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Uriner sistemin ostriiktif hastaliklari, ttkanikligin siddeti ve siiresine bagl olarak bobrek
hasarlanmasiyla sonuglanabilen &nemli iiriner sistem patolojileridir. ~ Ostriiksiyonun
bobrek {iizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla bir¢cok farmakolojik ajanin
olumlu etkileri deneysel olarak gésterilmistir. Bu ¢aligma, parsiyel iireteral obstriiksiyon
olusturulan tavsanlarda, kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in koruyucu etkilerini arastirmak
amaciyla planlandi. 21 adet Yeni Zelanda tiirii tavsan 7’ser adet denekten olusan 3 gruba
ayrildi. Grup 1; kontrol, grup 2; parsiyel iireteral obstriiksiyon, grup 3; parsiyel iireteral
obstriiksiyon + CAPE olarak ayrilan tavsanlar 3 haftalik izlem sonrasinda sakrifiye edildi.
Bobrek dokularinda biyokimyasal olarak malondialdehid (MDA), nitrik oksit (NO),
superoksit dismutaz (SOD) ve myeloperoksidaz (MPO) seviyeleri 6l¢iildii. Histopatolojik
olarak Hemotoksilen-eozin’le boyanmis preparatlar, Cleasson ve ark. tarafindan
tanimlanan hasarlanma kriterleri agisindan degerlendirildi. Gruplar arasinda MDA, NO,
ve SOD seviyeleri acisindan anlaml degisiklik saptanmadi. MPO degerleri Grup 1, 2 ve
3 i¢in sirasiyla; 0,22+0,07 U/g protein, 0,36+0,09 U/g protein, 0,27+0,10 U/g protein idi.
Grup 2 ve grup 1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05) . Histopatolojik
olarak grup 2 ile grup 3 kiyaslandiginda, 9 adet degerlendirme kriterinden iki tanesinde
anlaml fark saptandi (p<0,05) ; grup 3’deki hasarlanma grup 2’den daha azdi. Tam {iireter
obstriiksiyon modellerinde, bobrek hasarlanmasinin degerlendirilmesinde anlamli sonuglar
veren MDA, NO ve SOD, ¢alismamizda kullanilan parsiyel obtriiksiyon modelinde, anlamli
degisiklikler gostermemistir. MPO ve bazi histopatolojik kriterler géz oniine alindiginda
CAPE tedavisinin {ireteral obstriiksiyona bagli bobrek hasarlanmasinda kismen faydali
etkilere sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

J. Exp. Clin. Med., 2009, 26:163-168

ABSTRACT

Obstructive urologic diseases may cause renal injury related to intensty and duration of
occlusion. In experimental studies, many pharmacological agents were used to decrease the
harmful effects of obstruction on kidney. This study was designed to investigate effects of
caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on the parsial ureteral obstruction in rabbits.
Twenty-one New Zealand rabbits were divided randomly into 3 groups each containing 7
animals. Group 1, 2 and 3 were defined as control (sham), partially obstructed, and parti-
ally obstructed plus CAPE treatment, respectively. All animals were sacrified at the end of
3 weeks. Malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), superoxide dismutase (SOD) and
myeloperoxidase (MPO) levels were measured. In addition, kidney tissues stained with
Hematoxylin-eosine were evaluated using Cleasson’s histopathological criteria.

MDA, NO and SOD levels were not significantly different among all groups. Mean MPO
levels of groups 1, 2 and 3 were 0.22+0.07 U/g protein, 0.36+0.09 U/g protein, 0.27+0.10
Ul/g protein respectively. A significant increase was found in group 2 when compared to
group 1(p<0.05).

Not: Bu ¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir.
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Kidneys of group 3 were significantly protected in terms of 2 out of 9 histopathologic crite-
ria when compared to group 2 (p<0.05). There was significant difference between group 2
and group 3 in terms 2 out of 9 histopathologic criteria (p<0.05); injury of kidneys in group
3 was less than in group 2.

MDA, NO and SOD levels which are used to detect renal injury in complete ureteral obs-
truction model, did not show any significant difference in partial obstruction model in our
study. In the light of our biochemical and histopathologic findings, we can say that CAPE
treatment has a tendency to decrease the degree of renal injury in the partial obtruction

model.

J. Exp. Clin. Med., 2009; 26:163-168
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1. Giris

Uriner sistem tikanikligi, yaygin olarak karsilasi-
lan iirolojik problemlerden birisidir. Tam veya kismi tika-
niklik seklinde olabilecegi gibi, akut veya kronik zeminde
de karsimiza gikabilir (Efrati ve ark., 2009). Tikanikligin
tedavisiz kalmasi durumunda ise tikanikligin siddeti ve
stiresi ile baglantili olarak geri doniisiimsiiz bobrek hasari
olusabilmektedir. Cocukluk yas grubunda, iiretero pelvik
bilegske darligi (UPD), kismi iireter darliklarinin en sik
karsilasilan sebebidir (Koff ve Peller, 1995). Son 20 yil-
da ultrasonografinin yaygin olarak kullanilmaya baglan-
mastyla konjenital hidronefroz olgular1 prenatal donemde
kolayca saptanabilmektedir. Neonatal hidronefrozlarin bir
kism1 dogumdan sonra kendiliginden iyilesme potansiye-
line sahip oldugu i¢in, glincel yaklasim hemen ameliyat
etmek degil, proflaktik antibiyotik baskisi altinda bir siire
izlemektir. Ancak bu izlem siiresi i¢cinde bazi hastalarda,
sintigrafik olarak gosterilebilen bobrek hasarlanmasi olu-
sabilmektedir. Ureteral obstriiksiyonun bobrek iizerindeki
olumsuz etkilerini 6nlemek amaciyla, kaptopril, indome-
tazin (Oztiirk ve ark., 2001), rosiglitazon (Efrati ve ark.,
2009) ve sulfosalazin (Demirbilek ve ark., 2007) gibi bir-
¢ok farmakolojik ajan deneysel ¢alismalarda kullanilmas,
ancak bunlarin higbirisi heniiz klinik kullanim alanina gi-
rememistir.

Bal aris1 tarafindan tiretilen propolisin aktif kom-
ponenti olan kafeik asit fenetil ester (CAPE), antiinflamatu-
var (Chen ve ark., 2001), antioksidan (Rao ve ark., 1992),
antimikrobial ve antineoplastik (Fesen ve ark., 1994) etki-
lere sahiptir. Bu giine kadar, obstriiktif bobrek hasarlanmasi
iizerine CAPE’nin etkilerini ortaya koyan herhangi bir de-
neysel aragtirma yapilmamistir. Bu ¢aligmanin amaci, tek
tarafli parsiyel iireteral obstriiksiyon olusturulmus tavsan-
larda, CAPE’nin koruyucu etkinliginin arastirilmasiydi.

2. Arastirma Yontemi

Mustafa Kemal Universitesi hayvan etik kurulu
tarafindan onaylanan calismada agirliklar1 1800-2100 gr
arasinda degisen 21 adet Yeni Zelanda tiirii tavsan kulla-
nildi. Deneyler European Communities Council Direc-
tive of 24 November 1986 (86/609/EEC)’ uygun olarak
yapildi. Tiim cerrahi islemler 40 mg/kg ketamin hidrok-
lorid (Alfamine®, Egevet), 5 mg/kg ksilazin hidroklorid

(Rompun®, Bayer) 1 mg/kg, atropin siilfat (Atropan®,
Vetas)’in intramiiskiiler uygulanmasiin ardindan spon-
tan solunum ile yapildi. Denekler 7°ser tavsandan olusan,
kontrol (grup 1), parsiyel obstriiksiyon (grup 2) ve parsi-
yel obstriiksiyon+CAPE (grup 3) seklinde 3 gruba ayrild:.
Sag lateral pozisyonda, steril sartlar saglandiktan sonra
vertikal flank insizyonla sol bobrege ulasildi ve bobrek
insizyondan disariya dogurtuldu. Kontrol grubuna sadece
iireteropelvik bolgenin diseksiyonu uygulandiktan sonra
insizyon kapatildi. Diger iki gruba parsiyel iireteral dar-
lik Ekinci ve ark., (2003) tarafindan tanimlandig: sekilde
yapildi. Ureteropelvik bileske hizasina paralel olarak yer-
lestirilen 18 G intraket ignesinin etrafindan 5/0 ipek ile
baglanarak standart geniglikte darlik olusturulmaya c¢ali-
sild1. Intraket ignesi cikarildiktan sonra (Sek.1) insizyon
kapatilarak islem sonlandirildi. Grup 3’deki deneklere 10
pmol/kg dozunda CAPE gavaj yardimiyla agizdan 3 hafta
boyunca verildi. Ugiincii haftanin sonunda tiim denekler
anestezi altinda sakrifiye edilerek kontrol grubunun sadece
sol bobregi, diger gruplarin her iki bébregi histopatolojik
ve biyokimyasal degerlendirme i¢in eksize edildi.

Sek.1 Parsiyel iireter obstriiksiyonun yapilisi.

3. Biyokimyasal Degerlendirme

Doku homojenatinin hazirlanmas: igin dokular
tartild1 ve kiiciik pargalara ayrildi. Daha sonra bir cam ho-
mojenizatdr ile buz soguklugunda 5 Mm EDTA igeren po-
tasyum fosfat buffer (PBS, pH 7.4) ile %10’luk homojenat
elde edildi. Homojenat 4 0C’de 15000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi.
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Tablo 1. Obstriiktif (sol) ve nonobstriiktif (sag) bobreklerin MDA, MPO, NO ve SOD degerleri.

MDA MPO NO SOD
(umol/g protein) (U/g protein) (umol/g protein) (U/g protein )
Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag
Grup 1 16,1+2.4 16,1424 0,22+0,07 0,22+0,07 6,4+£2.4 6,4+2.4 10,3+3,4 10,3£3.4
Grup 2 17,4430 15,2+1,4 0,36+0,09%* 0,19+0,03 10,2+3,0 10,243,7 10,8+1,7 8,1+1,7
Grup 3 17,6+4,3 13,8+2,0 0,27+0,10 0,18+0,05 9,6+5,2 9,0+3,1 7,3+3,6 7,6+4,3
* Grup 1 ile karsilastirildiginda P<0,05.
* Grup 2 ile karsilastirildiginda P<0,05.
Tablo 2. Bobreklerin Claesson ve ark.’nin tanimlandig: kriterlere gore histolojik degerlendirmesi.
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Sol Sol Sag Sol Sag
Papillada deformasyon (0] 4 (0] 4 (0}
Toplayici kanallarada dilatasyon (0] 6* 1 5% 1
Toplayici kanallarda grantilosit birikimi (0] 6* 1 6* (0}
Interstisyel lenfosit infiltrasyonu (0] 7* (0} 3 1
Kortekste lenfosit infiltrasyonu (0] Vs 2 DTS 2
Meduller 6dem veya kalsifikasyonsuz nekroz (0] 7* 2 6* 1
Mediller kalsifikasyon (0] 1 (0] 1 (0}
Mediiller kanama veya demir pigmenti birikimi (6] (0] (0] (0] (0]
Pelvik epitelde mikrokistik hiperplazi (0] 5% 1 6* (0}
Toplam Lezyonlu Bobrek Sayisi (6] 7 3 7 3
Toplam Lezyon Sayisi (0] 43 7 33 5
Toplam Bdbrek Sayisi 7 7 7 7 7

* Grup 1 ve Grup 2 ile karsilastirildiginda P<<0,05

Malondialdehid (MDA) seviyesi Yoshoiko ve ark.,
(1979) tarafindan tanimlanmis olan metoda gore saptandi.
Nitrik oksit (NO) seviyesi, Griess reaksiyonu esas alinarak
tespit edildi. Total (Cu-Zn and Mn) superoksid dizmutaz
(SOD) aktivitesi ise Sun ve ark., 1989 nin metoduna gore
saptandi.

Myeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesi tayini
enzimatik yontemle kinetik olarak MPO tarafindan ok-
sitlenen H,O,’nin, O-dianisidine rediiklenmesi ve bu re-
diiklenmis iirliniin 460 nm’de absorbanslarinin 6l¢iilmesi
esasina dayanmaktadir. Bir tinite MPO aktivitesi, bir daki-
kada 1 pmol peroksidi indirgeyen enzim aktivitesi olarak
tanimlanmustir.

4. Histopatolojik Degerlendirme

Alman materyaller bir giin siire ile % 10’luk for-
maldehit soliisyonunda tespit edildi. Daha sonra rutin takip
islemlerinden sonra parafin bloklara gomiildii. Bloklardan
4 um kalinlhiginda hazirlanan kesitler Hematoksilen-eozin
(H&E) ile boyanarak 1sik mikroskobu altinda incelendi.
Claesson ve ark., (1989)’nin tanimlandig1 sekliyle papil-
lada deformasyon, toplayict kanallarada dilatasyon, top-
layic1 kanallarda graniilosit birikimi, interstisyel lenfosit
infiltrasyonu, kortekste lenfosit infiltrasyonu, meduller
o0dem veya kalsifikasyonsuz nekroz, mediiller kalsifikas

yon, mediiller kanama veya demir pigmenti birikimi, pel-
vik epitelde mikrokistik hiperplazi kriterlerine bakildi.

5. Istatistik

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS (13.0 versiyo-
nu) programi kullanilarak yapildi. Biyokimyasal sonuglar
Ortalama (mean) + Standart sapma (SD) olarak verildi.
Gruplar arasindaki farklilik, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilarak degerlendi-
rildi. Histopatolojik verilerin analizinde ise Fisher’s exact
testi kullanildi. P degeri 0,05 den kiigiik degerler anlaml
olarak kabul edildi.

6. Sonuclar

Bobrek dokularimin MDA, NO, SOD ve MPO
seviyeleri Tablo 1’de goriilmektedir. Sadece MPO degeri
grup 2’de anlamli olarak artmis (P<0,05), CAPE tedavisi
yapilan grup 3’de ise kontrol degerlerine yaklagmistir, an-
cak anlamli bulunmamistir (P=0,07) . MDA, NO ve SOD
degerlerinde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam-
11 fark bulunmamustir.

Histopatolojik degerlendirme Claesson ve ark.,
(1989) tarafindan tanimlanan kriterlere gore yapilmistir
(Tablo 2). Grup 1 de belirgin histolojik hasarlanma olur-
ken, CAPE tedavisi yapilan grup 3’te kortikal ve medul-
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Sek. 2 Sakrifikasyon sirasinda kontrol grubu ve parsiyel obstriiksiyon grubuna
(Grup 2) ait bobreklerin goriintiimii.

lar seviyedeki lenfosit infiltrasyonu anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Obstriiksiyon yapilmayan karsi taraf (sag)
bobreklerin bazilarinda patolojik degisiklikler saptanmus,
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

7. Tartisma

Ultrasonografinin yaygin olarak kullanimiyla bir-
likte, dzellikle prenatal donemde saptanabilen {iriner sis-
temin obstriiktif hastaliklar1 ile daha sik karsilagilmaya
baslanmistir. Ureter tikanikligia bagh gelisen ilerleyici
renal tiibiiler atrofi ve interstisyel fibrozis, uzun donemde
bobrek yetmezligi ve hipertansiyonla sonuglanabilir (Ha-
lachmi ve Pillar, 2008).

Obstriiksiyonun akut dénemde ise, obstriiksiyo-
nun proksimalindeki basing artigin1 diisiirmek igin pelvik
dilatasyon, bobrek kan akimi degisiklikleri ve glomeru-
ler filtrasyonun azalmasi gibi bazi mekanizmalar devreye
girer (Vaughan ve ark., 1970; Ekinci ve ark., 2003). De-
neysel ¢alismalarda, akut iireteral obstriikksiyondan sonra
bobrek kan akiminda bazi degisiklikler ortaya konmustur.
Ik 90 dakika iginde, prostoglandin E2’nin etkisiyle affe-
rent arteriollerde olusan dilatasyon sonucunda renal kan
akiminda artma, daha sonraki siiregte ise tromboksan A2
ve anjiotensin II’nin etkisiyle afferent ve efferent arteriol-
lerdeki vazokonstriiksiyon nedeniyle bobrek kan akiminda
azalma saptanmistir (Dal Canton ve ark., 1979; Savag ve
ark., 2007). Ancak kan akimindaki bu degisiklikler reaktif
oksijen radikallerinin (ROR) neden oldugu iskemik ha-
sarlanmaya neden olabilmektedir (Kinter ve ark., 1999).
Dogal antioksidan savunma mekanizmalari i¢inde yer alan
SOD, glutatyon ve katalaz gibi enzimler, ROR’nin hiicre
zarl lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmaya c¢aligir. Genel
paradigma, ROR miktar1 antioksidan kapasitenin iizerine
ciktiginda, doku hasarlanmasi gerceklestigi yoniindedir
(Kinter ve ark., 1999).

Propolisin aktif komponenti olan CAPE’nin bir-
¢ok organ ve dokunun toksik ve iskemi/reperfiizyon ha-
sarlanmasinda koruyucu etkinlige sahip oldugu hayvan
deneyleriyle gosterilmisti. CAPE kullanimi ile, karbon
tetraklorid (Ogetiirk ve ark., 2005), gentamisin, gliserol
(Ogeturk ve ark., 2004), doksorubisin (Aydogdu ve ark.,
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2004), sisplatin (Yagmurca ve ark., 2004) gibi nefrotok-
sik ilaglara ve iskemik hasarlanmaya (Ozen ve ark., 2004)
kars1 bobregin korundugunu gdsteren birgcok ¢aligma mev-
cuttur. CAPE’nin tirozin kinaz, siklooksigenaz ve lipook-
sigenaz aktivitesini baskiladig1 ve bdylece lipid peroksi-
dasyonunu engelledigi, ayn1 zamanda en az diklofenak ve
hidrokortizon kadar antiinflamatuar etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir (Koksel ve ark., 2005). Biz bu g¢alismada
CAPE’nin obstriiktif tiropatide koruyucu rolii olup olma-
digimi arastirmay1 amagladik.

Sakrifikasyon sirasinda, nefrektomi materyalleri-
nin makroskopik olarak incelenmesinde, yapilan obstriik-
siyonun hafif derecede hidronefroza neden oldugu, korteks
kalinhiginda ise degisiklik yapmadig1 saptandi (Sek. 2).
Alman dokular histopatolojik degisiklikler yaninda, MDA,
NO, SOD, MPO seviyelerindeki degisiklikleri agisindan
degerlendirildi.

Histolojik degerlendirmede Claesson ve ark.,
(1989) tarafindan onerilen 9 kriter kullanildi (Tablo 1 ve
Sek. 3-6). Kontrol grubundaki bobreklerin tamaminin nor-
mal histolojik yapida ve diger iki gruptan anlamli olarak
farkli oldugu goriildi. Grup 2 ve 3’e ait obstriiksiyon uy-
gulanan bobrekler birbiriyle kiyaslandiginda, CAPE kul-
lanilan grupta histolojik olarak daha hafif bir hasarlanma
saptansa da sadece kortikal ve meduller seviyedeki lenfo-
sit infiltrasyonu kriterlerinde istatistiksel olarak anlamli
fark mevcuttu. Deneklerin nonobstriiktif kars: taraf bob-
reklerinde ise hafif hasarlanma bulgular1 saptandi (Tablo
2) ancak, istatistiksel olarak anlamli degildi.

MPO aktivitesi dokulardaki 16kosit birikimi ve
inflamatuvar yanit1 gosteren biyokimyasal gdstergelerden
bir tanesidir (Ysebaert ve ark., 2000). Calismamizin so-
nuglaria gore, obstriiksiyon grubunda MPO degerlerinin
anlamli olarak arttigin1 ve CAPE tedavisinin bu aktiviteyi,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kismen azalttigini ve
kontrol grubu degerlerine yaklastirdigini sdyleyebiliriz.
Bu sonug; histopatolojik degerlendirme kriterlerinden olan
kortikal ve mediiller diizeylerdeki lenfosit infiltrasyonu ile
tutarlilik gostermektedir.

Cocukluk yas grubunda goriilen hidronefrozlarin

KAYNAKLAR

cogunlugunu, ireteropelvik veya iireterovezikal bileske
darliklart gibi kismi tikaniklik yapan patolojiler olustur-
masina ragmen literatiir gézden gegirildiginde, genellikle
tam treter obtriiksiyonu yapilan deneysel modellere rast-
lanmaktadir (Kinter ve ark., 1999; Demirbilek ve ark.,
2007). Bu ¢aligmalarda MDA, NO ve SOD gibi iskemi/
reperfiizyon hasarlanmas ile iliskili biyokimyasal belir-
leyicilerin anlaml degisiklikler gosterdigi goriilmektedir.
Bu durum, tam iireteral tikanikligin, bobrek kan akiminda
yaptig1 degisikliklere baglanmigtir. Bizim calismamizda
ise 18 G intraket yardimiyla kismi {iireteral obstriiksiyon
yapilmis olup, bu islem hafif derecede bir hidronefroz ile
sonuclanmistir. MDA, NO ve SOD ol¢iimleri istatistiksel
olarak degerlendirildiginde ise gruplar arasinda anlaml
fark saptanmamigtir. Bu veriler, hafif hidronefroza sebep
olan kismi iireter darliginin, bobrek kan akiminda anlaml
degisikliklere ve iskemik hasarlanmaya neden olmadigim
diistindiirmektedir.

Tek tarafl1 iireter tikanikliginin karsi taraftaki sag-
lam bobregi de olumsuz yonde etkiledigi ¢esitli deneysel
caligmalarla gdsterilmistir (Ricardo ve ark., 1997; Ekinci
ve ark., 2003). Kars1 bobrekteki apopitotik ve inflamatu-
var degisikliklerin, anjiotensin II ve tromboksan A2 gibi
mediatorlere bagli oldugu sanilmaktadir (Ekinci ve ark.,
2003). Calismamizda, obstriiksiyon uygulanan gruplarin
kars1 bobreklerinde, biyokimyasal verilerde anlamli degi-
siklikler saptanmasa da, bazi deneklerde histolojik olarak
mediiller 6dem ve toplayici kanallarda graniilosit birikimi
gibi degisiklikler tespit edilmistir (Tablo 2). Muhtemelen
karsi bobregin hasarlanma derecesi parsiyel obstriiksi-
yonun siddeti ve siiresi ile iligkilidir ve ¢alismamizdaki
deneklerde 3 hafta sonundaki karsi bobrek hasarlanmasi
ancak minimal diizeylerde gerceklesmistir. Biyokimyasal
degerlendirme ise karsi1 bobrekte herhangi bir hasarlanma
gostermemistir.

Sonug olarak, CAPE tedavisi, kismi iireter obstriik-
siyonunun neden oldugu histopatolojik degisikliklerden bir
kisminda anlamli iyilesme saglamig olup, inflamatuvar ya-
nitta da bir miktar azalma egilimine neden olmustur.
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