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SICANLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL PiYELONEFRIT MODELINDE
BILIRUBININ RENAL KORUYUCU ETKIiSININ ARASTIRILMAS

OZET

Amag: Guglu bir anti-oksidan oldugu bilinen bilirtbinin, patogenezinde hem toksk hem de
iskemi-reperfiizyon hasarimin rol oynadigi piyelonefritte, renal hasar Uzerine etkilerini
arastirmak.

Gereg ve Yontem: Bobreklerine E.coli enjekte edilerek deneysel piyelonefrit olusturulan
Wistar tirti 32 sican 4 gruba ayrildi: Grup 1 (tedavisiz), Grup 2 (antibiyotik), Grup 3
(bilirubin), Grup 4 (antibiyotik + bilirubin). Antibiyotik tedavisi bakteri inokilasyonundan 3
guin sonra baslayip 5 gun; bilirubin uygulamasi ise bakteri inokilasyonu ile ayni giin baslayip
8 gun srdardldi. Her gruptaki sicanlarin yarisi 9. gunde (erken donem) sakrifiye edilerek,
elde edilen bobrek dokular1 histopatolojik parametreler, immunohistokimyasal renal fibrozis
belirleyicileri (MMP-9, TIMP-1), apoptoz (TUNEL, kaspaz-3) ve oksidan/anti-oksidan sistem
(MDA, SOD, GPX) aktiviteleri agisindan degerlendirildi. Sicanlarin geri kalan yarisi ise 6
hafta sonunda sakrifiye edilerek histopatolojik parametreler ve renal fibrozis belirleyicileri
acisindan incelendi. Elde edilen veriler 4 grup arasinda karsilastirildi.

Bulgular: inflamatuar aktivite (akut bilesen; PMNL yogunlugu), erken ve ge¢ donemlerde
Grup 4'te Grup 1'e gore anlamli derecede diusUk idi. Ge¢ donemde, inflamatuar hiicre
yogunlugu (akut ve kronik; tim inflamatuar hiicreler) Grup 3'te Grup 1 ve 4’ e gore anlaml1
derecede dusik, interstisyel fibrozis/tibiler atrofi Grup 4'te Grup 1 ve 2'ye gore, Grup 3'te
Grup 2'ye gore anlamli derecede dusiik bulundu. Geg donemdeki TIMP-1 ekspresyonu da
benzer sekilde Grup 3'te Grup 2'ye gore anlamli derecede disik saptandi. TUNEL (+) hiicre
sayisi Grup 3 ve 4'te Grup 1'e gore anlamli derecede distk bulundu. MDA miktar: Grup 4'te
Grup 1'e gore anlaml1 derecede dustk, SOD aktivitesi ise Grup 4'e ek olarak Grup 2'de de
Grup 1’ e gére anlaml1 derecede yiiksek saptandi.

Sonug: Elde edilen veriler bir arada degerlendirildiginde, bilirtibinin antibiyotik ile birlikte
uygulandiginda piyelonefrit iliskili inflamasyon, fibrozis ve apoptozis Gizerine daha belirgin
koruyucu etki sagladhgi, tek basina kullamldiginda ise etkileri sadece ge¢ ddénemde
inflamasyonun siddetini ve apoptozu azaltmak ile simirlt kaldigi gbzlenmistir.

Anahtar kelimeler: piyelonefrit, bilirubin, sican, renal skar, apoptoz, oksidan/anti-oksidan
sistem



EVALUATION OF RENAL PROTECTIVE EFFECTS OF BILIRUBIN ON
EXPERIMENTAL PYELONEPHRITISMODEL IN RATS

SUMMARY

Aim: To investigate the effects of bilirubin in pyelonephritis associated renal damage in
which both toxic and ischemia-reperfusion injury play role in pathogenesis.

Materials and Methods. Experimental pyelonephritis was induced in 32 Wistar rats by
inoculating E.coli into their kidneys and 4 groups were formed: Group 1 (no treatment),
Group 2 (antibiotic), Group 3 (bilirubin), Group 4 (antibiotic + bilirubin). Antibiotic treatment
was performed for 5 days starting 3 days after bacterial inoculation, while bilirubin was
administered for 8 days starting from the day of bacterial inoculation. The half of the rats in
each group were sacrificed on the 9" day (early period) and the rest of them were sacrificed at
the end of the 6 weeks. Histopathological parameters, immunohistochemical renal fibrosis
markers (MMP-9, TIMP-1), apoptosis (TUNEL, caspase-3) and oxidant/anti-oxidant system
(MDA, SOD, GPX) activities were evaluated. The rest of the rats were sacrificed at the end of
the 6™ week of the study and evaluated for histopathologic parameters and renal fibrosis
markers. The data were compared between the 4 groups.

Reaults: Inflammatory activity (acute component; intensity of PMNL infiltration) was
significantly lower in Group 4 vs. Group 1 both in the early and late periods. In the late
period, inflammatory cell intensity (acute and chronic; all inflamatory cells) was lower in
Group 3 vs. Groups 1 and 4, interstitial fibrosis/tubular atrophy was lower in Group 4 vs.
Groups 1 and 2 and in Group 3 vs. Group 2. TIMP-1 expression in the late period was also
lower in Group 3 vs. Group 2. TUNEL (+) cell counts were significantly lower in Group 3
and Group 4 vs. Group 1. MDA levels were significantly lower in Group 4 vs. Group 1 and
SOD activity was significantly higher in Groups 2 and 4 vs. Group 1.

Conclusion: Taken together, bilirubin is found to have protective effects on pyelonephritis
associated inflammation in both early and late periods in addition to fibrosis and apoptosis
when applied with antibiotics, although its effects are limited to prevention of inflammation in
the late period and apoptosis when used alone.

Keywords. pyelonephritis, bilirubin, rat, renal fibross, apoptoss, oxidant/antioxidant system



1. GIRIS VE AMAC
Bilirtibin, hem molekdlinin yikimi sonucu vicutta endojen olarak ortaya cikan ve

Ozellikle yuksek diuzeylerde beyin hicreleri Uzerine toksk etki yaptigi ispatlanms bir
maddedir (1,2). Ancak son yillarda, indirgen 6zellikte olmasi nedeniyle potansiyel olarak anti-
oksidan Ozellikleri bulunan biliribinin sitoprotektif Ozellikleri Gzerinde durulmaktadir.
Bilirtbinin in vitro sartlarda bilinen en guclii endojen anti-oksidan oldugu, serbest ya da
albumine bagli fizyolojik konsantrasyonlarimin bir stiperoksid tutucu ve peroksil radikal
tuzag1 olarak gorev yapma kapasitesi bulundugu gosterilmistir (3-5). Ayrica, in vivo
calismalarda yenidogan donemindeki hiperbiliribinemik “Gunn rat” tipi sicanlarda, kan
tiobarbitirik asid reaktif madde (TBARS) seviyelerinin serum biliribin dizeyleri ile ters
orantili oldugu, yenidoganlarda olctilen plazma anti-oksidan kapasitenin plazma bilirtibin
diizeyi ile korele oldugu, eriskinlerde ise yuksek bilirtibin dizeylerinin azalmis koroner
hastalik ve kanser insidansi ile iligkili oldugu gosterilmistir (6-9).

Bilirtibin, hem molekulinin indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan, iki adet dipirol halkasi
iceren, notral pH’da albumine bagli olarak bulunan, serbest formu membranlar1 kolaylikla
gegebilen bir molektldir (10). Bilirbinin kendisi kadar, hem metabolizasyonunu indiikleyen
hemin ya da reaksiyonlar esnasinda ortaya ¢ikan karbon monoksid (CO) ve biliverdin gibi ara
Urdnlerin de anti-oksidan ve sitoprotektif Ozelliklerinin olabilecegi gosterilmistir (10-12).
Biyolojik sistemlerde bilirtibinin hem metabolizmas: disinda bir kaynagi bulunmamaktadir.
Ancak, deneysel arastirmalarda eksojen yolla uygulanan biliribinin de anti-oksidan ve
sitoprotektif Ozellikler gosterebilecegi izlenmistir (10,13). Bilirtbinin bobrek Gzerine olan
etkileri deneysel olarak daha cok iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH) modellerinde gésterilmis
olup, patogenezinde IRH’ye ek olarak apoptoz ve oksidan/anti-oksidan sistem uyarimi da
bulunan piyelonefrit ile iliskisi hentiz gosterilmemistir.

Yenidogan doneminde uzamus sarilik ve idrar yolu enfeksiyonu (IYE) iliskisi iyi
tanmmlanmis olmakla beraber (14-16), bilirGibinin renal hasara duyarli yenidogan bobregi
Uzerine etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alismada, hiperbilirtibineminin piyelonefrit iliskili renal
hasarda olasi renoprotektif etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, deneysel olarak
piyelonefrit olusturulmus sicanlara eksojen yol ile verilen biliribinin renal histopatolojik
bulgular, fibrozisin immunohistokimyasal belirleyicileri, apoptoz ve oksidan/anti-oksidan
sistem Uzerine etkileri multidisipliner bir yaklasim ile incelenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Hem K atabolizmas ve Hem Oksijenaz

Hem proteinlerinin oksijen transportu, mitokondriyal solunum ve sinyal iletimi gibi pek
cok fizyolojik olayda 6nemli gorev aldig1 bilinmektedir (17). Hem molekiltnin buydk bir
kismi hemoglobin icinde bulunur; diger kaynaklar ise miyoglobin, mitokondriyal ve
mikrosomal sitokromlar ve nitrik oksid sentaz, katalaz gibi bazi katalitik enzimlerdir (18).
Serbest hem molekild, lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen radikalleri yapim Uzerinden
sitotoksk etki yaratmaktadir. Bobrek Ozellikle bu serbest hem molekdllerine duyarli bir
organdir ve hemin indukledigi hasar, rabdomiyoliz, nefrotoksin ya da iRH’ nin neden oldugu
akut bobrek yetmezligi modellerinde 6nemli bir komponent olarak karsimiza gikmaktadir
(10,13).

Hem molekultnun indirgenerek metabolitlerine ayrilmast birbirini takip eden iki
basamakta gerceklesir. 1k ve hiz-sinirlayici basamag: katalize eden “hem oksijenaz (HO)”,
hem (Fe-protoporfirin 1X) molekil halkasini agarak molar olarak esit diizeyde demir, CO ve
biliverdin agiga ¢ikarir. Lineer bir tetrapirol molekill olan biliverdin, memelilerde ve bazi
baliklarda evrim esnasinda iyi korunmus ve ¢ozunebilir bir enzim olan “biliverdin rediktaz”
ile biliribine cevrilir (19). Bobrek, tum organlar arasinda en fazla biliverdin rediktaz
enzimine sahip olan organdir (20). Sonug olarak, biliverdinin biliriibine indirgenmesi sonucu
bir metil koprisi ile baglanmis ve iki adet planar dipirol halkasi igeren bilirlibin ortaya gikar
(Sekil 1). Illa, IXa ve Xllla seklinde U¢ izomeri bulunan bilirbinin, hem katabolizmasi
sonucu ortaya ¢ikan dogal formu I Xa bilirtibindir (21).

NADPH, O, NADPH + H*
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Sekil 1: Hem katabolizmasinn sematik gosterimi.



Hemin indirgenmesinde ilk basamakta gorev alan HO enziminin 3 tipi belirlenmistir
(29):

- HO-1: induklenebilir izoform olup, 32 kDaluk bir proteindir. Hest-shock
proteinler (HSP) simifimin bir Gyesidir ve HSP-32 olarak da bilinir (11). Tam
dokulardaki endoplazmik retikulumlarda bulunur (22). Memelilerde siklikla
sitokinler, bakteriyel endotoksinler, reaktif oksijen turevleri, iskemi/reperfiizyon
ve hipoksi ile induklenebilir (21,23,24). Patofizyolojik durumlarda dokunun
hasara yanitini diizenler ve sitoprotektif 6zellik gosterir.

- HO-2: Aminoasit igerigi %40 oraminda HO-1 ile benzerdir. Asil olarak beyin,
tedtis, endotel, distal nefron segmentleri, karaciger, barsaklarin miyenterik
pleksusunda bulunur. Hiicresel fonksiyonlarin fizyolojik diizenleyicisi olarak islev
gordr (19, 25). Vazodilatasyon, ndrotransmisyon ve oksijeni algilamada gorev alir
(26,27).

- HO-3: Aminoasit igerigi HO-2 ile %90 oraminda benzesir, ancak farkli bir enzim
oldugu dusundlir. Aktivitesi yoktur ve memelilerde eksprese olmaz (19).

HO-1 izoformlarinin bobrekteki lokalizasyonlar1 belirlenmistir. Normal sartlar altinda
korteks ve dis mediller alamn HO-1 igin hafif olarak pozitif boyandigi, reperfiizyon ile
indtiklenme sonrasi 3. saatte boyanmanin anlamli derecede arttigi, 6. saatte maksimum diizeye
ulastigi, 9. saatte hizlica azalmaya baslachgr ve 12. saatte bazal degerlere geri dondigu
gogerilmistir (28). HO-2 ile boyanmanin ise daha ¢ok arteriolar homojenatlarda ve daha az
oranda cikan kalin kolda ve proksimal tubullerde oldugu gozlenmistir (29). Bobrek
dokusundaki yayginligi ve indiklenebilir 6zellikte olusu, bobrek hasari ve koruyuculuk
etkileri Uzerindeki calismalarin HO-1 Gizerine yogunlasmasina neden olmustur.

HO-1 enziminin en dnemli Ozelligi, serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonu
Uzerinden pro-oksidan etkileri olan hem molekiltntn indirgenmesini saglamaktir (13). HO-1
enzim ekspresyonunun kalp, beyin, karaciger ve barsak gibi pek ¢ok dokunun IRH’ de faydal
oldugu gosterilmistir (3,30-34). Ek olarak HO-1 ekspresyonunun akut iskemik bobrek
yetmezligi ve IRH’de bobregi korudugu gosterilmistir (10,33). HO-1’in, renal doku hasarina
neden olan IRH, nefrotoksinler, sepsis, rabdomiyoliz, renal transplantasyon rejeksiyonu ve
glomerulonefritler gibi akut bobrek hasari durumlarinda induklenerek adaptif ve faydal
Ozellikler gosterdigi ve hiicre koruyucu etki yarattigi bilinmektedir (Sekil 2). Bu enzimin
uygun dizeyde indiksiyonu faydali iken asiri miktarda HO-1 indiksiyonu ciddi doku
hasarina yol agabilir (19).
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Sekil 2: Renal hasarin patogenezi ile iligkili olarak ortaya ¢ikan ve HO-1 indiksiyonu yapan
etkenlerin sematik gosterimi

HO-1 aracili renal koruyucu etkilerin birkag mekanizma Uzerinden yurudigu
bilinmektedir. Hem molekiill, nukleusta renal hasara yol acabilecek maddelerin gen
transkripsiyonunu arttirmakta, renal hasarda kilit dneme sahip indiklenebilir nitrik oksid
sentaz (INOS), siklooksijenaz (COX) ve nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADP)
oksidaz gibi bazi enzimler igin prostetik grup 6zelligi gostermektedir. HO-1 enzimi, direkt
olarak hem molekullini azaltarak ya da indirekt olarak sagladigi enzimatik reaksiyonlar
sonucu ortaya cikan CO Uzerinden apoptozu, biliverdin ile renal hasarda etkin
mediyatorlerden interlokin(IL)-6, IL-1p ve interselliler adezyon molekili-1 (ICAM-1)
sentezini engelleyerek koruyuculuk saglamaktadir (34, Sekil 3).
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Sekil 3: HO-1 aracili olasi renal koruyucu mekanizmalarin sematik goranuma.

HO-1 indiksiyonunun renal dokudaki koruyucu etkileri in vivo olarak ilk kez bir sican
rabdomiyoliz modelinde gosterilmistir (35). Bu enzimin asil 6nemi, HO-1 (-/-) fareler
Uretildikten sonra yapilabilen gcalismalar ve HO-1 eksikligi olan bir hastadaki patolojiler
tanmmlandiktan sonra ortaya ¢ikmustir (36). Fare ve insan HO-1 enzimleri arasinda yapisal
farkliliklar tammlanmistir. Fare HO-1 (zerine pek cok deney yapilmis olup Ozellikleri
belirlenmis olmakla beraber insan HO-1 enziminin Ozellikleri henliz tam olarak agiga
kavusturulamamustir (21).

HO-1 (-/-) farelerde dusuk dogum agirligi, biyume gelisme geriligi, hipokrom
mikrositer anemi, doku demir eksikligi, hepatosplenomegali, lenfadenopati, 16kositoz ve
glomerulonefrit gbzlenmis, bu patolojiler oksidan strese kars1 savunmanin yetersiz olmas ile
iliskilendirilmistir (37). Sisplatinin indikledigi renal epitelyal hiicre hasarinda HO-1'in
indtiklenmesinin koruyucu oldugu, HO-1 (-/-) farelerde ise sisplatin uygulanmasini takiben
gelisen renal hasar, apoptoz ve nekrozun HO-1 (+/+) ve HO-1 (+/-) farelere gore anlaml:
derecede fazla oldugu ve bu gruplardaki HO-1 ekspresyonundaki artisin da renal hasari



azaltmada rol oynadig1 gosterilmistir (38). HO-1'in gliserole bagli akut bdbrek hasarindaki
koruyucu etkileri ise, HO-1 (-/-) farelerde geri donussiiz bobrek yetmezligi ve %100 mortalite
gordlirken, HO-1 (+/+) farelerde hafif renal hasar ve %0 6lim bulunmasi bulgulari ile
gogerilmistir (39). Ayrica, HO-1 (-/-) olan 6 yasindaki bir erkek hastada biyime geriligi,
anemi, demir birikimi, I6kositoz, persistan proteiniri ve hematiri, koagulasyon defekti,
hiperlipidemi ve hipobiliriibinemi saptanmig, bobrek biyopsisinde mezangial hicre
proliferasyonu, lenfosit infiltrasyonu, glomertler kapiller endotelde ayrisma oldugu
gbzlenmistir (37).

HO-1 indiksiyonunun sitoprotektif etkileri bahsi gecen deneysel calismalarda
gogterilmis, ancak mekanizmas: tam agiklanamamistir. IRH ya da nefrotoksik bobrek
hasarinda HO-1 aktivitesinin koruyucu etkileri gosterilmisse de bunlarin biliriibin olusumuna
bagl1 anti-oksidan etkilere mi, yoksa CO aracili vazodilatasyona mi bagli oldugu tam olarak
aciklanamamustir  (15,40-42). Onceleri hem degredasyonu esnasinda ortaya cikan bu
molekillerin toksik metabolitler olduklar1 distinilmekte idi. Ancak, daha sonra yapilan
calismalarda bu maddelerin doza bagimli vazodilatasyon, anti-oksidan, anti-inflamatuar ve
immunmodulatér 6zelliklerinin oldugu ve organlar ya da sistemler Gzerine faydali koruyucu
etkilerinin bulundugu gosterilmistir (10,13,43)

HO-1 indiksiyonu yaptigi bilinen “hemin” 1970'li yillardan itibaren insanlarda akut
porfirilerde kullamma girmistir (44). Ancak sonraki calismalarda heminin ayrica ortaya ¢ikan
demir nedeniyle pro-oksidan 6zellikler de gosterdiginin fark edilmesi kullanimint kisitlamistir
(45). Bu nedenlerle de eksojen bilirtbinin daha givenli olabilecegi disuntlmustir (13).

HO-1 sisteminin c¢alisma mekanizmalarim anlayabilmek igin reaksiyonlar esnasinda
srast ile ortaya cikan demir, CO, biliverdin ve biliribinin etki mekanizmalarini
degerlendirmekte fayda vardr.

2.2.Hem K atabolizmasainda Ortaya Cikan Ara Uriinler

2.2.1. Demir

Demir, hem yikimi esnasinda ortaya ¢ikan ve belirgin pro-oksidan etkileri oldugu net
olarak tammlanmis bir molekildir. Baz1 ¢alismalarda HO-1 indiiksiyonunun pro-oksidatif
etkilerinin oldugu, bunun da ortaya ¢ikan demir ile iliskili oldugu gosterilmistir (46, 47). Bu
nedenle, hem yikiminda demirin ortaya ¢iktigi basamak atlanarak CO, biliriibin ya da
biliverdin uygulamalarinin daha giivenli ve daha pratik olabilecegi ileri surtlmtstar (10).



2.2.2.CO

Toksk Ozellikleri bulunan, renksiz ve kokusuz bir gazdir. Toksik etkisi, oksijene gore
hemoglobine 245 kat daha fazla afinitesi olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum doku
hipoksisi ile sonuglanmaktadir (12). Ancak CO'in belli dozlarda, 6zellikle transplante
organlarda koruyucu etkisinin oldugu, vazodilator, anti-apoptotik ve anti-inflamatuar
etkilerinin bulundugu yapilan gcalismalarda gosterilmistir (12). Neto ve ark. tarafindan yapilan
bir caligmada, sican ortotopik renal transplantasyon modelinde, islemden 1 saat 6nce ve 24
saat sonra uygulanan CO’in inflamatuar mediyator miktarinda azalma, renal kortikal kan
akiminda diizelme, glomertiler ve tibtler yapinin korunmasi ve siirvide artis ile iliskili oldugu
gosterilmistir (48). Tum bu 6zelliklerine karsin, bu toksik gazin kullammu risklidir. insanlarda
henliz kullanilmamistir ve sagladigi koruyucu etkinin renal hasar gelisimi dncesi kullanimi
halinde daha belirgin olusu klinik kullanimini kisitlamaktadir (12).

2.2.3. Biliverdin

Biliverdin, biliribinin aksine ¢oziinebilen ve toksk olmayan bir bilesendir. Y amashita
ve ark. yaptiklar1 bir calismada biliverdin ile tedavi sonrasi kalp allograftlarinda slirvinin
arttigi, Nakao ve ark.’min caligmasinda biliverdin uygulananan ince barsak greftlerinde
inflamatuar mediyatorlerde, I6kosit infiltrasyonu ve organ hasarinda azalma saglandigi,
Fondevilla ve ark.’nin calismasinda ise ex vivo karaciger transplantasyonunda perfiizata
biliverdin eklenmesi sonrasi apoptoz, iINOS ekspresyonu, |6kosit infiltrasyonu, proinflamatuar
sitokin ekspresyonunda belirgin azalma ile birlikte hepatik fonksiyonlarda, anti-apoptotik
genlerde ve siirvide belirgin artis oldugu gézlenmistir (49-51). Bununla birlikte, sigan bobrek
ve kalp transplant modellerinde benzer etkinlik gozlenmemistir (12). Nakao ve ark. tarafindan
renal transplant alicilarinda yapilan bir calismada ise, HO-1 enziminin ortaya cikardigi
Urtnlerden olan biliverdinin ve gaz formundaki karbon monoksidin renal ve kardiyak
transplant dokularina ayri ayr1 uygulanmasinin etkili olmadigi, ancak beraber kullanmmmlarinin
kreatinin klirensi ve proteinuri Gzerine anlamli derecede olumlu etkiler gosterdigi izlenmistir
(52). Biliribin kaynagi olarak guvenli ve etkin bir potansiyele sahip olmakla beraber,
biliverdinin etkin doz ve uygulama zamanlamast ile ilgili net veriler hentiz olusmamustir.

2.2.4. Bilirbin

Bilirtbin, potansiyel olarak toksik bir ajan olup, yenidoganlarda neden oldugu sarilig:
takiben beyinde olusan depozitlerin kernikterus ile iliskili norotoksisiteden sorumlu oldugu
bilinmektedir (1,2). Ancak son zamanlarda bu pigmentin faydali ve koruyucu etkileri Gizerinde



durulmaya baslanmistir. Glniimizde, HO-1'in katalize ettigi reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan
fizyolojik  konsantrasyonlardaki  bilirdbinin ~ peroksil  radikallerini  tutan, lipid
peroksidasyonunu engelleyen ve hiicreleri hidrojen peroksid maruziyetinden koruyan bir
madde oldugu bilinmektedir (53). Biyolojik sistemlerde, biliverdin rediktazin katalize ettigi
enzimatik reaksiyon disinda bilirtibin olusumu ile sonuclanan baska bir reaksiyon yoktur.

Notral veya asidik pH'da c¢ozindrligll dastk olan bilirdbin, pH mn artisi ile
cOzunurlugl artarak suda ¢oziinen bir sodyum tuzu haline gelir. Indirekt bilirtibinin %99’ u
albumine baglanir. Baglanmamis non-iyonize biliriibin ise hiicre membranlarini serbestce
geger ve >50 uM dizeyinde mitokondriyal solunumu bozar. Albuminin baglama kapasitesi
asildiginda (>200-300 puM) ve pH<7.4 diizeyinde iken miktar1 artan serbest bilirtibin, hiicre ve
mitokondri membranlarina baglanarak hiicre lizisi ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina
yol agar (10,54,55). Albumine bagli indirekt biliribin normal sartlar altinda karacigere
ulasarak albuminden ayrilir, fosfolipid hiicre bariyerlerini asarak hepatositlerin igine difflize
olur. Hepatositler icinde glukuronik asit ile birleserek suda ¢oziintr hale gelir ve safraya
atilarak vicuttan uzaklastirilir (10).

Indirekt bilirtibin de CO gibi Onceleri toksik bir molekll olarak bilinmekte olup,
yenidogan sariligi ve kernikterustan sorumlu oldugu ispatlanmistir. Suda ¢oziinebilen ve
toksik olmayan biliverdinin neden biliribine indirgendigi sorusu da yamt bulamamustir.
Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda faydal1 etkilerinin gosterilmesi, bilirtbinin fizyolojik
rolini de ortaya gikarmustir. Bilirlbinin sitoprotektif etkilerinin ortaya ¢ikisinda primer
mekanizmanin gugli anti-oksidan etkilerine bagl: oldugu disunilmektedir (5). Bilirabinin, bir
dénem en gicli serum anti-oksidan: olarak bilinen a-tokoferole gore peroksil radikallerinin
tutulmasinda daha etkin oldugu gosterilmistir (10).

HO-1 enzim indiksiyonunun kalp, beyin, karaciger, barsak ve bobrek gibi pek cok
dokunun IRH’sinde koruyucu oldugu ve bu etkileri agiga ¢ikan bilirtibin Gzerinden sagladig:
gogerilmistir (3,30-32). Siklofosfamide bagli sistitte, HO-1 ekspresyonunun Urotelyum ve
sublretelyumda arttigi ve bu ekspresyonun “hemin” ile daha belirgin hale geldigi
gogerilmistir (56). Aym arastirmacilar tarafindan yapilan bir diger calismada ise HO-1
indiiksiyonuna paralel olarak endojen biliriibin dizeylerinin de arttigi ve biliribinin HO-1'e
bagimli anti-inflamatuar sistemin bir pargast olabilecegi ifade edilmistir (57). HO-1
induksiyonunun yiksek CO duzeyleri ile de orantili olmasi, bilirtibinin bu protektif etkilerine
CO’in de katkisi olabilecegini akla getirmis, ancak ikinci ¢alismada eksojen yolla verilen
bilirGibinin de ayn: etkileri gostermesi, etkilerin demir ya da CO gibi ara Grinlerden bagimsiz
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oldugunu dustindurmustir. Bobreklerde ise HO-1 enzim indiksiyonunun, renal iskemi sonucu
gbzlenen oksidatif streste bilirtibin aracil bir azalma sagladigi gosterilmistir (41).

HO-1 indiksiyonu esnasinda ortaya ¢ikan demir ve CO gibi maddelerin olasi toksik ve
pro-oksidan etkilerinden cekinilmesi ve anti-oksidan ve sitoprotektif etkilerin bilirtibin
Uzerinden saglandiginin gosterilmesi Gzerine, ¢calismalar daha ¢ok asil etkilerden sorumlu olan
biliribin Gzerine yogunlastirilmistir. Bununla ilgili olarak yapilan calismalarda, karaciger
transplantasyon modelinde hemin ile indiklenen HO-1 enzim aktivitesi ile mikromolar
dozlarda uygulanan bilirtibinin koruyucu etkileri karsilastirilmis ve sonuclarin benzer diizeyde
oldugu gosterilmistir (32). Ayrica, eksojen biliriibin uygulamasinmn izole, perfiize sican kalp
dokusu ve multipl sklerozlu sican modelinde spinal kord Uzerindeki oksidatif hasar1 azalttigi
gosterilmistir (31, 58).

Bilirtbinin bobrek dokusu Uzerindeki etkilerini degerlendiren pek cok calisma
bulunmaktadir. Bu calismalarda eksojen yolla verilen, endojen olarak safra kanallarinin
ligasyonu ile saglanan ya da genetik olarak uridin difosfat glukronil transferaz (UDPGT)
enziminin fonksiyon kaybi ile olusturulan hiperbiliribineminin bobrekler Uzerine etkileri
degerlendirilmistir (6,13,59,60).

IRH modelinde eksojen bilirtibinin izole perfiize sican bobregi tizerine koruyucu etkileri
gogerilmistir. 10 umol/L dozunda biliribin ile perfize edilen bobreklerde idrar cikis,
glomerdler filtrasyon hizi, tibiler fonksiyonlar ve mitokondriyal bittnlik agisindan anlamli
miktarda dizelme kaydedilmistir (13). Ay ekip tarafindan yapilan diger bir calismada, in
vivo ortamda intraven6z olarak verilen bilirtbinin IRH’deki koruyuculugunun benzer
etkinlikte olmadig1 gosterilmis, ancak bunun bobrek dokularimin g¢ikarilma zaman ile ilgili
teknik bir hatadan kaynaklandig: ifade edilmistir (60).

Dennery ve ark. tarafindan yapilan bir baska calismada, UDPGT enziminin
sentezlenememesi sonucu indirekt bilirtbinin direkt bilirtibine gevirim yetenekleri kisitlanan
ve “Gunn rat” olarak tammlanan hiperbiliribinemik sicanlarda yenidogan doneminde kan
TBARS seviyelerinin serum  bilirdbin duzeyleri ile ters orantili oldugu gosterilmis ve
hayvanlardaki serbest radikal direncinin bilirtibin tarafindan saglandigi sonucuna varilmstir
(6). Yine Gunn rat tipi sicanlarda olusturulan sisplatin nefrotoksisite modelinde, bu sicanlarin
bobreklerinin Wistar tipi sicanlara gore anlamli olarak korunmus olduklari, bilirGbinin
fonksiyonel ve histolojik olarak renoprotektif 6zellikte oldugu gozlenmistir (43). Ancak Gunn
rat tipi sicanlarda renal papillalarda bilirtbin  birikimi  sonucu papillar nekroz ve
konsantrasyon defekti gelistigi de izlenmistir (61,62). Bu nedenle, hiperbiliribineminin tim
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renal hasar tiplerine kars1 koruyucu oldugu dustnilmemelidir.

Ana safra kanalimin ligasyonu ile kolestaz ve endojen hiperbiliriibinemi olusturulan
sicanlarda, gliserolin indukledigi akut bobrek yetmezliginin dnlendigi ve bdylece bilirtibinin
renal IRH Uzerine koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (59). Insan proksimal epitelyum
hicreleri Uzerinde in vitro olarak yapilan diger bir calismada, konjuge biliribinin hicrelerin
sisplatin duyarliligint azalttig: ve sitoprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (63)

Bilirtbin, anti-oksidan ozelliklerinin yam sira anti-inflamatuar 6zelliklere de sahiptir.
Hayashi ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada, mezenter dokusunda bolgesel oksidatif stres
yaratilmasint takiben hemin enjeksiyonu ile HO-1 aktivasyonu saglandiginda, |0kosit
yuvarlanmas: ve yapismasinin inhibe oldugu, HO-1 ekspresyonunun ¢inko protoporfirin IX
kullanilarak inhibe edilmesi sonucunda ise bu bulgularin diizeldigi, CO degil ama bilirtbin ve
biliverdin uygulandiginda ise yeniden I6kosit yapismasinda inhibisyon saglandigi
gbzlenmistir (64).

Insanlar Uizerindeki calismalarda ise hafif derecede artan bilirtibin diizeylerinin azalmis
koroner arter hastalig1 ve ateroskleroz insidansi ile iliskili oldugu gozlenmistir (8). Devamli
indirekt bilirtibin dizeyi yuksekligi ile seyreden Gilbert hastalig: bulunan bireylerde gbzlenen
iskemik kalp hastaligi prevelansimin (%2) genel populasyona (%12) gore azalmis oldugu
bilinmektedir (65). Ayrica yiksek biliribin diizeylerinin azalmig kanser mortalitesi ve azalmis
astim semptomlari ile de iliskili oldugu gosterilmistir (9, 66).

Ancak tim bu calismalar icin etkin doz ve uygulamanin zamanlamas: konusunda bir
netlik yoktur. Aym ekip tarafindan gergeklestirilen calismalardan ilkinde perfiize sican
bobreklerinde olusturulan iskemi-reperfizyon modelinde disaridan verilen bilirGbinin
koruyucu oldugu gozlenirken, in vivo calismada intravendz verilen bilirGbinin etkili
olmamasi, bilirtibinin koruyucu etkilerinin modele 6zgi oldugunu distndirmstar (13,60).
Ayrica, CO’e benzer sekilde, biliribinin de hasardan 0Once uygulanmasi daha iyi
sonuclanmaktadir (31). Bu durum, biliribinin klinik kullamm olasiligim kisitlamaktadir. Yine
de organ nakilleri 6ncesi ya da nefrotoksik oldugu bilinen gjanlarin kullanimi ya da kontrast
madde uygulanmasi 6ncesi bilirtbin kullamminin faydal: olabilecegi dustintlmektedir (10).

2.3. Piyelonefrit ve Renal Skar Olusumu

Renal parankime bakteri inokilasyonu immunolojik ve inflamatuar yamti baslatir.
Bakteriyel lipopolisakkaritlerin (endotoksinler) kompleman aktivasyonu yolu ile tetikledikleri
inflamatuar yanmit, kalict renal hasar olusumunda kritik rol oynar. Inflamatuar yant
granulositlerin enfeksiyon bdlgesine kemotaktik gocuni ve bakteri fagositozunu saglar.
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Ortama superoksit salinir ve hem bakterilere hem de granilositler ve ¢evresindeki renal tubdl
hicrelerine toksik olan oksijen radikalleri ortaya cikar. Granulositler bakterileri dldirirken
lizozomal toksik enzimleri araciligi ile aynt zamanda renal tubuler hiicre hasar1 da yapar.
Ayrica intravaskiler granilosit agregasyonu ve 6demden kaynaklanan fokal parankimal
iskemi olusur. Iskemik dokunun reperflizyonu esnasinda hticre reaksiyonu ile stiperoksitler
olusturulur. Dolayisi ile piyelonefritteki interstisyel etkilenme hem iIRH hem de toksik hasar
kaynaklidir. Bu durum renal skar olusumu ile sonlanir (67,68) (Sekil 4).
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Sekil 4: Akut piyelonefrit patogenezi

2.4. Piyelonefrit, Renal Skar ve Apopitoz fliskisi

Piyelonefritte renal kortikal hiicrelerde apoptoz gelistigi ve apoptozun renal skar
olusumunda 6nemli rol oynayabilecegi bildirilmistir (69,70).

Y apilan in vivo vein vitro ¢alismalarda apoptoz ve modulatdrlerinin renal tibuler atrofi,
hiicre hasar1 ve renal skar olusumuna katk: sagladig: goéralmustir (71). In vivo ¢alismalarda
deneysel E.coli piyelonefriti olusumu sonrasi renal hiicre sayisinda azalma oldugu ve apoptoz
oraninda artis oldugu gosterilmistir (72).

IYE esnasinda iNOS diizeyinde artis gorulir. iNOS indiiksiyonunun sitotoksik etkileri
oldugu bilinmektedir. HO-1 indiksiyonunun E.coli’ye maruz kalan renal proksimal tubiler
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hicrelerde INOS aracili hicre 6lumuni engelledigi gosterilmistir (73). Yakin zamanda
yapilan bir calismada ise HO-1 aktivasyonu sonucu olusan CO’in renal hlcrelerde sirviyi
arttirdigi in vitro olarak gosterilmistir (12). Bu nedenle galismamizda yine ayni enzimin son
Urdinlerinden olan biliriibinin, apoptoz tzerine olan etkilerini degerlendimenin uygun olacagi
disUndlmastadr.

2.5. Renal Skar ve FibrozisBelirleyicileri

Bilindigi gibi transforming growth factor beta (TGF-B), renal dokuda fibrozisi
dizenlemede anahtar role sahip gucli bir pro-inflamatuar ve fibrogenezi arttirici bir
sitokindir. Tavsanlarda olusturulan kresentrik nefrit modelinde, idrar TGF-B duzeylerinin
renal skar diizeyi ile iligkili oldugu gosterilmistir (74). Ayrica insanlarda gorilen glomeriler
hastaliklarda da TGF-f’ mn 6énemli bir rol oynadigi gdzlemlenmistir (75). Daha 6nce yapilan
calismalarda TGF-B’nin IYE'ye yatkinlikta, reflii nefropati ve renal skar gelisiminde etkin
oldugu, bu sitokine ait -509 TT ve Lue(10)apro gen polimorfizmlerinin reflli nefropati
riskini arttirdig (76), -800 GA genotipinin ise koruyucu 6zellikte oldugu bildirilmistir (77).

Metalloproteinaz-9 (MMP-9), TGF-f'nin aksine fibrinogenezde azalmaya yol acar.
Bobrekte matriks yikimindan sorumlu enzimlerdendir (78). MMP-9 aktivitesi doku
metalloproteinazlarin inhibitord olan (TIMP)-1 ile kontrol edilir. Fizyolojik kosullarda MMP
ve TIMP aileleri arasindaki denge ekstraselltler matriks yapim ve yikimini belirler. Deneysel
modellerde disik MMP-9 seviyelerinin ve yiksek TIMP-1 dizeylerinin artrmis kollgjen
birikimi ve renal skar gelisimi ileiligkili oldugu gosterilmistir (79,80).

2.6. Renal Inflamasyon ve Iyilesme

Kemik iliginden salinan hiicrelerin inflamasyona bagli renal hasarin iyilesmesinde aktif
rol aldiklari, CD34(+) hicrelerin dolasimda ve renal dokuda saptanmasi ile gosterilmistir.
Ayrica renal skarin siddeti, CD34(+) hicrelerin sayisi ile korele bulunmustur (81,82).
Calismamizda, olusturulan renal hasar sonrasinda ortaya cikmasi beklenen CD34(+)
hicrelerin bilirtibinden etkilenme oramnin degerlendirilmesi planlanmustir.

2.7. Hiperbilirubinemi-idrar Yolu Enfeksiyonu fliskisi

Sarilik, yenidogan donemindeki bebeklerin %60 inda karsilasilabilen bir sorun olup
nadiren patolojiktir (15,83,84). Y enidoganlarda agiklanamayan hiperbilirtibineminin sepsis ya
da IYE ile iliskili olabilecegi bildirilmistir. Ayrica IYE uzamis yenidogan sariligimn
nedenlerinden biri olarak suclanmis ve bu bebeklerde rutin olarak 1YE taramas: yapilmas
onerilmistir (14-16,85). Ancak, IYE ve hiperbilirubinemi arasindaki iliski heniliz agiga
kavusturulamamustir (14,16).
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IYE iliskili indirekt hiperbilirbineminin nedeninin E.coli ve diger Gram (-)
mikroorganizmalarin yol agtigi hemoliz oldugu, direkt hiperbilirbineminin ise kolestaza bagl
olabilecegi dusunulmistir (14). IYEnin nasil kolestaza yol acabildigi tam olarak
bilinmemekle beraber, karacigerde mikrosirkulatuvar diizeyde dolasim bozukluklarinin, direkt
bakteriyel drinlerin ya da endotoksin aracili mediyatdrlerin  neden olabilecegi ileri
sirdlmustar (86,87). Yenidoganlardaki immatir konjugasyon mekanizmast nedeni ile hafif
hemolizler  bile serum biliribin  dizeylerini  arttirabilmektedir  (14). Boylece
hiperbilirtibineminin ok siddetli olmayan 1Y E’de bile uyarici bir bulgu olacag: distindlebilir.

Sekiz haftadan kiclk ve febril infantlarda 1Y E oram %5-11 olarak bildirilmistir (88-
90). Asemptomatik ve afebril sarilikli infantlarda yapilan calismalar Tablo 1’ de 6zetlenmistir.
IYE saptanma oranlari, sekiz haftadan kiicik 160 hastada % 7,5, iki haftadan kigik 102
yenidoganda %8, 2-4 haftalik 100 yenidoganda %06, ortalama yaslar1 10 giin olan 400 hastada
%05,8 olarak bulunmustur (14-16,85). %68'i asemptomatik ve afebril olan, yaslar1 3-25 giin
arasinda degisen sar1likli 462 yenidoganda 1Y E oram %6,5 bulunmustur (91). Garciave ark.’a
ait calismada 0zellikle sarilig1 postnatal sekizinci giinden sonra ortaya ¢ikan yenidoganlarda
IYE insidansinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (14). Bu serilerde IYE bulunan sarilikh
infantlarda %55 e varan oranlarda triner sistem anomalilerine dikkat cekilmektedir. Uriner
sistem anomalileri olan hastalarin 1Y E yatkinhigimin arttigi ve bu hastalarda I'Y E’ nin sonucu
olarak hiperbiliribineminin ortaya ¢iktigi dusintlmustir (14).

Cocukluk caginda ilk febril IYE sonrasi akut donemde renal sintigrafik bulgularin
teknesyum-99m dimerkaptosiiksinik asit (DMSA) ile degerlendirilmesi sonucu pozitif
bulgulara rastlama olasiligi Kotoula ve ark.’mn 57 ¢ocugu kapsayan calismasinda %47,3,
Doganis ve ark.” mn 278 infant Uzerindeki ¢calismasinda %57, Fernandez-M enandez ve ark’ nin
158 cocugu iceren serisinde %48,7 ve Hoberman ve ark.’mn 309 cocugu kapsayan
calismasinda %61 oraninda bildirilmistir (92-95). Yenidogan doneminde IYE sonrasi akut
bulgularin degerlendirildigi Xinias ve ark. tarafindan yapilan calismada ise, hastalarin
%46,7'sinde akut sintigrafik bulgulara rastlanmis olup, diger gocukluk ¢agi degerleri ile
benzerdir (91). Bu calismada IYE esnasinda pozitif kortikal DMSA bulgusu olan
yenidoganlarin bilirtibin duzeylerinin, DMSA bulgusu olmayanlara gore anlamli olarak
yiksek oldugu gbzlenmistir (91). Pashapour ve ark. tarafindan yine yenidogan déneminde
IYE saptanan sarilikli hastalarn kapsayan diger bir calismada, hastalarin %33,3' tinde
sintigrafik bulguya rastlanmis, ancak degerlendirmenin zamanlamas: belirtilmemistir (16).
Bilgen ve ark.’ nin yaptig1 calismada ise IY E saptanan sekiz ikterik yenidogandan enfeksiyon
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Tablo 1. Asemptomatik ve afebril sarilikli infantlarda yapilmis calismalar

Garciaveark. Bilgen ve ark. Pashapour ve ark. Ghaemi veark. Xiniasve ark.”
(Kaynak 14) (Kaynak 15) (Kaynak 16) (Kaynak 85) (Kaynak 91)
Y as grubu <8 hafta <2 hafta 2-4 hafta Ort. 10 glin 3-25 gun
Toplam hasta say1st 160 102 100 400 462
IYE (+) hasta sayisi 12 (%7,5) 8 (%7,8) 6 (%6) 23 (%5,8) 30 (%6,5)
Idrar amayolu Kateter Kateter Suprapubik aspirasyon Suprapubik aspirasyon Suprapubik aspirasyon
Uriner anomali (+) hasta 6 (%55)* 3 (%37,5) 1 (%16,6) 4 (%17,4) 5(%16,6)
Ultrasonografik anormallik HN: 3 HN: 1 HN: O HN: ? HN: 1
PE: 2 PE: 2 PE: O PE: ? PE: 2
Tas: 1
VUR O** 1 (%12,5) 1 (%16,6) 1 5 (%16,6)
3-4.derece (U) 3-4.derece (U) ? 2.derece (U): 2
3.derece (U): 2
4.derece (B): 1
Sintigrafik degisiklik - O*** 1 (%16,6) - 14 (%46,7)
DMSA ¢ekim zamanm - 3.ay ? - Akut donem

IYE: idrar yolu enfeksiyonu, VUR: vezikoureteral reflti, HN:
* Hastalarin %32 sinde semptom vardh.

*: Ultrasonografi yapilabilen 11 hastaya gére oranlanmustir.
**: 6 hastamn 4’ ine VCUG yapilabilmisgtir.

***: 8 hastanmin 7’sine DM SA yapilabilmistir.

91

hidronefroz, PE: pelviektazi, U: unilateral, B: bilatera



sonrasi Uglincti ayda sintigrafik calisma yapilan yedisinin hicbirinde patolojik bulguya
rastlanmamstir (15). Bu verilere bakilarak 1YE’ de bilirtibinin koruyucu ya da renal hasari
arttirict etkilerini hakkinda net bir kaniya varmak mimkiin goriinmemektedir.

Bu calismanin amaci, yenidoganlarda iYE esnasinda mevcut olan yiksek indirekt

bilirtbin dizeylerinin renal hasar1 6nlemede ya da hafifletmede bir roli olup olmadigin
arastrmaktir. Bu amagla, piyelonefrit olusturulan sicanlara eksojen yolla indirekt bilirtibin
uygulayarak hiperbiliriibineminin histopatolojik degisiklikler, fibrozisin
immunohistokimyasal belirtecleri, apoptoz ve oksidan/anti-oksidan sistem ve renal hasarin
iyilesmesi Uzerine etkileri incelenmistir.

17



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Her biri 7 haftalik, ortalama agirliklari 200-300g olan, inbreeding yetistirilmis, yedinci
jenerasyon (F7), 32 adet Wistar albino susu disi sican Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Deney Hayvanlar: Arastirma Laboratuvarr’ ndan saglanarak ¢alismaya alindi. Sicanlar ¢alisma
siiresince oda 1sisinda (20+2°C) ve 12'ser saatlik giin isigi/karanlik ortaminda tutulup, standart
pelet sican yemi ile beslendi ve suya serbestce ulasabilmeleri sagland.

3.2. Escherichia coli (E. Coli) Soltisyonu

1mL’de 10" P-pilili Escherichia coli susu (ATCC 25922) iceren ve kullanilacag: giin
logaritmik (reme fazinda olan bakteri soliisyonu, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvar’ ndan temin edildi. Solisyon,
sicanlara enjekte edilecegi gin laboratuvardan taze olarak teslim alind.

3.3. Antibiyotik Uygulamas

Sicanlardan antibiyotik uygulanacak gruptakilere bakteri inokilasyonunun 3. gininden
itibaren 5 guin stire ile 15mg/kg dozunda siprofloksasin giinde iki kere intraperitoneal olarak
uyguland: (96).

3.4. Bilirubin Solusyonlarimin Hazirlanmas

0,1M NaOH ile 0,1M HCI soltsyonu kullamilarak pH 7,8 olacak sekilde hazirlanan ve
ImL’de 4 mg sentetik biliribin igeren ¢ozeltiler guinlik olarak hazirlandi. Aluminyum folyo
icinde muhafaza edilen ¢ozeltiler, en kisa sirede 4mg/mL/100mg dozunda intraperitoneal
olarak sicanlara uyguland: (97).

Calisma oncesi iki sicana bu dozda biliribin bes gin sire ile uygulandiktan sonra
kuyruk venlerinden alinan kan orneklerinde total bilirtibin dizeyleri 4,7mg/dL ve 5,1mg/dL
saptandi. Bu sonuclar, modelin alindigi kaynaktaki verilere (ortalama 6+0,05mg/dL) yakin
bulundu (97).

3.5. Calisma Protokol

3.5.1. Piyelonefrit Modelinin Olusturulmas

Idrar analizleri yapilarak idrar kiltiirlerinde tremesi olmayan 32 sican ¢alismaya alind.
Eter anestezisi altinda iken tim sicanlarin karin 6n duvarlari énce %70’ lik etanol, ardindan
batikon (Batticon ™ ) ile silinerek vertikal abdominal insizyon ile acildi. Her iki bdbrek
parankimine giinliik hazirlanan 10" bakteri/mL Escherichia coli (ATCC 25922 susu) igeren
0,1mL bakteri soliisyonu (1 x 10° kol) insiilin enjektorii ile korteksten girilerek medullaya dek

18



parankimi zedelemeden yavasca inokile edildi. Inokilasyon sonrasi 24. saatte tim
sicanlardan idrar kaltirleri alindi. Orneklerin tamaminda E. coli dredigi icin tim sicanlar
calismaya alind.

3.5.2. Calisma Gruplarimn Belirlenmes

Her birinde 8 sican bulunacak sekilde 4 grup olusturuldu. Gruplar asagidaki sekilde
belirlendi ve 6zellikleri Tablo 2'de Gzetlendi.

Grup 1: Tedavisiz izlenecek grup

Grup 2: Sadece antibiyotik alan grup

Grup 3: Sadece hilirtibin alan grup

Grup 4: Antibiyotik ve bilirtibin alan grup

Tablo 2: Calismada olusturulan gruplar ve uygulamalar.
Grupl Grup2 Grup3 Grup4d

E.coli + + + +
Antibiyotik - + - +
Biliribin - - + +

3.5.3. Calismanin Uygulama Siir eci

Piyelonefrit olusturulup tedavi verilmeyen sicanlar (Grup 1) kontrol grubu olarak kabul
edildi. Grup 2 ve Grup 4'teki sicanlara belirlenen dozlarda antibiyotik bakteri
inokllasyonunun 3. guninden itibaren 5 gin sire ile uygulandi. Grup 3 ve Grup 4'teki
sicanlara ise bakteri inokllasyonundan hemen dnce baslamak Uzere, toplam 8 guin (antibiyotik
tedavi slresinin sonuna kadar) sire ile ginde bir kere ve yukarida belirtilen dozlarda
intraperitoneal biliribin uygulandi.

3.5.4. Sakrifikasyon ve Dokularin Dagilim

Tdm gruplardaki sicanlarin yarisi (n:4) ¢alismanin 9. gununde (antibiyotik ve/veya
bilirubin uygulamasinin sonunda) sakrifiye edildi. Her iki bobrek cikarildi. Sol bobrekler
sagital olarak kesilip formaline konarak patolojik inceleme ve immunhistokimyasal ¢calismalar
icin fikse edildi. Sag bobrekler ise yine sagital olarak kesilerek bir yarilart lipid
peroksidasyonu ve anti-oksidan enzim dizeylerini galismak Uzere -80°C’de dondurulurken,
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diger yarilari TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate nick end-labeling) kiti ile apoptotik hiicre sayilarini belirlemek tzere formaliniile
fikse edildi. Gruplardaki siganlarin kalan yarisi ise 6 haftamin sonunda sakrifiye edildi.
Cikarilan bobrek dokulari sadece histopatolojik degerlendirme ve immunhistokimyasal
calismalar icin sagital olarak kesilerek formalin ile fikse edildi. Dokular, ¢calismay: yuritecek
ilgili birimlere ulastirildi. Histopatolojik analiz ve immunohistokimyasal incelemeler
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalr nda, apoptoz ve oksidan/anti-
oksidan sissemile ilgili degerlendirmeler Dokuz Eylil Univeristesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalr’ nda gerceklestirildi.

3.5.5. Histopatolojik, Immunohistokimyasal, Apoptotik incelemeler

Sakrifikasyon sonrasi elde edilen bobrek dokulari, oda isisinda %10’ luk formalin
solisyonu iginde 48 saat tespit sonrast rutin parafin takibine alindi. Parafine gomilerek
bloklanan parcalardan Mikrotom (Leica RM2255) yardimiyla 4 pm kalinliginda seri kesitler
alinarak ornekler lizinli lamlara yerlestirildi. Kesitler, Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson
trikrom, Jones metenamin silver ile boyand:i. immunohistokimyasal olarak ise TGF-B3,
MMP-9, TIMP 1, CD34, TUNEL ve Caspase-3 antikorlar: ile boyama uygulandi. Hazirlanan
preparatlar, histopatolojik analiz ve immunohistokimyasal incelemeler icin Zeiss, Axioskop 2
model 151k mikroskopi ile incelendi. Apoptotoik incelemeler ise Olympus BX-50 model 1s1k
mikroskobu ve video kameradan (JVC TK-890E, Japan) olusan goruntl analiz sistemi
araciligiyla bilgisayar ekraninda kaydedilerek degerlendirildi.

3.5.5.1. Histopatolojik incelemeler

Boyanan kesitlerde yapilan mikroskopik incelemelerde dort ana histopatolojik

degisiklik tammlandt:

1. interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonu (IiHI): Interstisyel infiltrasyon
goseren hicre popllasyonu cesitlilik gostermekteydi. Bunlar genellikle
mononikleer hicrelerden olusmakta iken, degisen oranlarda baskin hiicre grubu
olarak polimorfontikleer 16kositlere (PMNL) de rastlanmaktaydi. Bu baslik altinda
inflamatuar aktivite (IA: interstisyel alanda ve/veya tibiiler limende inflamasyonun
akut bileseninin de oldugunu gosteren PMNL miktar1)) ve inflamatuar hiicre
yogunlugu (IHY: tim inflamatuar hiicrelerin kesitlerdeki sayisal miktarina bagl:
‘inflamasyon siddeti’) parametreleri degerlendirildi.

2. Tubudler dilatasyon (non-spesifik tibtler hasarlanma bulgusu)
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3. Hiyalen silendir olusumu (non-spesifik tlbtler hasarlanma bulgusu)

4. Intergtisyel fibrozis-tiibuler atrofi (IF/TA: skar gelisimi)

Interstisyel  fibrozis degerlendirilirken Masson  trikrom, tubller  atrofiyi
degerlendirmede metenamin silver boyast kullanildi. Diger morfolojik degisiklikler ise en iyi
H&E boyasi ile degerlendirildi.

IA, THY, tlbUler dilatasyon ve hiyalen silendir olusumu, olusan hasarin derecesine gore
0-3 arasinda semikantitatif olarak derecelendirildi:

0: hasar yok

1: hafif derecede hasar

2: ortaderecede hasar

3: siddetli hasar

IF/TA, parankimal dokunun tutulum oranina gére 0-3 arasinda derecelendirildi:
0: hasar yok

1: parankimin %5’ den az bir alanda tutulum

2: parankimin %5-10 luk bir kisminda tutulum

3: parankimin %10’ undan fazlasinda tutulum.

Ayrica renal parankimde doku hasarimi gosteren tim bu bulgularin (ITHI, tubller
dilatasyon, hiyalen silendir, IF/TA) saptanchg: alanlar her bobrek icin yiizde alan olarak ifade
edildi.

3.5.5.2. immunohistokimyasal incelemeler

Kesitler, ksilen ile deparafinize edildikten sonra azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglandi. Ardindan, MMP-9 antikorlar: igin antijen agiga ¢gikarma amaci ile
10mM’lik sitrat tamponu icinde basingli yiksek 1sida (“dudukli tencere”) 3 dakika tutuldu.
TIMP-1 boyamasi igin herhangi bir 6n hazirlik yapilmasina gerek olmadi. Kesitler, endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek amaci ile 10 dakika %3 H,O, solisyonu (Merck,
Germany) icinde bekletildi. Once non-spesifik baglanmay: engellemek icin blokan antikorla
20 dakika, sonra primer antikorlarla 1,5 saat oda isisinda nemli bdlmede inkiibasyon
uygulandi. On calismalarla optimal antikor konsantrasyonlariin MMP-9 (US Biological,
Swampscott, MA) icin 1/2500 ve TIMP-1 (Cell Application, Inc. San Diego, CA) icin 1/500
oldugu gordldi. Primer antikorlar ile inkiibasyon sonrasinda biotin ile konjlige sekonder
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antikor 30 dakika siire ile uygulandi. Ug kere PBS ile yikandiktan sonra Histostain SP kit
(Zymed, South San Francisco, CA, USA) kullanilarak avidin-biotin peroksidaz kompleksi ve
ardindan kromojen (3.3’ -diamino-benzidine) tatbiki ile boyanmalar elde edildi. Tum dokular
icin eszamanli olarak kontrol dokular1 da boyandi. Kesitlerde pozitif olarak boyanan alanlarin
yuzdesi belirlendi. Sonuglar 0-3 arasinda derecelendirildi:

0: boyanma yok,

1: fokal pozitiflik, %25 ten az alanda boyanma

2: ortaderecede pozitiflik: %25-50 alanda boyanma

3: yaygin pozitiflik: %50’ den fazla alanda boyanma

Uretici firma ile gorusmelere ragmen TGF-B3 (Gene-tex, Inc. Irvine CA) ve CD 34
(Cell Applications, Inc San Diego, CA) kitleri ile boyama gerceklestirilemedi

3.5.5.3. Apoptotik incelemeler

3.5.5.3.1L.TUNEL Teknigi ile Boyama

Bu teknik icin in situ cell death detection TUNEL system peroksidaz kiti (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) kullanildi. Kesitler boyama icin bir gece 60 C°’lik etlivde
tutulduktan sonra, 3 degisim ksilen ile deparafinizasyon islemi gergeklestirildi. Ardindan
azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi.
Kesitler 15 dakika 20 pg/mL proteinaz-K ile enkiibe edildikten sonra, distile su ile 5 dakika
yikandi. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3'luk H>O, (Merck,
Germany) uygulandiktan sonra 3 defa 5er dakika fosfat tampon solisyonu (Phosphate
Buffered Saline Solution, DBS, Pleasanton, CA) ile yikanan kesitler terminal deoksi
transferaz enzimi ile 37°C de 1 saat enkiibe edildi. Ardindan tampon sollisyonu ile oda
sicakliginda 10 dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-peroksidaz ile 30 dakika enkiibe
edildi. Tampon solisyonu ile yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun goranirligini
saptamak amaciyla diaminobenzidin (DAB, Roche Diagnostics, Germany) ile boyandi. Distile
su ile yikandiktan sonra Harris hematoksilen ile zemin boyamas: yapilan kesitler %80 ve
%95’ lik alkollerde dehidratasyon ve 30'ar dk 3 degisim ksilen ile seffaflastirma isleminden
sonra entellan ile kapatildi. TUNEL ile boyanan kesitlerde apopitotik hiicre sayimi yapildi.
Her sican igin Uger kesitte TUNEL-pozitif tubuler hicreler 40X biyitmede sayilarak alan
basina disen TUNEL-pozitif hiicre oram hesaplandi. TUNEL ile boyanma sadece erken
dénemde sakrifiye edilen siganlarda degerlendirildi.
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3.5.5.3.2.Caspase-3 igin Indirekt immiinohistokimya Y éntemi

Kesitler 24 saat 60°C etlivde bekletildikten sonra immunohistokimyasal yontemle
boyandi. Caspase-3 immunoreaktivitesinin gosteriimesi amaciyla sigan igin spesifik anti-
caspase-3 (1:200; Neomarkers, Fremont, CA) antikoru kullamldi. Kesitler, TUNEL ydntemi
ile boyamadakine benzer sekilde sirasi ile ksilol, alkol, Proteinaz K, H,O, ve fosfat tamponu
ile muamele edildikten sonra Caspase-3 antikoru ile bir gece +4°C’de enkiibe edildi. Ertesi
gun fosfatl tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor ile
30 dk enktibe edildi. Sekonder antikor Vector Elite ABC kit (Vector Labs, Burlingame, CA)
ile baglandiktan sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi 0.02% diaminobenzidin
kullanilarak gorinir hale getirildi. Zemin boyamas: Harris hematoksilen ile yapildi. Dereceli
alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma isleminden
sonra entellan ile kapatildi. Bu degerlendirme sadece erken donemde sakrifiye edilen
sicanlarda yapildh.

Sonuclar anti-caspase-3 antikorlar1 ile boyanma sonucuna gére skorlandi:

0: boyanma yok

1. hafif derecede boyanma

2: orta derecede boyanma

3: siddetli boyanma

3.5.6. Oksidan/Anti-Oksidan Sistem Aktivitelerinin Degerlendirilmes

Erken donemde sakrifiye edilen sicanlardan alinan bobrek dokusu ornekleri oksidatif
hasar gostergeleri olan malondialdehit (MDA) seviyeleri ile anti-oksidan enzimler olan
glutatyon peroksidaz (GPX) ve slperoksit dismutazin (SOD) enzim aktivitelerinin 6lglimi
yapilana dek -80°C’ de saklandi. Doku MDA seviyeleri Bioxytech MDA-586 (OxisResearch,
Portland, OR) kiti ile kolorimetrik yontemle 6lculdi. GPX aktivitesi Bioxytech c-GPx 340
(OxisResearch, Portland, OR), SOD aktivitesi Bioxytech SOD-525 (OxisResearch, Portland,
OR) kiti kullanmlarak kolorimetrik yontemle Uretici firmamn yonergelerine gore ol¢uldu.

3.5.7. Sonuclarin istatiksel Olarak Degerlendirilmes

Tdm istatistiksel islemler SPSS 11.0 for Windows istatistik program kullanilarak
degerlendirildi. Sonuglar ortalama * standart sapma seklinde ifade edildi. Histopatolojik ya da
immunhistoimyasal sonuclar ki-kare testi ya da nonparametrik Kruskal-Wallis testini takiben
Mann Whitney-U testi ile degerlendirildi. Bu degerlendirmeler yapilirken calismada 4 grup
bulundugundan p<0,0125 (p<0,05 /4) degeri anlaml1 kabul edildi. Doku hasar1 yUzdelerini
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karsilastrmada ise one-way analysis of variance (ANOVA) post hoc Bonferroni testi
kullanildh. Istatistiksel anlamlilik igin p< 0,05 diizeyi esas alind.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik inceleme Sonuglari

Bu incelemeler yapilirken, hem erken hem de ge¢c dénemde her bir gruba ait 4'er
hayvan sakrifiye edilmis, erken dénemde c¢ikarilan sol bobrekler sagital planda kesilerek
formaline konmus, sag bobrekler apoptoz ve oksidan/anti-oksidan sistem calismalari icin -
80°C'de dondurulmak uUzere ilgili birime iletilmisti. Ge¢ donemde ise apoptoz ve
oksidan/anti-oksidan sistem calismalar: planlanmadigi icin her iki bobrek de sagital planda
kesilerek formalin ile sabitlenmislerdi. Standardizasyon saglamak amaci ile erken dénemde
her bir bobregin ayrilan her iki pargasindan da kesitler alinarak sigan basina 2 adet preparat
degerlendirilirken; gec donemde her iki bobregin her iki parcasindan da elde olunan sican
basina 4 adet preparat degerlendirildi.

4.1.1 Erken D6nem Sonuclari

Bu doneme ait veriler ve bunlarin istatiksel karsilastrma sonuclari Tablo 3'te
Ozetlenmis olup, ilgili histopatolojik degisiklikler Sekil 5'te sunulmustur.

Tablo 3: Erken donemde histopatolojik degisiklikler.

1IHI

Tubuler Hiyalen IFITA Doku hasar

IA HY dilatasyon  silendir ylizdesi

(0/1/2/3)* (0/1/2/3*  (0/U2/3)*  (0/1/2/3) (0/y2/3)° (%)
Grl 0/2/0/6 0/0/4/4 0/6/1/1 5/3/0/0 2/412/0 25,0£15,8
Gr2 1/1/3/3 0/3/3/2 2/5/0/1 7/1/0/0 4/2/2/0 12,5+9,6

Gr3 0/1/4/3 0/0/6/2 1/5/2/0 4/4/0/0 2/2/3/1 21,25+10,6
Gr4 2/3/3/0 0/5/1/2 4/4/0/0 6/0/0/2 3/2/3/0 12,0£10,2

p 0,032* 0,113 0,078 0,520 0,633 0,090

IHI: Interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 7A: Inflamatuar aktivite, /HY: /nflamatuar hiicre yogunlugu,
IFITA: Interstisyel fibrozg/ tiibiler atrofi. Her bir scanicin 2 kesit degerlendirildiginden, her grupta toplamn:8
olarak iZlenmektedir. p<0,05 degeri istatiksel olarak anlaml: kabul edilmistir. ® Olusan hasar:n derecesine
gore” 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli” seklinde sniflanan parametrelerin her grup bas:na degerlendirilen 8
kesitte say: olarak karg:l:Klar:. ®; /F/TA parametresinin olusan hasara gore* 0: yok, 1: < %5 alanda tutulum, 2:
%5-10'luk alanda tutulum, 3: > %10 alanda tutulum” seklinde sniflamasin:n her grup bag:na degerlendirilen 8
kesitte say: olarak kargil:klar:. *:p<0,05

4.1.1.1. interstisyel inflamatuar Huicre infiltrasyonu

Bu baslik altinda incelenen parametreler (1A ve IHY) degerlendirilirken Kruskal-Wallis
varyans analizi kullamldi. Sadece inflamatuar aktivitenin gruplar arasinda anlamli derecede
farkli oldugu gézlendi (p: 0,032). Bu farkliligin hangi gruptan kaynaklandigina dair yapilan
ileri testlerde, aktivitenin Grup 4'te Grup 1'e gore anlamli derecede azalmis oldugu goérdldi
(p:0,011, Tablo 4).
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Sekil 5: Erken dénemde Grup 1 ve 4 arasinda IA’min karsilastirilmast. Grup 1’ de kalabalik
PMNL gruplart ile dolu ¢ok sayida tibdl izlenirken (a2 H&E x 200; b: PAMS X 400), Grup
4'te inflamasyonun aktivitesi daha disik olup az sayida ttbilde PMNL kimesine
rastkanmaktadir (c: H&E x 200; d: PAMS X 400).

Tablo 4. Erken donemde inflamatuar aktivitedeki anlamli farkliligin gruplar arasinda
degerlendirilmesi.

Karsilastirilan IA

Gruplar p
1-2a 0,244
1-3a 0,384

1-4a 0,011*

2-3a 0,735
2-4a 0,080
34 a 0,017

IA: Inflamatuar aktivite, *:p<0,0125.
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4.1.1.2.Tubuler Dilatasyon
Gruplar arasinda anlaml: farka rastlanmadh (p: 0,078).

4.1.1.3.Hiyalen Silendir
Gruplar arasinda anlaml: farka rastlanmadh (p: 0,520).

4.1.1.4. interstisyel Fibrozis-Tiibiler Atrofi
Gruplar arasinda anlaml: farka rastlanmad (p: 0,633).

4.1.1.5. Doku Hasar1 Yilzdes

Gruplar arasinda anlaml: farka rastlanmad (p: 0,396)

4.1.2 Geg Donem Sonuclar:

Bu doneme ait veriler ve bunlarin istatiksel karsilastrma sonuclari Tablo 5'te
Ozetlenmis olup, ilgili histopatolojik degisiklikler Sekil 6’ da sunulmustur.

Tablo 5: Geg donemde histopatolojik degisiklikler.

1IHI

Tubuler Hiyalen IFITA Doku hasar

IA IHY dilatasyon  silendir ylzdesi

(0/1/2/3)* O/y2/3)*  (O/v23*  (0/uy213)? (0/y2/3)° (%)

Grl 6/6/3/1 0/3/10/3 10/3/2/1 6/7/2/1 8/6/2/0 16,4+13,2
Gr2 8/8/0/0 1/3/9/3 13/2/1/0 5/10/1/0 6/9/1/0 12,4+10,4

Gr3 12/4/0/0 2/11/172 15/1/0/0 5/11/0/0 13/3/0/0 9,246,5

Gr4 14/2/0/0 1/2/9/4 12/4/0/0 10/6/0/0 15/1/0/0 8,1t7,7

p 0,007* 0,008* 0,156 0,907 0,002* 0,085

IMHI: Interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 7A: Inflamatuar aktivite, /HY: /nflamatuar hiicre yogunlugu,
IFITA: Interstisyel fibrozig/ tilbiler atrofi. Her bir sican icin 4 kesit degerlendirildiginden, her grupta toplam
n: 16 olarak izlenmektedir. p<0,05 degeri istatiksel olarak anlaml: kabul edilmigtir.  Olusan hasar:n derecesine
gore” 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli” seklinde sniflanan parametrelerin her grup bas:na degerlendirilen 8
kesitte say: olarak karg:l:Klar:. ®; /F/TA parametresinin olusan hasara gore* 0: yok, 1: < %5 alanda tutulum, 2:
%5-10'luk alanda tutulum, 3: > %10 alanda tutulum” seklinde sniflamasin:n her grup bag:na degerlendirilen 8
kesitte say: olarak kargil:klar:. *:p<0,05

4.1.2.1. interstisyel inflamatuar Hiicre infiltrasyonu

IA ve IHY Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildiginde, her iki parametrenin
de gruplar arasinda anlamli derecede farklilik gosterdigi saptandi (sirasi ile p: 0,007 ve p:
0,008).
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Bu istatiksel anlamliliklarin hangi gruplardan kaynaklandigini bulmaya yonelik yapilan
ileri testlerde IA’ min Grup 4'te grup 1’ e gore anlamli derecede azalmis oldugu, IHYnin Grup
3'te Grup 1 ve Grup 4’ e gbre anlamli olarak azalmis oldugu gorulda (Tablo 6).

gore belirgin disiik THY izlenmektedir (aGrup 1, H-E x 100; b: Grup 3, H-E X 200).

Tablo 6: Geg donemde inflamatuar aktivite ve interstisyel tutulumda anlamli farkliliga yol
acan gruplar.

Karsilastirilan IA HY IFTA
Gruplar p p p
1-2a 0,186 0,733 0,676
1-3a 0,018 0,003* 0,052
1-4a 0,003* 0,831 0,006*
2-3a 0,151 0,013 0,012*
2-4a 0,024 0,615 0,012*
34 a 0,373 0,006* 0,293

IA:  Inflamatuar aktivite, [HY: Inflamatuar hicre yogunlugu, [F/TA: Interstisyel fibrozs/tubuler
atrofi.*:p<0,0125

4.1.2.2. Tubuler Dilatasyon
Gruplar arasinda anlamli farka rastlanmad: (p: 0,156).
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4.1.2.3. Hyalen Silendir
Gruplar arasinda anlamli farka rastlanmad: (p: 0,907).

4.1.2.4. interstisyel FibrozigTlbdiler Atrofi

IFITA gec donemde Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildigine gruplar
arasinda anlaml1 olarak farkl: oldugu goruldi (p:0,002). Farkin hangi gruplar arasinda oldugu
ikili karsilastirmalar ile degerlendirildiginde IF/TA bulgusunun Grup 4'te grup 1 ve Grup
2'ye gore ve Grup 3'te Grup 2'ye gore anlamli derecede azalmis oldugu goérildi (Tablo 6,
Sekil 7).

Sekil 7: Geg donemde Grup 2 ve 4 arasmda IF/TA nin kar$l|a$tll’l| masi. Grup 1’ de Grup 4'e
gore belirgin derecede diisik IF/TA izlenmektedir (aGrup 1, MT x 100; b: Grup 4, MT x
100).

4.1.2.5. Doku hasar1 ylzdes
Gruplar arasinda anlamli farka rastlanmad: (p: 0,085).

4.2. immunohistokimyasal inceleme Sonuclari

MMP-9 ve TIMP-1 dizey degerlendirmeleri ise hem erken hem de gec donemler icin
yapildi. MMP-9'un bobreklerde proksimal ve distal tibul epitel hiicreleri ile endotel
tarafindan eksprese edildigi gorildi. En kuvvetli ekspresyon proksimal ttbillerin S3
segmentindeydi. inflamasyon alanlarinda boyanmamin siddetinin diistiizii ve kayboldugu
gozlendi. TIMP-1 ekspresyonu ise zedelenme alanindan uzaktaki peritbller kapillerler,
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glomertller ve vaza rektadaki normal endotel hiicrelerinde izlendi. TIMP-1 icin immin
reaksiyon inflamasyon alanlarinda kaybolmakta veya azalmakta idi. Ek olarak plazma
hicreleri ve akut inflamasyona yakin nadir proksmal ve distal tubillerde de boyanma
saptand.

4.2.1. Erken D6nem Sonuclary

Gruplar arasinda MMP-9 ve TIMP-1 ekspresyon skorlari agisindan anlamli farka
rastlanmad: (sirast ile p: 0,282, p: 0,244, Tablo 7).

4.2.2. Geg D6nem Sonuglari

Gruplar arasinda MMP-9 ekspresyon dereceleri agisindan anlaml: farka rastlanmad: (p:
0,471, Tablo 7, Sekil 8). TIMP-1 ekspresyonunun gruplar arasinda farkli oldugu (0,007) ve bu
farkin Grup 3'teki boyanmanmin Grup 2'ye gore anlamli derecede azalmis olmasindan
kaynaklandigi goruldii (Tablo 7 ve 8, Sekil 9).

Tablo 7: Erken ve geg donemde TIMP-1 ve MMP-9'un gruplar arasindaki dagilimu.

Erken donem Geg donem

MMP-9 TIMP-1 MMP-9 TIMP-1

(01/2/3)2 (0r/2/3)2 (0/1/2/3)? (0/1/2/3)2

Gr1l 0/3/2/3 1/2/3/2 4/5/5/2 7/4/5/0
Gr 2 1/3/4/0 1/3/4/0 1/9/5/1 4/6/6/0
Gr3 0/1/6/1 1/6/1/0 3/10/3/0 13/3/0/0
Gr4 0/2/3/3 0/4/4/0 5/6/5/0 6/7/2/1
P 0,282 0,244 0,471 0,007*

% Boyanma oranlarina gore ” O: yok, 1:<%25 alanda boyanma, 2:%25-50 alanda boyanma, 3:>%b0 alanda

boyanma” seklinde scniflanan parametrelerin, grup basina erken dénemde 8,gec donemde ise 16 kedtte say:
olarak kargil:klar:. *: p<0,05

Tablo 8: Geg donemde glomertler TIMP-1 antikoru ile boyanma sonuglarinin gruplar
arasinda karsilastirilmasi.

Karsilastirnlan ~ TIMP-1 antikoru ile

Gruplar boyanma
p
1-2a 0,401
1-3a 0,015
1-4a 0,968
2-3a 0,001*
2-4a 0,317
34 a 0,021
*:p<0,0125
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Sekil 8: Geg dénemde Grup 1'de MMP-9 ekspresyonu. inflamasyon bdlgesinde MMP-9
ekspresyonunun soldugu izlenmektedir (anti-MMP-9 Ab X 100).

. ' -%I s
i = 3
o i . ey e T
Sekil 9: Geg donemde Grup 2 ve 3 arasinda TIMP-1 ekspresyonunun karsilastiriimasi. Grup
3'de Grup 2'ye gore daha zayif bir TIMP-1 ekspresyonu izlenmektedir. (a2 Grup 2, anti-
TIMP-1 Ab x 100; b: Grup 3, anti-TIMP-1 Ab X 100).
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4.3. Apoptotik inceleme Sonuclari

4.3.1. TUNEL Teknigi ile Boyanma Sonuglari

TUNEL ile boyanan apoptotik hiicre oranlarinin Grup 3 ve Grup 4'te Grup 1'e gore
anlaml1 miktarda azalmis oldugu izlendi (p<0.01) (Sekil 10).

TUNEL (+) hiicre sayilari

¢ 4
IS
3
[&]
29 * *
z
o 1 T
P
20

1 2 3 4

Gruplar

Sekil 10: Gruplara ait TUNEL (+) hticrelerin dagilimi [*Grup 3 ve 4’ e ait ortalama TUNEL
(+) hticre sayilar1 Grup 1'e ait ortalama TUNEL (+) hiicre sayilarina gore duistktir (p<0.01)].

4.3.2. Caspase-3 icin Indirekt Immiinohistokimya Yontemi ile Degerlendirme
Sonuglari

Deneye alinan her sican basina birer kesit, immunohistokimyasal olarak anti-caspase-3
antikorlar1 ile boyanarak degerlendirildi (Sekil 11). Gruplar arasindaki fark Kruskal-Wallis
varyans analizi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bulundu (p: 0,021, Tablo
9). Ancak, takiben ikili gruplar arasindaki farklilik p<0,0125 (0,05/4) degeri anlaml1 kabul
edilerek degerlendirildiginde anlamli bir farka rastlanmad: (Tablo 10). Sonug olarak, anti-
caspase-3 antikorlar: ile boyanma oranlarinin Grupl’den Grup 4’ e dogru azalma gosterdigi,
gruplar arasi farka en belirgin Grup 1 ve Grup 4 arasinda oldugu (Sekil 12), ancak p
degerindeki duizeltme nedeni ile bu farkin istatiksel olarak ispatlanamadig: distndldu.
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Tablo 9: Erken donemde Caspase-3 antikoru ile boyanma sonuclari

Caspase-3 antikoru
ile boyanma
(orv23)2
Grl 0/0/U/3
Gr2 0/0/2/2
Gr3 0/2/2/0
Gr4 0/3/1/0
p 0,021

& Olusan hasar:n derecesine gore” 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli” seklinde sn:flanan parametrelerin her

sican bag:na degerlendirilen tek kesitte say: olarak karg:liklar.: *: p<0,05

Sekil 11. Caspase-3 icin immunohistokimya uygulanan bobrek Kkesitleri. Caspase-3
immunreaktivitesi 1. ve 2. gruplarda (A, B) yuksek, 3. ve 4. gruplarda (C, D) azalmis olarak
izlenmektedir (Bar= 30 pum)
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Tablo 10: Erken donemde Caspase-3 antikoru ile boyanma sonuclarinin gruplar arasinda

karsilastirilmasi.

Karsilastirilan Caspase-3ile

Gruplar boyanma
1-2a 0,495
1-3a 0,032
1-4a 0,022
2-3a 0,061
2-4a 0,032
34 a 0,495

*:p<0,0125 anlaml: kabul edildi.

Caspase-3 (+) hiicre yogunlugu

w

n
&l

N

- 1

o
&l

ile boyanma yogunlugu
-
(4]

ortalama caspase-3 antikoru

o

Gruplar

Sekil 12: Gruplara ait Caspase-3 (+) hicrelerin yogunlugu

4.4. Oksidan/Antioksidan Sistem Aktivite Sonuclari

MDA seviyelerinin Sadece Grup 4'te Grup 1'e gore anlamli olarak azalmis oldugu
(p<0,05), GPX dizeylerinin yine Grup 4 ‘te Grup 1'e gore yuksek izlendigi, ancak bunun
istatiksel olarak anlamli olmadig: (p: 0,383) ve SOD aktivitesinin Grup 2 ve Grup 4'te Grup
1'e gore anlaml1 olarak artmis oldugu gozlendi (her ikisi icin de p<0,05) (Sekil 13-15).



MDA miktarlari

14
12
10

MDA (nmol/mr protein)

oON b O ©

Gruplar

Sekil 13: Gruplaraait MDA degerlerinin dagilim [*: Grup 4’ e ait ortalama MDA dizeyleri
Grup 1’ e ait degerlere gore anlamli derecede dusik (p<0,05)].

GPX aktiviteleri

500
400
300
200
100

GPX (mU/mg protein)

Gruplar

Sekil 14: Gruplara ait GPX aktivitelerinin dagilimi. [Grup 4'te GPX aktivitesi belirgin olarak
yuksek izlenmekle beraber istatiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05)].
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SOD aktiviteleri

3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

SOD (U/mg protein)

Gruplar

Sekil 15: Gruplara ait SOD aktivitelerinin dagilim [*: Grup 2 ve 4’e ait ortalama SOD
aktiviteleri Grup 1’ e gore anlamli derecede yuksektir (p<0,05)].
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5. TARTISMA
Calismamizda, sicanlarda olusturulan deneysel piyelonefit modelinde eksojen indirekt

bilirtibin uygulamasinin renal doku Uzerine etkilerinin arastirilmas: hedeflenmistir. Arastirma
konusu olarak bilirtibinin tercih edilme nedeni ise dnceleri toksik etkileri Gizerinde durulurken,
son yillarda anti-oksidan ve sitoprotektif Ozellikleri 6n plana ¢ikan bir molekil olmasi,
renoprotektif etkileri akut ve kronik bobrek hasarinda pek cok kez gosterilmis olan HO-1
enzim indiksiyonunun son Urinid olmasi ve insanlarda yenidogan doneminde siklikla
normalden yuksek diizeylerde bulunmasidir (10,13,83,84).

Yenidoganlarin  %60'inda  hayatlarimin ik haftasinda  klinik  olarak  sarilik
gozlenmektedir (83,84). Bu bebeklerin ¢cok azinda altta yatan hemolitik hastalik, metabolik ya
da endokrin bozukluk, karacigerde enzim eksiklikleri ya da bakteriyemi/sepsis gibi 6nemli bir
hastaliga rastlandigindan bu donemdeki sarilik “fizyolojik” olarak kabul edilmektedir
(15,83,84). Gunimiizde IYE'nin agiklanamayan ya da uzamis (miad bebeklerde ikinci
haftadan, prematirelerde Ucuni haftadan sonra devam eden) sariliklar ile iliskili oldugu iyi
bilinmektedir (14-16). Yenidogan donemindeki 1YE'de klinik bulgular ates, huzursuzluk,
kusma, beslenmeyi reddetme, diyare, blytime geriligi, letarji, oligiri ya da politri seklinde
anormal idrar paterni, kétl kokulu idrar ve sarilik gibi 6zgin olmayan bulgular icerdiginden
tam koymak guctir (91,98). Sarilik ilk bulgulardan biri olabilecegi i¢in de uzamis sariligi olan
hastalarin rutin olarak 1Y E agisindan arastiriimalar: 6nerilmektedir (14-16,91).

Sekiz haftadan kiiclk ve febril infantlarda IY E oram %5-11 (88-90) bulunurken, sekiz
haftadan kicuk asemptomatik ve afebril farkli yas grubundaki sarilikli infantlarda bu oran
%6-8 bulunmustur (14,15,91). Asemptomatik ve sariligi olmayan yenidoganlarda IYE
insidanst %0,7-1,4 olarak bildirilmistir (99,100). Sonug olarak, hiperbiliribinemisi olan
yenidoganlarda semptomsuz IYE oram febril hastalardaki IYE oram ile benzerdir ve bu
veriler sarilikli yenidoganlarin 1Y E agisindan degerlendirilmesinin gerekgesini olusturur.

Birliktelikleri sik gorilmekle beraber, 1Y E ve hiperbiliriibinemi arasindaki iliski halen
tam olarak agiklanamamistir. Xinias ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, pozitif kortikal
DMSA bulgusu olan yenidoganlarin bilirtibin diizeylerinin, bulgusu olmayanlara gore anlamli
olarak yuksek oldugu gozlenmistir. Bu durum, kortikal degisiklikleri olan hastalarin
bakteriyemi miktarinin daha yiiksek olmasi ve siddetli enfeksiyonun daha yogun bir hemolize
yol agmasi ile iligkilendirilmistir (91). Ayrica, biliribinin HO-1 enzim aktivitesi sonucu
ortaya ¢iktig1 ve enzim aktivitesinin enfeksiyon ile uyarildigi goz 6niine alindiginda, yiksek
biliriibin diizeyinin enfeksiyonun siddetini yansittig1 dustintilebilir. Ote yandan, biliribinin in
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vitro kosullarda mesane ve Ureter diz kaslarinda dilatasyona yol agtigi gosterilmis ve bu
durumun Uriner staza yol agarak IYE'ye yatkinlik yaratabilecegi ileri surtlmustir (101).
Kisacasi, IYE ile birlikte goriilen hiperbilirtibineminin sebep mi sonu¢ mu oldugu halen agiga
kavusturulamamustir.

Hayatin ilk aylarinda IYE'ye yatkinhgin arttigi bilinmektedir. Bunun nedeninin
bagisiklik sistemindeki yetersizlik oldugu ileri surtlmistir (102). Renal hasarlanma riskinin
yas ile ters orantil1 olarak degistigi ve daha kicuk yaslardaki hastalarin bobreklerinin renal
hasara daha yatkin oldugu bilinmektedir (102,103). IYE tamsi koymak, hastalarin
asemptomatik olmasi ya da huzursuzluk, kusma, beslenme bozuklugu ya da ates gibi 6zgin
olmayan belirtiler gostermesi, uygun idrar drnegi elde etmek icin suprapubik aspirasyon ya da
kateter kullanmm gibi invazif islemler gerektirmesi nedeni ile zordur (91). Ayrica, bu yas
grubunda tibuler immatdrite nedeni ile akut donemde renal parankimal etkilenmenin DM SA
ile dogrulanmast da guctir. Bu nedenlerle, hiperbiliribinemisi olan ve olmayan
yenidoganlarda 1Y E’ nin bobrek dokusu tizerine etkilerini karsilastiran bir calisma planlanmasi
guctir ve literatirde heniz boyle bir calisma bulunmamaktadir. Sonug olarak,
hiperbilirtibineminin IYE iliskili renal doku hasar: tizerine etkileri bilinmemektedir.

Bu calisma, deneysel bir modelde hiperibilirtibineminin 1Y E iliskili renal hasar tizerine
etkilerini incelemektedir. Daha Once yapilan deneysel calismalarda, daha ok bilirtibinin
transplantasyon esnasinda bobregin maruz kaldig: hasari temsil eden iIRH modellerindeki
etkileri calisilmigtr  (10,11,13). Mevcut calisma, IRH'nin  piyelonefritin  bilinen bir
komponenti olmasi (67,68), dnceki calismalarda bilirtibinin IRH izerine olumlu etkilerinin
gogerilmis olmasit (13), bilirubinin yenidoganlardaki bilinen potansiyel anti-oksidan
ozellikleri (6) ve yenidoganlardaki 1Y E ve hiperbilirtibinemi birlikteliginin siklig1 (14-16) g6z
Onine alinarak planlanmstir. Calismamizin digerlerinden farki, bilirtbinin piyelonefrite bagl
histopatolojik hasar, fibrozis belirleyicileri, apoptoz ve oksidar/anti-oksidan sistem tzerine
etkilerinin de arastirilmis olmasidir.

Bu amagla, daha dnceki ¢alismalarimizda kullamilmis olan deneysel piyelonefrit modeli
ve antibiyotik tedavi semasi kullamlmstir (96,104). Bu metod ile olusturulan piyelonefrit ve
renal skarin, insanlardaki reflti nefropatiyi tamamiyle taklit ettigi ve assendan yol ile olusan
enfeksiyon ile aym mikroskopik bulgulara sahip oldugu bildirilmistir (105,106).
Hiperbiliribinemi ise Vitek ve ark. tarafindan olusturulan modele uygun olarak
intraperitoneal indirekt bilirubin enjeksiyonlar: ile olusturulmustur (97). Daha dnce yapilan
calismalarda, perfizyon sivisi yadalV enjeksiyon icin kullanilan biliriibin dozlar1 genis bir
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araliga yayillmis olup, uygun ve etkin net bir doz bildirilmemistir. Calismalarin ¢cogu kisa
sireli IRH'yi degerlendiren calismalar olup tek seferlik perfiizyon ya da IV uygulamalardan
ibarettir  (10,11,13). Calismamizda akut piyelonefrit modeli gelistirilen sicanlarda
inflamasyon, oksidan etkiler, renal skar gibi daha uzun sireli etkiler degerlendirileceginden
intraperitoneal yol ile 8 gun bilirtibin kullanilmasi tercih edilmis ve bu amacla eksojen
indirekt bilirtibin verilerek hiperbiliribinemik etkinin degerlendirilmesi planlanmustir.
Calismanin UDPGT enzimi defekti bulunan hiperbiliribinemik Gunn tipi sicanlar Uzerinde
yapilmasi, 0Ozellikle hiperbiliribineminin  yenidogandaki IYE (zerindeki etkilerinin
arastirilmast icin daha uygun bir secenek idiyse de, bu tur sicanlara ulasilmast mimkan
olmadigindan, uzun sireli intraperitoneal biliribin uygulama metodu kullamilmistir (97).
Calismamizda yenidogan ratlar yerine insanlardaki adolesan yas grubuna uyan 6-8 haftalik
ratlarin kullaniima nedeni ise, yenidogan yas grubuna uyan 1 haftalik ratlarda batimn agilmasi
isleminin teknik olarak glic olmasi ve uygun intrarenal bakteri inokulasyonu modelinin
bulunamamasidr.

Bu calismamin sonucunda, akut donemdeki inflamasyonu baskilamada sadece
antibiyotik ya da biliribin kullanimimin yeterli olmadigi, ancak antibiyotik+bilirtibin
uygulamasinin inflamatuar aktiviteyi kontrol (piyelonefrit) grubuna gére anlamli derecede
azalttigi izlenmistir. Ge¢g donemde ise inflamatuar aktivitenin yine antibiyotik+bilirtibin
uygulamasi ile kontrol grubuna goére azaldigi, inflamatuar hiicre yogunlugunun ise bilirtibin
alan grupta, kontrol grubu ve antibiyotik+biliribin alan gruplara gére anlamli derecede
azaldigi gortlmistir. Ozellikle gec donemde skari temsil eden IF/TA bulgusunun
antibiyotik+biliribin alan grupta kontrol grubu ve antibiyotik alan gruba gore anlaml:
derecede azaldigi, bilirtibin alan grupta ise antibiyotik grubuna gore anlamli olarak azaldig:
gordlmistr. Geg donemdeki bulgulardan fibrozisin immunohistokimyasal boyanmalara
yansimast olan TIMP-1 ile boyanma ise sadece biliriibin alan grupta antibiyotik alan gruba
gore anlaml1 derecede dusik bulunmustur.

Calismamizda, sadece antibiyotik alan grup ile kontrol (piyelonefrit) grubu arasinda
erken ya da ge¢ donemlerde fark cikmamasi dnceki calismalar ile benzerlik gostermektedir.
Haraoka ve ark. yaptiklari calismada, ancak bakteri maruziyeti sonrasi 4. saatte verilen
antibiyotigin skar olusumunu engelledigi, 72.saatte verilen antibiyotigin ise anlamli fark
yaratmadhgi gosterilmistir (107). Yagmurlu ve ark.”’mn ¢alismasinda da antibiyotik alan grup
ile piyelonefrit grubu arasinda inflamasyon ve skar belirtegleri agisindan anlamli farka
rastlanmamistir (106). Antibiyotik etkisinin degerlendirildigi modellerde antibiyotiklerin 72.
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saatte uygulanmalarin nedeni, enfeksiyonun dogal seyri esnasinda dokuda gdzlenecek
degisiklikler henliz ortaya cikmadan bakteri eradikasyonunu dnlemektir (96,106,108-110).

Bobrek dokusuna eksojen biliribin uygulanarak gercgeklestirilen diger calismalarda
benzer akut inflamasyon parametreleri kullamlmams oldugu icin  karsilastirma
yapilamamustir. Ancak, biliribinin geg donemde saptanan fibrozis tGizerine koruyucu etkileri,
renal tdbuler hicrelerde TGF-B1 aracili fibronektin ekspresyonunu (fibrotik dokuda yuksek
diizeyde saptanan bir ekstrasellller matriks proteini) azaltarak fibrozisi onledigini bildiren
calisma sonuclar ile értismektedir (111).

Apoptozun degerlendirmesinde, biliribin ve antibiyotik+bilirtibin alan gruplarda
kontrol grubuna gére TUNEL yontemi ile apoptozda anlamli azalma kaydedilmis, caspase-3
antikoru ile boyanmada ise gruplar arast farkin hangi gruptan kaynaklandigi
degerlendirilememistir. Biliribin uygulamas: esnasinda apoptozun benzer yontemlerle
degerlendirildigi baska bir calismaya rastlanmamistir. Ancak, apoptozun 1sik mikroskopisinde
yogun eozinofilik, kuculmis stoplazma ve nikleer periferik bdlgede yogun kromatin igeren
cekirdeklerin varligi ile tammlandigr bir calismada, sisplatin toksisitesine maruz kalan
hiperbiliribinemik homozigot Gunn rat tipi sicanlarda apoptozun belirgin olarak azaldig:
gbzlenmistir (41).

Oksidar/anti-oksidan sistem degerlendirmelerinde, oksidasyon son Urinlerini temsil
eden MDA dizeylerinde antibiyotik+biliribin alan grupta kontrol grubuna goére anlamli
azalma, anti-oksidan sistemi temsil eden SOD diizeyinde antibiyotik ve antibiyotik+bilirtibin
alan gruplarda anlaml1 artma oldugu gozlenmistir. Ayni ekip tarafindan yapilan farkli IRH
modellerinde uygulanan intraven6z veya in vitro ortamda farkli konsantrasyonlarda
uygulanan bilirGbinin lipid peroksidasyonunu anlamli derecede azaltmadigi gosterilmistir
(10,13). Ancak arastiricilar yine de renal fonksiyonlar ve histolojik bulgular Uzerinde
bulduklart olumlu etkilerin bilirtbinin anti-oksidan etkileri ile iligkili oldugunu
savunmuslardir. Calismalarinda bu bulgularin  gosterilememis olmalarim ise bobrek
dokularimin elde edilmesindeki gecikmeye baglamuslar, bu gecikmenin tedavi ve kontrol
gruplart arasindaki farkin kaybolmasina yol actigint ileri sirmislerdir (13).

Tdm veriler bir arada degerlendirildiginde, bilirtibinin piyelonefrit esnasinda ortaya
cikan erken ve gec inflamasyon aktivitesi, skar gelisimi, apoptoz, oksidan ve anti-oksidan
sistem Uzerine antibiyotigin etkilerini potansiyelize edici 6zellik gosterdigi, ge¢ donemdeki
inflamatuar hticre yogunlugu ve apoptoz Uzerine ise tek basina da faydali olabildigi
anlasilmaktadir.
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Sonug olarak, sicanlarda olusturulan piyelonefrit modelinde antibiyotige ek olarak
uygulanan eksojen biliribin renoprotektif etkiler saglamaktadir. Bu durum, yenidogan
doneminde IYE ile birlikte saptanan hiperbilirtibineminin, tam icin uyarici olup erken
tedaviye olanak saglamasinin yam sira, iYE ve renal hasara daha yatkin olan yenidogan
bobregi icin koruyucu bir rol oynayabilecegini disindirmektedir.
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6. SONUCLAR
Deneysel olarak piyelonefrit olusturulan sicanlar 4 gruba ayrilarak ilk gruba tedavi

verilmemis (kontrol), ikinci gruba sadece antibiyotik verilmis, Uclincli gruba yalnizca
bilirGibin uygulanmis, dordinct gruba ise antibiyotik+biliribin uygulanmistir. Sonrasinda 4
grup belirlenen parametrelere gore karsilastirildiginda asagidaki sonuclara ulasilmistir:

1. Piyelonefrit sonrasi antibiyotige ek olarak uygulanan bilirtibin, kontrol grubuna gore
erken ve ge¢c donemde inflamatuar aktiviteyi, gec dénemde skar gelisimini ve
apoptozu azatir ve anlamli anti-oksidan etki saglar.

2. Tek basina biliribin uygulamasi ise ge¢ donemde inflamatuar hiicre yogunlugunu
kontrol ve antibiyotik+bilirtibin gruplarina gore azaltir. Geg dénemde skar gelisimi
ve TIMP-1 ile boyanmay: antibiyotik grubuna goére azaltir. Kontrol grubuna gore
apoptozu azaltirken anti-oksidan enzim (SOD) aktivitesini arttirir.

Sonug olarak bilirtibin, antibiyotik ile birlikte uygulandiginda piyelonefrit iliskili renal

hasar Uzerine daha belirgin koruyucu etkiler saglamakta, tek basina kullanildiginda ise etkileri
sedece inflamasyon siddeti (ge¢ dénem) ve apoptozu azaltmak ile sinirli kalmaktadir.
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