivitesi, renal sempatik tonusun artigi ve renal prostaglandin,
nitrik oksit sentezinin disisityle yakindan ilgilidir (11,12). Bu defektler
dehidratasyon, su entoksikasyonu, sodyum retansiyonu, hipo ve
hiperkaleminin gelisimini kolaylastiracagindan klinik bir ¢neme sahiptirler.
Yaglanmayla birlikte insidanst artan mesane ¢ikim obstritksiyonlars, bu tir
patolojilerin olusumunu da kolaylagtiracaktr. Bu sekilde olusacak kronik renal
iskemi, renal fonksiyon ve parankim kaybiyla birlikte ortaya cikan diffiiz

renal hiiere apoptozisi ile sonuglanacaktir (4).




:':'."prostat, mesane boynu ve Gretradaki diiz kaslarda olusturdugu relaksasyonun
.:_5-:'d1§mda vaskiller sisteme de etkilidir (15).

Bir ¢ok ¢aligmada renal sempatik aktivasyonun, renal kan akumumin
modilasyonuyla iligkisi gosterilmistir Ratlarda periarteriyel noradrenerjik
- sinir stimiilasyonu sonucu geligen vazokonstriksiyon bir alfa 1 adrenoreseptst

o antagonisti olan prazdsinle mmhibe edilebilmektedir (16). Aym: zamanda renal

.: sempatik sinir aktivasyonu, renal perflizyon basinci ile birlikte adenozin ve
metabolitlerinin (ksantin, hipoksantin) sekresyonunu da arttirmaktadir Artmig
adenozin, renal afferent sinirleri aktive ederek norepinefrine ve anjiotensin
Il’ye olan vaskiiler cevabi etkilerler. Adenozin ve renal sempatik aktivasyon
artiginin - olusturdugu hipertansif cevap aym sekilde alfa adrenoreseptor
blokerlerle bozulmaktadir (17).

Mesane ¢ikim obstritksiyonlarinda, uygun zamanda yapilmg bir
tedaviye ragmen renal initteki etkilenme tam olarak diizelmeyebilir. Bu
sekilde devam eden fonksiyon bozukluklarimn nedeni ve gelisimi net olarak
aydmlatilamamistir(1,5). Boylece, mesane ¢itkim obstriiksiyonunda renal

apoptozis ve alfa 1 adrenoreseptor blokerleri hakkinda elde edilecek bilgiler

onem kazanmaktadir,

Guniimiizde mesane ¢ikam obstritksiyonlarina bagl geligen alt tiriner




.~ Bu cahgmada, mesane ¢ikim obstrikksiyonu olugturulan ratlarda

bobrektekd apoptozisin  ve bir alfa 1 adrenoreseptér  amtagonisti  olan

'_'do]'.c}sazosinjn apoptozis iizerine olan etkisinin aragtiilmasi amaglanmgtir,

ST . 7
hd
i S Lk, B R T B Ty T SR e




GENEL BILGILER

1. Apoptozis:

Yunanca'da sonbaharda yaprak dokiimi anlamma gelen wve hiicre !4%

_' slimiine neden olan iki ana mekanizmadan biri olan apoptozis, ilk olarak 1972
y1hnda Kerr ve arkadaglan tarafindan tamimlanmigtir (3,18) . Organizmada
:..ﬁzyolojik kosullarda birgok sistemin homeostazim saflayan onemli bir
';_.'.:.'mekanizmadu; Hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, aktif RNA/ protein
~ sentezi ve enerjiye gereksinim gisteren bu fizyolojik 6liim formu, patolojik bir
hitcre 6limii olan nekrozdan tamamen farklidir (3,19,20). Embriogenez ve
farklilagmanin yam sira normal hiicre doniisiimii sirasinda da meydana gelen
apoptozisi, ekstraselliller c¢evieden etkilenen bir biokimyasal ve genetik
olaylar dizisi olarak da tammlamak miimkiindir,

Morfolojik olarak apoptozise giden hiicreler biiziigserek hiicre- hiicre A

temaslarim kaybederler. Nikleer kromatin kondansasyonu, endoplazmik

retikulumda gigme ve sonugta hiicrenin fragmantasyonuyla apoptotik cisimler
ortaya ¢ikarlar. Bu siirecin 6nemli bir bdliimiinde sitoplazmik organeller ve
hiicre membraninda zedelenme izlenmeyebilir. Apoptotik cisimlerin
olusumundan sonra sitoplazma ve hiicre membram pargalanmasiyla hiicrede
sekonder nekroz yerlesit. Nekrotik hiicrenin fagositozu da komsu normal
parankimal hiicreler ya da makrofajlarla gergeklesir ( 3, 20,21).

Iskemi ya da fiziksel travma gibi ¢evreden gelen etkiler sonucu

hiicrenin 6liimii olan nekrozda hiicre igi spesifik enzimlerin aktivasyonu
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,oriillmez. Nekrozda hiicre membram suya daha gecirgen hale gelir ve hitcre
sls'é;rek patlax; Nekroz boyunca intraseltiller elemantarn extra selliller araliga
ﬁﬁas;yla hiicre riiptiinti ve inflamatuar bir yamit olugur. Apoptoziste ise i

hiicre membram saglam kaldigs i¢in inflamatuar mediatorler salgilanmaz (22).

Hiicre 6liimii, internal hiicre 6liim programini harekete geciren external

“bir sinyalin kaybolmasi veya ortaya cikmasi ile gergeklesir Apoptozisi

baglatan etkenler, kendileri ¢ldiuriicii olmayan normal fizyolojik sinyallerdir.
--_Apoptozisle ortadan kalkacak hiicrelerin Oncelikle uygun sinyallere cevap
verecek ve mekamizmayr  igletecek  kadar diferansiye olmalan
- gerekdr (23,24,25,26).

| Embriyonal gelisim swasmmda doku ve organlarin olusumu hiicre

f_'- ¢ogalma ve farklilagsmasi yaninda belirli yer ve zamanlarda gergeklegen hiicre

 Olimlerine de gerek gosterir. Fizyolojik, patolojik etken ve uyarilara bagh

olarak belirli yag ve farklilagma derecesindeki hiicreler 6liirken, bagka hiicreler

dlenlerin yerlerine yenilerini saglamak iizere ¢ofahip farklilagirlar(20).

Apoptozisin Morfolojisi
Apoptozise giden hiicrelerin morfolojisi en iyi sekilde elektron
mikroskopu ile gorintiilenebilir ( 3,20,21).
1. Yiizey organellerinin kaybr: Mikrovilluslar, baglanti noktalar1 gibi
ozellesmis yapilar ortadan kalkar ve yiizeyi yuvarlaklasan hiicrenin '

komsular ile baglantist kestlir.
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2. Hiicre biiziilmest: Apoptotik hiicre komsu normal hiicreye gére daha
kiigitk, sitoplazmasi daha yogun, organclleri normal gorimiigte

olmakla birlikte daha sikagik bigimde bir araya gelmigtir.
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3. Kromatin  yoZunlagmasi: Apoptozisin en tamtici bulgusudur,

Kromatin periferde niikklens membraninda yogunlagir, degisik boyut

ve sekillerde 1yl smuh yoZun kitleler haline gelir. Niikleus
parcalanarak bir kag¢ bolitme ayrilir.

4. Sitoplazmik Dbaloncuklar ve apoptotik cisimlerin  olusmast:
Apoptotik hiicrede 6nce yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur
Bunlar aymlarak bazilann niikleus pargaciklarmi da barnndiran
sitoplazma ve siki bigimde paketlenmis organellerden olusan

membranla sanl apoptotik cisimlere dénigiit. Genigleyen diiz

endoplazmik retikulumun hiicre vyiizeyiyle birlestigi ve derin

O Y 2

variklar olusturuldugu gosterilmistir

5. Apoptotik hiicre  ve cisimciklerin fagositozu: Komsu normal
parankimal hiicreler ya da makrofajlarda gergeklesir. Pargalanma
iglemi lizozomlarda siiratle olur ve komsu hiicre boslugu doldurmak

iizere yer degistirir.




Apoptozisin saptanmast

Hiicre oOlimimtin apoptozis sonucu meydana geldigine karar

erﬁlek igin morfolojik ve biokimyasal karakteristikler beraber

egerlendirilmelidir

- Mikroskopt:

Hematoksilen-Eosin ~ boyali  preparatlar 151k mikroskopunda
lce]endiginde hiicrelerin ve nilkleuslarm buzildiigi goriliir. Kiicikk kovu
'.oyanan apoptotik cisimler izlenir. Alternatif olarak apoptozise giden
iicreleri elektron mikroskopunda da tespit etmek miimkiindiir.

Flow sitometri:

Hiicreler apoptozise gittifinde biiziisecek ve apoptotik cisimciklere
"_:'b&iliinecektir. Sonugta hiicre émeginin yansittif: floresan igimasinda azalma
olacaktir,

DNA clektroforezi:

Cekirdek DNA’sim1 apoptotik merdiven olusturacak sekilde kesen
endoniikleaz 3’-OH ve 5°-P uglari olugturmaktadir. Hiicrelerden aymstirilan
DNA molekiillerinin jel elektroforetik ayurim ve ethidium bromide floresans:
lle goriintilenmesi apoptotik merdiven varligmin analizinde yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Yéntemin duyarlihfn ayngtinian DNA uclarma
isaretli niikleotidler eklendikten sonra elektroforetik ayinm ve goriintilemeyle

arttirilabilmektedir (27). Bu tiir yontemlerin genel simirlamast, doku ve hiicre

populasyonlarindaki farklt hiicrelerin ortalama durumunu yansitmalaridir




:qpoptotik DNA pargalanmasmimn tek tek hiicrelerde incelenmesine izin veren
m situ igaretleme yontemleri bu nedenle giderek popiilarite kazanmaktadr.
Apoptotik pargalanma sonucu olugan DNA uglan, DNA polimeraz
kullamlarak isaretlencbiimektedir (28). Ancak terminal deoksiniilleotidil
- transferaz (Tdt) kullamlarak yapilan in situ igaretleme daha duyarh bir yontem
olarak bulunmugtur (29). Konvansiyonel parafin kesitleri, Tdt ve nonizotopik
isaretli nikleotidler (biotinli dUTP) kullamilarak yapilan in situ isaretleme
- ardmdan  floresan veya enzimatik goriintileme apoptotik hiicreleri
digerlerinden ayirmada yeterli olmaktadmr (29). Bu yontem yaygin olarak
“Tdt-dUTP-end-labeling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL” yontemi
- olarak amlmaktadir.

Histolojik olarak hematoksilen- eosinle  boyali kesitlerde  tek
vada grup halinde olusur. Yuvarlak ya da oval koyu asidofilik plazma
igmde yogun kromatin par¢aciklart géruliir. Apoptotik hiicrelerin biiziilmesi
ve fagositozu oldukga hizh bigimde gergeklestiginden apoptozisin 1stk

mikroskopunda goriintilenden ¢ok daha fazla oldugu soylenebilir (22).

Apoptozisin dizenlenmesinde uyaricilar ve baskilayicilar
Uyaneilar:

- p33

- INF ( Timér nekrozing faktor)

- Fas, CD3

- Caspase, anti kanser ilaglar




Baskilayicilar:
- bcl-2, mutasyonlu ras
- Biyiime faktorlen

- Tiimér baglaticlan

P53: Apoptozis regiilasyonunda rol alan bir gendir. P53 radyasyon ya
da DNA hasan vapan ilaglarla olusturulan apoptoziste énemlidir. Asil roli
-f:.ﬁNA hasar olustugunda hiicreyi G1 fazinda tutmaktir. G1 blogunu agmaya
| gahsan hiicrelerde apoptozisle sonlanmaya neden olabilir. Malignitelerde en
sik rastlanan mutasyon olan p53 mutasyonu sonucu timor hiicrelerinde de
.apoptoz:ise karg1 direng gelisir ve hiicreler limsizlitk yeteneg kazanutar.
TNF: Enfeksiyona karsicevapda makrofajlarm  ve T hiicrelerinin
aktivasyonuyla meydana gelir. TNFR1ile ilisgki kurarak, TNF-KB ve
AP-1 transkripsivon faktorlerini aktive eder ve proinflamatuar ve
immunomodiilatdr genlerin inditklenmesini saglar. Baz hiicre tiplerinde INF,
TNFR1 iizerinden apoptozu inditkler. Bununla birlikte,CD95%in aksine, TNF
protein sentezi bloke olmadan apoptozisi nadren tetikler. Bu da, apoptotik
stimulusu baskilayan hiicresel faktorlerin varhigmm TNF tarafindan olustugu
fikrini ortaya koyar.

Fas: Antikorlar tarafindan tanman hiicre yiizey proteimidir ve buna
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kars: gelisen antikor IgM 6zelligindedir. Fas geni tiriinii membrana bagh bir

proteindir. TNF ya da NGF (Nerve Growth Faktor) reseptorleriyle benzer
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dir. Fas ligandi fas proteini igin reseptdr gorevine sahiptir ve birbirine
a“g_landlgmda hedef hiicre apoptozise gider.
| c-myc proteini: Daha ¢ok proliferasyon kontrolinde rol almakla
hkfe bityiime faktorlerinin ortamdan ¢ekilmesi gibi durumlarda apoptozise
ned_éﬁ olan bir gendir. Bcl-2 gibi survival faktorlerin varhiginda hiicre
uyﬁmcsme yolagar.
| Caspase: Apoptozis mekanizmasmda énemli bir 1ol oynayan sistein
réteazlardu:. Apoptozisteki rolii c.elegans’taki CED-3 geni ile mterlokin 1B-
_dhverting enzimi ile iligkisi sonucunda ortaya cikmistir. Apoptozisteki
fonksiyonu hiicre dagilmasi ve preapoptotik sinyallere cevap olarak bu
“dagilmay1 baglatmaktir.
Bcl-2: Apoptozisle iliskili genlerden en tyi anlaslamdir. Bel-2’yi
- fazla miktarda iireten hiicrelerde ilaglar hiicreye normal oranda girer, spesifik
:. hedeflerine ulagirlar ve DNA hasarina neden olurlar DNA onarim hmznda bir
artma olmamakla birlikte artmis olan bcl-2 expresyonu hiicrenin apoptozise
gitmesini onler ve sonugta hiicrelerin diger onkogenlerle transformasyona
ugrama olasthpm da arttirmaktadir. Bcl-2'nin hiicre proliferasyonu lizerine
dogrudan bir etkisi yoktur. Ancak hiicrelerin hayatta kalmalarinda 6nemli
gorevler dstlenir.
Ras onkoproteinleri: Proliferatif ve apoptotik yollarn birbirtyle
ligkisine 1lging bir 6rnektir. Ras-MAP kinaz yollarnin aktivasyonuyla olusan

mitojenik sinyallerin anahtar transdiiserleridir. Ayn1 zamanda Ras proteinlen
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Wl sinyallerin transdiiksiyonunda rol ali. Bu nedenle Ras’m onkojenik
mutasyonu, aninda hiicre proliferasyonunu aktive edip apoptozisi baskilayarak
;f:t'.tam.ﬂl bir felakete yolagabilir. & 7
Apoptoziste etiyolojik faktirler |
- Yaglanma
- Genetik yapida meydana gelen intrensek hata
- Survival ya da tropik faktor, hormon, besin eksikligi
- FExtrensek toksik veya toksik olmayan ozgil uyanlar ( Anti-Fas,
antikanser ilaglar)
Apoptozisin fizyolojik rolleri
- Embriogenezis
- Immun reaksiyonlar

- Inflamatuar yamt

Apoptozisin patolojik rolleri

- Kanser gelisimi

- Hormon bagiml: dokularn patolojik atvofisi { kastrasyondan sonra
prostat atrofisi)

- Kanal obstriiksiyonuna bagh parankimal organlarda atrofi
( pankreas, bobrek)

- Sitotoksik T hiicre aracili hiicre 6liimii

- Viral hastaliklarda hiicre oliimii

- Nekroz yapma 6zelligine sahip ajanlarla diisiik dozlarda kargilagma.

12




Sonu¢ olarak apoptozis, c¢evresindeki dokular icin son derece

zararsizdir. Immun cevabin gelisimi swasinda apoptozis yerine nekroz rol

icak olsaydi meydana gelecek inflamasyonun organizmaya verecegi zararlar

cok bisyiik boyutlarda olurdu




2. Mesane c¢ikaom obstriiksiyonlarinda alfa 1 adrenoreseptir
n_gafonistlerinin kullamimz:

~ Alfa l-adrenerjik reseptorler, mesane boynu ve prostatta gok yogun
mesanede daha seyrek bulunmaktadir (30). Bu reseptorler prostatin
:_émasmda glandiiler epiteldekinden daha fazladir. Radyoaktif elementlerle

aréﬁi farmakolojik ajanlarin reseptdrlere baglanmasiyla elde edilen

:__gqrﬁntﬁlerde alfa 1-adrenerjik reseptorlerin % 98’inin stromada, % 2’sinin
glanduler epitelde oldugu saptanmistr (31). Alfa 1-adrenerjik reseptorlerin alt
ﬂplen ve fonksiyonlar1 heniiz tam olarak belirlenmemis olmasmna ragmen
:-_g'i‘miimiizde alfa 1A, alfa 1B wve alfa 1D alt gruplarma aynlarak
‘incelenmektedir (32). Lepor ve arkadaslani, prostat stromasimndaki alfa 1
;.E'.ldI'ellteik reseptorlerinin gogunlugunu alfa 1A, epitelde lokalize olanlarin ise
::alfa 1B oldugunu gostermislerdir (33). Daha ¢ok vaskiller diz kaslarda
bulunan alfa 1B ve D adrenerjik reseptorler, diiz kas tonusunda da etkali
olabilmektedirler (34,35).

Mesane ¢ikim obstritksiyonlann sonucu geligen alt tiriner sistem
semptomlarmin medikal tedavisinde mesane boynu, prostat ve iiretradaka diiz

kaslarda relaksasyon saglamak amaciyla alfa 1-adrenoreseptor antagonistleri

semptomlarn yamnda irritatif mesane semptomlan da genis yer tutar (36,37).
Cerrahi girigimler, obstritksiyonun ortadan kaldinlmasi ve idrar akim hzinmn

artmasina yonelik onemli  diizelmeler saglarken, 1irritatif mesane

14
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kullanilmaktadir (15). Mesane ¢ikim obstritksiyonlu olgularda, obstriiktif
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_Sémptomla;tma yonelik aym oranda etkili olamamaktadir (15). Aksine, alfa 1
-adrenoreseptt“)r antagonistler1  dzellikle irritatif mesane  semptomlanmn
_giderﬂmesinde etkii olmaktadir (38). Mesane c¢ikim obstritksiyonu
piusﬂJIulmus deneysel ¢ahiymalarda, detriisér instabilitesinin inhibisyonuna
alfa 1A dan daha gok alfa 1D adrenoreseptdr antagonistlerinin etkili oldugu

'gﬁsterﬂmisﬁx' (15).

15
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GEREC VE YONTEM

(ahigmaya, ortalama agirh@ 250 gram olan 45 adet yetiskin Wistar cinsi
igi rat alind1.

Ratlar dort farkh gruba ayrildi:

Grup 1. Sham operasyonu uygulanan ve plasebo verilen 10 rat
Grup 2. Sham  operasyonu uygulanan ve alfa 1 adrenoreseptor
blokeri verilen 10 rat,

Grup 3. Mesane ¢ikim  obstritksiyonu uygulanan ve plasebo verilen
14 rat,

Grup 4. Mesane  ¢ikum obstriksiyonu uygulanan  ve alfa 1
adrenoreseptdr blokeri verilen 11 rat.

Cerrahi amaciyla ratlara, literatirde belirtildigi gibi anestezi igin
intramuskiiler olarak 50 mg/kg Ketamin Hidrokloriir { Ketalar, Eczacibagi) ve
15 mg/kg Xylazin hidrokloriir (Rompun HCL, Bayer) verildi (39). Steril saha i
temizlifini takiben suprapubik orta hat abdomen insizyonu ile yapildi.

Mesaneye iretral olarak 3 F kalinhgmda iireter katateri verlestirildi. Mesane

boynu ve iretra ¢evre dokulardan serbestlestirildi. Mesane ¢ikim

obstritksiyonu olusturmak igin 2/0 serbest ipek ile katater fizerinden mesane

boynu normal gerginlikte bagland: ve kateter daha sonra ¢ikarildi Daha sonra

tabakalar anatomik olarak 2/0  Kromik katkit ile kapatldi. Sham

operasyonuna da mesane boynu baglanmadan tim iglemler uygulandt Post-

operatif aneljezi icin intramuskiiler olarak 20 mg/kg Tramadol Hidrokloriir
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framal amp, Abdi Ibrahim), enfeksiyon olusumunu engellemek igin

gramuskiiler olarak 5 mg/kg Gentamisin silfat ( Genta amp, IEthem
agay) tek doz olarak verildi. Post-operatif beslenme icin normal rat yemi
___@usluksuyuverildi‘, 15 gin  boyunca ginde bir kez olmak iizere grup
.vé.: #4e distile su ile eritilen 10 mg/kg dozunda (40) alfa 1 adrenoreseptor
_tz;gonisti olan doxazosin ( Cardura, Pfizer), grup 1 ve 3’e¢ 10 ml’kg distile
s | gavaj i¢in takilan 6 F beslenme sondasindan enjektor yardimyla verildi.
?ést—operaﬁf 15, ginde aym anestezi islemlent tekrarlanarak suprapubik orta
he;t abdomen  insizyonu  yapilarak sag  bobrek c¢evre dokulardan
serbestlestirilerek ¢ikarildi.  Otonazi i¢in servikal dislokasyon uygulanarak
ratlar sakrifiye edildi.

Ratlardan alinan bobregin timii  formaline almip rutin
takipten gegirildikten somra hazrlanan parafin bloklar 5pm kalinliginda
 kesilerek polilizin ile kapll lamalara alindi. Elli aln derecede etiivde
bekletilen  doku kesitleri swasiyla ksilol ve alkollerden gecirilerek
deparafinize edildi ve suda yikandiktan sonra sitratli tampon soliisyonuna
alinarak mikrodalga finnda 10 dakika boyunca 750W’da kaynatildi
Sogutulan kesitler Proteinaz K( Diliisyon 1: 100, Dako,Danimarka) ile 25
dakika boyunca muamele edilerek, proteolitik dijesyon wuygulandi. Bu
islemin ardindan distile suda yikanan kesitler, %03 ‘lik hidrojen
peroksidin metanoldeki soliisyonunda 10 dakika bekletilerek endojen

peroksid blokaji saglandiktan somra tekrar distile suda yikandi. Sonraki
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amada Tunel reaksiyon karigimu (In situ cell detection, POD, Roche,
':":manya) uygulanan kesitler, 37°C ‘lik etiv 1sistnda 60 dakika
ekletildikten sonra, Gi¢ kez fosfat ile tamponlanmis salinde (PBS) yikand:
dmdan yine aym 1sida 30 dakika boyunca converter POD (In situ cell

ction, POD, Roche, Almanya) ile muamele edildi. Yine ti¢ kez PBS ile

y1kanan doku kesitlerine diaminobenzidin (DAB Substrate,Roche, Almanya)
uyguianarak renklendirilme vyapildi. Bu islemin ardindan distile suda
ﬁkanan kesitlere Mayer Hematoksileni ile zit boyama yapilarak, kesitler
_f'kapatxldxl. Negatif konttol olarak i1ki aymt soliisyondan olusan Timel
:reaksiyon kangimina ait 500pl’lik soliisyondan 100ul almarak 6nerildigt
'.iizere (41), Tunel reaksiyon kangimi agamas: sadece tek soliisyonyla
yapild:. Sonucun daima negatif oldugu gorildit

Apoptotik endeksin belirlenmesinde kamerali atagmanli mikroskoba
baglanmig bir bilgisayardan olugan Goriintii Analizi  Sistemi(SAMBA
Technologies, 1999, Fransa) kullamlds FEndeksin belirlenmesinde
Immunoanaliz programi  uygulandi. Tunel metoduyla boyanan doku
kesitlerinde apoptozis arastnildifn bélgelerde x200 bityiitmede bir alan
tastgele segildikten sonra diger alanlar (10 alan) belirli araliklarla
sistematik randomize Ornekleme yoluyla segildi Segilen her alanda x400
biyiitmede apoptotik endeks belirlenerek her bir olgu igin apoptotik
endeks saptandi. Bu yontemle apoptotik endeks renal tiibillerde ve

glomeriillerde ayr1 ayrn belirlendi.
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istatistiksel Analiz
Bu c¢aligmamn istatistiksel analizleri SPSS strim 100 programu

tullanslarak yapildi. Sirekli degiskenler aritmetik ortalama 1 standart sapma 3

gﬂ .

sektinde ifade edildi. Istatistiki analizde varyans analizi i¢in Kruskal-Wallis
testi, gruplar arasindaki karsilagtrma igin Mann-Whitney nonparametrik test
fullanildi. Bitin analizlerde istatistiksel anlamlilik p< 0.05 olarak kabul

edildi.

b

i

18




BULGULAR

Plasebo kullamlan, mesane ¢ikim obstritksiyonu olusturulan gruptaki

s
g,
b

Grup 11} ortalama glomeriiler ve tubuler apoptotik indeksler, mesane gikim
obstritksiyonu olugturulmayan gruba (Grup I) gore anlamli olarak vyiiksek

bﬁlunmw;ﬂu {p<0.05, tablo 1-2, resim 1 a-b ).

Grup I Grup I Grup IIT Grup IV
(Ort8D)  [(OrttSD) (O1t+8SD) (O1t+SD)

Glomeriil 328+63 197142 544+199 369157

Tubul 40.1+59 287174 65.3+16.6 512+ 139

Tablo 1: Gruplardaki glomeriiler ve tubuler apoptotik indeks degerleri

Grup I-11 Grup I-1II Grup U-IV Grup 1II- IV

Glomeriil P=0.001 P=0.012 P=0.001 P=0.043

Tibul P=0.003 P=0.001 P=0.001 P=0.021

Tablo 2: Gruplar arasindaki apoptotik indekslerin istatistiki analizleri.
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Doksazosin ~ kullaniddlan, mesane ¢ikim obstritksiyonu olusturulan
gruptaki (Grup 1IV) ortalama glomeriiler ve tubuler apoptotik indeksler,
mesane  ¢ikim  obstritksiyonu  olugturulmayan  gruba (Grup II)  gore

antamh olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05, tablo 1-2, resim 2a-b).

Mesane ¢kim obstritksiyonu  olugturulan,  doksazosin kullanian,
gruptaki  (Grup IV) ortalama glomeriiler ve tubuler apoptotik indeksler,
doksazosin kullamlmayan gruba (Grup IIT) gore anlamli olarak diisik

gikmustir (p<0.05, tablo 1-2, resim 3a-b).

Mesane ¢ikim obstritksiyonu  olusturulmayan, doksozosin kullanilan
gruptaki (Grup II) ortalama glomeriiler ve tubuler apoptotik indeksler,
doksazosin kullamilmayan gruba (GrupI) gore anlamlt olarak diisik

¢ikmistir (p<0.05, tablo 1-2, resim 4a-b).

Renal apoptozis, mesane ¢ikim obstritksiyonu olusturuldugunda anlamh
olarak artmaktadir. Fakat doksazosin kullamldginda hem mesane ¢ikim
obstritksiyonu olusturulan hem de kontrol grubunda renal apoptozisi belirgin

olarak azalmaktadir.
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Resim?2b:Grup?2’deki bir rat bobreginde tubuler ve glomeriiler apoptozis
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Resim 4b:Grup1’deka bir rat
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TARTISMA

Mesane ¢ikam obstritksiyonlanimn renal fonksiyonlarda degisiklige yol B

:ag,acagl ve uygun zamanda bir cemrahi tedaviyle renal yetmezhigin

‘snlenebilecedi genelde kabul edilmig bir gorigtir (42,43,44,45) Akut veya

- kronik iiriner retansiyona sekonder gelismis  azotemi, mesane cikim

obstritksiyonu igin kesin cerrahi tedavi endikasyonunu dogurmaktadir (46,47).

Ancak bu endikasyon, mesane ¢ikim obstritksiyonunun  tedavisi igin diisiik

orandadir. Mebust ve arkadaglar, transiiretral prostatektomi uyguladiklan

genis serilerinde renal yetmezligin, cerrahinin primer endikasyonu i¢in sadece

%A.5 oldugunu belirtmiglerdir (48). Ancak, alt tiriner sistem semptomlar: olan

olgularda azotemi gelismemis renal disfonksiyon insidans: hakkinda

smrh  bilgiler varduw  (1,2,49), Aynca bu tir  disfonksiyonlarm,

obstriiksiyonlarin giderilmesini takiben hangi mekanizmayla ve nasil

defisiklife ugrayacagt halen tartismalidir. Oka ve arkadaglan, rat

bobreklerinde treteral obstriiksiyonun ortadan kaldmilmasiyla birgok biiyiime

faktoriiniin salimmmm arttigmi gostermis (50), Chevalier ve arkadaglan da,

EGF’tin ( Epidermal Growth Factor) obstritksiyonun olumsuz etkilerini

azaltabilecegini  bildirmiglerdir  (51). Bu nedenle mesane cikim

obstrilksiyonlarnda bobrekte olabilecek degisiklikleri ve uygulanacak

tedavinin bu degisiklige etkisini belirleyebilmek 6nem kazanmaktadir




Ureteral obstritksiyonla tiropati olugturulmug ratlarda zellikle tubuler
apoptozisin. arttrfr, bununla ifiskili olarak tubuler atrofi ve bgbrek doku
:i{ay;pianmn gelistigi bilinmektedir (52,53,54,55,56). Kromk parsiyel iireteral
sbstritksiyon; tubuler dilatasyon, ilerleyict glomeriler skleroz ve interstisyel
fibrozisle birlikte olan renal fonksiyon kaybiyla sonuglanmaktadir (8).
Apoptozisin bobregin obstriiksiyona verdigi bu tir cevaplarm olugumunda
belirgin rolii vardir (57).

Unilateral fireter obstriiksiyonlarmda apoptozisle ilgili birgok ¢aligma
olmasma ragmen, mesane gikim obstritksiyonlannda bobrekteki apoptozisle
" ilgili elimizde net bilgiler yoktur. Caligmamizda, mesane ¢ikim obstriikksiyonu
olugturulmug ratlarda bobrek apoptozisinin obstritktif olmayan gruba gore
belirgin artig saptanmustu. Truong ve arkadaslari, kronik obstriiktif tiropatide
tubuler apoptozisin belirgin oldugunu, glomerildeki apoptozisin anlamh
olmadigim bildirmiglerdir (53). Bizim ¢aligmamizda ise, glomeriil apoptozis
indeksinin tubuler apoptozise gte daha diisiik olmasina ragmen her ikisinde
de anlaml apoptotik artig gozlenmigtit.

Obstriikte bobrekte renal vaskiiler sistemin gelismesinin bozulmastyla
intrarenal renin-anjiotensin sistem aktivasyonu artmaktadir (54). Obstriktif
bobreklerde renal kan akimy glomeriil fitrasyon hizi ve intrarenal kan
damarlan dansitesinde azalma oldugu gosterilmistirn(58,59,60). Tromboxan A2
ve anjiotensinlerin obstriiksiyonun ge¢ doneminde vazokonstriktor aktiviteden

sorumlu tutulurken (61,62), EDRF’in ( Endothelium-Derived Relaxing
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 Factor) preglomeritler ve postglomeriiler vaskiler tonusta modiilatér roli
oldugu bildirilmigtir (63,64). Benzeri obstriktif modellerde, afferent ve
efferent glomeriiler damarlarda kontraksiyonun sadece obstriiksiyon siiresince
" degil, obstritksiyonun giderilmesini takiben de devam ettifi gozlenmistir (65).
Bu bulgular, obstritktif iiropatinin renal iskemiyle yakin ilgisi oldugunu
desteklemektedir.

Deneysel calismalarda renal iskemi ile apoptozis arasmnda korelasyon
gosterilmigtir. Renal iskemi TNF Alfa’min  salmmm arttirarak glomeriiler
fibrin birikimi, hiicre infiltrasyonu ve vazokonstritksiyon olugturmakiadur.
Bununla beraber renal hiicre apoptozisini tetikleyerek hiicre hasar ve organ
disfonksiyonuna yol agmaktadir (66). Chien ve arkadaglan, iskemi
olugturulmus rat bobreginde reaktif oksijen tiriinleriyle birlikte 1 proksimal ve
distal tubullerde DNA fragmentasyon ve apoptotik hiicre sayisinin artigimt
saptayarak  bobrekteki uzamus  iskeminin  proapoptotik roliinii
gostermislerdir (67). Boylece c¢alismamizda saptanan mesane ¢ikim
obstritkksiyonu sonucu artan apoptozisin tenal iskemiyle iligkili olabileceZ
sovlenebilir.

Bobrekte alfa 1 adrenoreseptorlerin  varlign ve bunlarm
innervasyonuyla renal vaskiler tonusun modilasyonunmun saglanabildifi
bilinmektedir (16,68,69). Renal vazokonstritksiyon, alfa 1-adrenoreseptor
blokajiyla inhibe edilebilmektedir (16,70,71). Obstritkte bdbrekte anjiotensin

II reseptdor antagonistleri veya angiotensin-converting enzime (ACE)
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inhibitétleri obstritksiyon sonucu geligen histolojik degigikliklerde belirgin
diizelme saglamaktadir (72). Jones ve arkadaslan, ireteral obstritksiyonda fas
ve fas ligand gibi apoptotik genlerin ekspresyonunun ACE inhibitorleriyle
' azaltilabilecegini  gostermisterdir (5). Alfa 1 adrenoreseptor blokerleri renal
sempatik stimiilasyon sonucu artan renin sekresyonunu azaltabildigi gibi aym
zamanda anjiotensin 1T ile olusturulan vazokostritktér cevabi da inhibe
edebilmektedir (73,74). Boylece alfa 1 adrenoreseptor blokerlerin renal
apoptozisi dolayl olarak etkileyebilecegi soylenebilir.

Mesane ¢ikim obstriiksiyonunun fizyo-patolojisinde hem statik hem de
dinamik faktorler rol oynamaktadir, Statik obstritksiyon, mesane ¢ikimi veya
posterior iretradaki prostatin bilyimesiyle ortaya gikarken, dinamik
obstritksiyon ise prostat, mesane boynu ve iretradaki diiz kaslarn artmug
tonusuyla  olusmaktadir (75,76).  Guniimiizde mesane  ¢ikim
obstritkstyonlanmn semptomatik tedavisinde yaygm olarak kullamlan alfa 1
adrenoreseptor blokerleri  dzellikle obstriiksiyonun  dinamik komponenti
iizerine etkili olmaktadir (77). Son zamanlarda alfa 1 adrenoreseptor
blokerlerinin  prostatta  apaptozisi artirarak  da  mesane  ¢ikim
obstritksiyonlarmdaki  dogal  geligimi de etkileyebilecegi bildirilmistir
(78,79,80). Obstritksiyonun ortadan kaldinlmasiyla  interstisiyel fibrozisin
azalmasina ragmen, tubuler apoptoziste anlaml bir degisiklifin olmadigz

ve sonucta renal disfonksiyonun devam ettigi goriilmugtir (81,82) Fakat
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;traksiyon stiresi boyunca alfa-tokoferalin, nitrik oksit, EGF, bioflavonoid
e_:;. anjiotensin  inhibitorleri gibi maddelerin  kullamilmasiyla apoptozis
azalnlabilmektedir (82,56,6,5). Calismarmzda, mesane ¢ikim obstriiksiyonu
l_ugturulan ratlarda  doksazosin kullammyla apoptotik indeksin  belirgin
-a?aldlgl gozlemlenmistir. Bu azalma alfa 1 adrenoreseptor blokerlerinin renal
.1§kemi ve artan anjiotensin aktivasyonu iizerine etkisiyle agiklanabilir. Ayrica
obstritktif olmayan rat gruplarinda doksazosin verilmesiyle apoptotik indeksin
azalmasi dikkat c¢ekicidir. Bu sonu¢ alfa 1 adrenoreseptdr blokerlerin
:bébregin dogal gelisimini etkileyebilecegini diigiindirmektedir.

Sonu¢ olarak mesane ¢ikim obstriiksiyonu apoptozisi arttrarak renal
| disfonksiyona  zemin hazirlayacaktir. Alfa 1 adrenoreseptdr blokerleri
semptomatik iyilesmenin yammnda renal koruyucu etkisiyle de kinik

kullamimda aym bir 6nem kazanmaktadir.
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SONUCLAR

- Mesane ¢ikam obstritksiyonlant sonucu bébrekte, hem glomeriil
hem de tubullerde apoptozisin obstritksiyon olmayan gruba gére belirgin
olarak arttifs saptanmmstir.
- Mesane c¢ikim obstrikksiyonu olusturulan ratlarda, tubullerdek:
“apoptozisin  glomerillerdeki apoptozise gore belirgin yiksek oldufu
| gozlemlenmigtir

- Mesane ¢ikim  obstriksiyonu  olusturulmug ralarda  alfal
adrenoreseptor antagonisti olan doksazosinin glomeriiler ve tubuler
apoptoziste belirgin azalma sagladifn goriilmiigtiir.

- Mesane cikim obstritksiyonu otusturulmayan ratlarda doksazosin
kullamilmasiyia, ortalama glomeriiler ve tubuler apoptotik indeksler anlamit

olarak azalmistir.




OZET

Bu caligmada, mesane ¢ikim obstritkksiyonu olugturulmug ratlarda
pobrekteki apoptotik  degisiklikler ve bu degisikliklere alfa 1- adrenoreseptdr
“plokerlerinin etkisinin arastiriimasi: amaclanmigtir.
45 disi Wistar rat { = 250 gr) dort ayn gruba boliinerek calisma igine
| alindz: Tki grupta mesane gikim obstritksiyonu olusturularak birine plasebo
( 10 mi/kg distile su, oral), digerine doksazosin ( 10 mg/kg, oral) verild.
Mesane ¢ikim obstriiksiyonu olusturulmayan iki kontrol grubana aym iglemler
uygulandi. Cerrahi girigimden 15 gin sonra tim ratlara sag nefrektomi
uyguland. Nefrektomi materyallerinde Tunel ( TdT- uridine- nick- end-
Jabeling ) teknigiyle renal glomeriil ve tubullerde apoptotik indeks belirlends.

Mesane ¢ikim obstriiksiyonu olusturulmus gruplar obstriktif olmayan
gruplara gore hem glomeriill hem de tubuler apoptotik indeksler anlamh
olarak vyitksek bulunmustur (p<0.05). Doksazosin kullammiyla, hem
obstritksiyon olusturulmus hem de obstritkte olmayan gruplarda apoptotik
indeksin belirgin azaldig: gorillmiigtiir ( p< 0.05).

Sonug olarak mesane ¢ikim obstritksiyonu apoptozisi arttirarak renal
disfonksiyona  zemin hazirlayacaktir. Alfa 1 adrenoreseptor blokerlen
semptomatik iyilesmenin yanmda renal koruyucu etkisiyle de Kklinik

kullanimda ayn bir 6nem kazanmaktadir.
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