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OZET

Nonsteroidal Anti-inflamatuvar flac Diklofenak’in Sican Bobregindeki Etkileri ve
Furosemidle Degismesi

Bobrek fizyolojisi kismen siklooksijenaz (COX) bagimlidir. Prostaglandinler
bobrekte vaskiiler direncin ayarlanmasinda ve su-tuz homeostazinin saglanmasinda
glomeriil hemodinamisini ve distal nefron fonksiyonlarini diizenleyerek aktif rol alirlar.
Fizyolojik fonksiyonlar1 temel olarak siklooksijenaz-1’e (COX-1) dayanan
gastrointestinal sistem ve trombositlerin aksine bobreklerde hem COX-1 hem de
siklooksijenaz—2 (COX-2) eksprese olmaktadir.

Deneysel calismamizda selektif olmayan bir nonsteroidal anti-inflamatuvar olan
diklofenak soyumun tek basina ve kivrim diiiretigi olan furosemid ile birlikte renal
fonksiyonlar, plazma renin aktivitesi (PRA) ve bobrek korteksinde COX-1 ve COX-2
diizeylerine olan etkilerini incelemeyi amacladik.

Calismada toplam 42 adet Wistar-Albino tiirii sican kullanildi. Sicanlar 4 gruba
ayrildi. Grup 1’e (G1) plasebo, grup 2’ye (G2) furosemid (20mg/kg), grup 3’e (G3)
furosemid (20mg/kg) ve dilofenak sodyum (2,5 mg/kg), grup 4’e (G4) diklofenak
sodyum (2,5mg/kg) verildi. Calisma sonunda gruplar arasinda kan iire azotu ve serum
kreatinin diizeyleri arasinda anlamh fark yoktu ancak G4’te kreatinin klerensi diger 3
gruptan diisiik bulundu (p<0,05). G2 ve G4’te idrar osmolalitesi G1 ve G3’ten diisiik idi
(p<0,05). PRA acisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. Bobrek korteksinde
COX-1 immiinoreaktivitesi; furosemid ile plasebo grubunda benzer iken diklofenak
sodyumla azalmis bulundu (p<0,05). COX-2 immiinoreaktivitesi ise hem diiiretik hem
de diklofenak sodyum etkisi ile artmis olarak bulundu (p<0,05).

Sonug olarak diklofenak sodyum 2,5 mg/kg/giin dozunda sicanlarda akut bobrek
yetersizligi gelistigi halde diklofenak sodyum furosemidle birlikte verildiginde akut
bobrek yetersizligi gelismesi furosemidle onlendi. Furosemidin diiiretik, natriiiretik ve
kalitiretik etkisi diklofenak sodyum ile nétralize edildi. COX-1 immiinoreaktivitesi
furosemidle degismedigi halde diklofenak sodyumla azaldi. COX-2 immiinoreaktivitesi
hem furosemidle hem de diklofenak sodyumla artis gosterdi. Bobrek fonksiyon
bozuklugu gelismesi ile COX-1 ve COX-2 ekspresyonu arasinda iligki saptanmadi.

Anahtar Kkelimeler: COX-1 immiinoreaktivitesi, COX-2 immiinoreaktivitesi,
Diklofenak sodyum
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ABSTRACT

The Effects of Nonsteroidal Anti-inflammatory Drug, Diclofenac, upon the Rat
Kidney and the Alterations with Furosemid

Renal physiology is partially cyclooxygenase (COX) dependent. Prostaglandins
are active in regulating vascular tone and salt and water homeostasis by modulating
glomerular hemodynamics and regulating distal nephron function. Unlike the
gastrointestinal tract and platelets in which physiological function depends on
cyclooxygenase-1 (COX-1) kidneys express COX-1 and cyclooxygenase -2 (COX-2).

In this experimental study our aim was to investigate the effects of nonselective
nonsteroidal anti-inflammatory drug diclofenac sodium alone and with a loop diuretic
furosemide on renal functions, plasma renin activity (PRA) and COX-1 and COX-2
expression at renal cortex.

Forty two Wistar-Albino rats were used in the study. Rats were divided to 4
groups. Group 1 (G1), group 2 (G2), group 3 (G3) and group 4 (G4) were given
placebo, furosemide (20 mg/kg), furosemide (20 mg/kg) plus diclofenac sodium (2,5
mg/kg) and diclofenac sodium (2,5 mg/kg) respectively. At the end of the study, blood
urea nitrogen and serum creatinin levels were not different between groups but in G4
creatinin clearence was significantly lower than other 3 groups (p<0.05). PRA was not
different between groups. COX-1 immunoreactivity in Gl and G2 was similar.
Diclofenac sodium decreased COX-1 immunoreactivity at renal cortex (p<0.05). COX-
2 immunoreactivity increased both with diuretic and diclofenac sodium (p<0.05).

Finally, acute renal failure developed with diclofenac sodium at 2,5 mg/kg/day
dosage, and furosemide prevented renal failure development in rats trated with
combination of diclofenac sodium and furosemid. Diuretic, natriuretic and kaliuretic
effects of furosemide was neutralised by diclofenac sodium. Renal COX-1
immunoreactivity did not change with furosemide but decreased with diclofenac
sodium. Renal COX-2 immunoreactivity increased with both furosemide and
diclofenac sodium. There was no relationship between development of renal failure and
COX-1 and COX-2 expression.

Key Words: COX-1 immunoreactivity, COX-2 immunoreactivity, Diclofenac sodium.
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1. GIRIS VE AMAC

Nonsteroidal anti-inflamatuvar ila¢ (NSAII) kullanan hastalarda nefrotoksisite
prevalans1 goreceli olarak diisiik olsa da, bu ajanlarin yaygin kullanimi goz Oniine
alindiginda pek cok kisinin risk altinda oldugu anlasilmaktadir.

Normal kosullarda bdbregin hemodinamik fonksiyonlarinin devaminda renal
prostaglandinlerin rolii sinirhidir. Bobregin perfiizyonunun azaldigi baz1 kardiyo-renal
hastaliklarda, dehidratasyonda ve yasla birlikte renal prostaglandin yapiminin yeterliligi
onem kazanir. Bu gibi durumlarda NSAII kullanimu ile renal prostaglandin olusumunun
inhibisyonu ¢esitli renal fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Sivi ve elektrolit
bozukluklari, akut renal disfonksiyon, nefrotik sendrom, intersitisyel nefrit ve renal
papiller nekroz bunlar arasindadir. Renal homeostazin NSAII kullanimi ile bozulmast,
kan basinci kontroliinii de 6zellikle anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri, ditiretik
ve beta bloker kullanan hastalarda zorlastirmaktadir.

NSAil’ler prostanoid olusumunda anahtar enzimler olan siklooksijenaz—1
(COX-1) ve siklooksijenaz-2’yi (COX-2) inhibe ederek etki gosterirler. Bu enzimler
bobrekte kortikal ve mediiller bolgede farkli diizeylerde bulunduklari gibi aym etkilere
farkli yanitlar verebilirler. Bu enzimlerin inhibisyonu sadece prostanoid diizeyini
azaltmakla kalmaz aym1 zamanda renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi ve renal
vaskiiler tonisite ile etkileserek bobrekte bir¢ok patofizyolojik siirecte rol oynarlar.

Biz deneysel calismamizda selektif olmayan bir nonsteroidal anti-inflamatuvar
olan diklofenak sodyumun tek basina ve bir kivrim diiiretigi olan furosemid ile birlikte
renal fonksiyonlar, renin diizeyi ve bobrek korteksinde COX-1 ve COX-2 diizeyleri

tizerine olan etkilerini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGIi

2.1. NSAIT ile Iligkili Nefrotoksik Sendromlar
2.1.1. Siv1ve Elektrolit Bozukluklar:

Odem ve sodyum birikimi NSAIl’lerin sik yan etkilerinden olup genellikle
bulgular1 belirgin degildir. NSAII baslandiktan kisa siire sonra gelisebilir. Semptomatik
6dem prevalanst %3-%35’tir |. NSAil’lerin prostaglandin sentezini bloke etmesi sonucu:

-Distal tiibiilden sodyum ve su reabsorbsiyonunun diizenlenmesi

-Antiditiretik hormon etkisinin antagonize edilmesi

-Kortikal alandan jukstamediiller alana olan kan akiminin yeniden diizenlenmesi
gibi prostaglandin bagimli islevler yerine getirilemez. Sonucta sodyum birikimi ve
6dem ortaya cikar >

NSAII iliskili diger bir elektrolit bozuklugu da hiperkalemidir. Hiperkalemi
fizyopatolojik olarak iki temele dayanir. Ik olarak NSAIl’ler, prostaglandin iliskili
renin salintmini baskilayarak aldosteron olusumunu ve dolayisiyla potasyum atilimini
azaltirlar *. ikinci olarak glomeriiler filtrasyonun (GFR) azaldigi durumlarda NSAil’ler
renal tubiilde sodyum ve klor reabsorbsiyonunu artirarak intraluminal sodyum miktarini
azaltirlar bu da distal nefronda sodyum-potasyum degisimini engeller *.

Potasyum destegi alan >, potasyum tutan diiiretik ® ya da anjiotensin doniistiiriicii
enzim inhibitorii kullanan hastalar hiperkalemi icin 6zellikle risk altindadir. Renal
fonksiyon bozuklugu ', kalp yetersizligi ®, diabetes mellitus ° ve multiple myelom '°
NSAII ile hiperkalemi gelisimini kolaylastirirlar. NSAII kullanimi sonucu renal
fonksiyon bozuklugu gelisen hastalarda, renal fonksiyon bozuklugunun derecesi ile

uyumsuz olacak siddette hiperkalemi gelisebilir.
2.1.2. Renal Fonksiyonda Akut Bozulma

NSAIl’ler temel olarak prostaglandinlerin vazodilatator etkilerine engel olarak
renal fonksiyonda bozulmaya yol acarlar. indometazin kullaniminda bu komplikasyon

riski en yiiksek iken aspirinin genel olarak kullanilan teropatik dozlarinda cok daha



azdir. Naproksen, diklofenak, piroksikam ve ibuprofen ise orta derecede (aspirin ile
indometazin arasinda) renal fonksiyon bozukluguna neden olabilir.

Ciddi kalp hastaligi (0rn. konjestif kalp yetersizligi ), siroz gibi ilerlemis
karaciger hastalig1, nefrotik sendrom '>"°, diiiretik tedavi ya da araya giren hastalik '*"
nedeniyle uzayan dehidratasyon durumlari ve ilerlemis yas (6zellikle 80 yas sonrasi ')
gibi durumlarda hastalar akut renal fonksiyon bozukluguna daha yatkin hale gelirler.

NSAII iliskili akut bobrek yetersizliginin hizla taninmasi ve neden olan ajanin
kesilmesi ile renal fonksiyon kaybi bir hafta icinde (tipik olarak 72-96 saatte)
diizelmeye baslar. Bu tip NSAII iliskili nefrotoksisitenin temel bulgulari: kan iire azotu,
serum kreatinin ve potasyum diizeylerinde artig, kilo artis1 ve idrar miktarinda
azalmadir. Renal fonksiyonlarda bozulma NSAII kullanim siiresi ve dozuyla iliskilidir.
Renal fonksiyon bozuklugunun ortaya ¢ikis siiresi ise NSAII farmakokinetigi ile ilskili
olup, bu siire ibuprofen gibi yar1 émrii kisa olan ajanlarda piroksikam ve sulindak gibi
yar1 omrii daha uzun olan ajanlardan daha ¢abuk olmaktadir. Ibuprofen iliskili renal
fonksiyon bozuklugu birkac giin i¢inde gelisebilirken, sulindak ve piroksikamin
kullamldigr 11 giinliik tedavi intervallerinde toksisitenin daha az oldugu saptanmustir '°.

Sulindak ilacin metabolizmas: nedeniyle kismen daha az nefrotoksik bir ajan
olarak degerlendirilmektedir. Ana molekiil olan sulindak sulfoksid inaktif bir on ilac¢
olup karacigerde aktif metabolit olan sulindak siilfide doniismektedir. Bobrekte sulindak
siilfid tekrar ana molekiile okside olup renal prostaglandin atilimini etkilememektedir .
Ancak kronik renal yetersizlik, siroz (asitin eslik ettigi) gibi durumlarda sulindakin
renal prostaglandin sentezini aslinda inhibe ettigi ve renal fonksiyon bozukluguna neden
olabilecegi saptanmistir. Bu nedenle ilacin ihtiyath kullanimi ve uygun klinik

monitdrizasyonu gerekmektedir.



RENAL FONKSIYON BOZUKLUGU OLAN
RISK ALTINDAKI HASTALAR
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RENIN ANJIOTENSIN ADRENERJIK SINIR SISTEMI
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ANJIOTENSIN II KATEKOLAMINLER
v RENAL VAZOKONSTRUKSIYON v
lRENAL FONKSIYON
v RENAL FONKSIYONUN NORMALE DONMESI v
NSAIi

v I i v

RENAL PROSTAGLANDINLER ILE OLUSAN KOMPENSATUVAR
VAZODILATASYON

Sekil 1: Risk altindaki hastalarda NSAIi’lerin kompansetuvar mekanizmalar iizerine

etkileri

2.1.3. Nefrotik Sendrom ve Interstisyel Nefrit

NSAII iliskili nefrotik sendrom ve interstisyel nefrit sik goriilmeyen bir
sendromdur. Tlacin kullanimindan giinler ya da aylar sonra ortaya cikabilir (ortalama 5,4
ay); 2 hafta ile 18 ay arasinda degisir. Klinik 0zellikleri, pato-fizyolojisi ve risk
faktorlerinin olmast NSAII iliskili nefrotik sendrom/interstisyel nefrit; diger ilaclara
bagl interstisyel nefritlerden ayirmaktadir.

Ates, dokiintii, eozinofili, eozinofiliiri gibi allerjik intersitisyel nefrit bulgulari
genellikle yoktur. Idrar sedimentinde mikroskopik hematiiri, tiibiiler epitel hiicre
silendirleri goriilebilir. Proteiniiri tipik olarak nefrotik diizeydedir '™'°. Bébrek
histolojisi siklikla minimal degisiklik glomeriilonefriti ile birlikte interstisyel nefrit
histolojisi gosterir. Bu histopatolojik kombinasyon diger klinik durumlarda nadiren

birlikte goriiliir 1820 Radford ve arkadaslari *' NSAII iliskili nefrotik sendromda



histolojik olarak membrandz glomeriilonefrit bulgular1 da olabilecegini bildirmislerdir.
Bu raporda 13 hastanin nefrotik sendromu ilacin kesilmesiyle hizla gerilemis ve
takiplerde stabil olduklar1 gézlenmistir.

NSAil’lerin renal tubiiler inflamasyona yol acmasi arasidonik asit
metabolizmasinin ikili yolu ile ac¢iklanabilir. Siklooksijenaz (COX) yolunun kesilmesi
arasidonik asit metabolitlerinin alternatif lipoksijenaz yoluna, kemotaktik-vazoaktif
l6kotriyenleri olusturmak iizere, yonelmesine neden olur. Glomeriiler ve peritubiiler
kapilerlerde l6kotriyenlere bagli permeabilite artisinin nefrotik diizeyde proteiniiri ve
intersitisyel nefrit olusturdugu 6ne siiriilebilir.

NSAII iliskili interstisyel nefrit veya nefrotik sendrom gelismesi icin risk
faktorleri heniiz tam olarak belirlenememistir. Onceden mevcut olan renal fonksiyon
bozuklugu risk faktorii olarak goriinmemektedir. Ancak sistemik lupus eritematozus
gibi bir otoimmiin hastalik NSAII kullanimi sonrasi ortaya ¢ikan nefrotik sendromu
belirgin hale gelebilir. Ileri yas NSAII ile daha yogun temasla iliskili olarak risk faktorii
olarak degerlendirilmektedir.

Tiim NSAIl'lerin nefrotik sendroma neden oldugu bildirilmekle beraber
fenoprofen en sik neden olan ajan olarak goriinmektedir. NSAII’nin molekiiler yapist bu
klinik tablonun patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.

Sorumlu NSAIil’nin kesilmesiyle proteiniiri genellikle bir ay icerisinde
diizelmekle beraber siire bir yila kadar uzayabilir. Kortikosteroidler tedavide amprik
olarak kullanilmakla beraber klinik yarari ile ilgili sonuclar belirgin degildir S,
Ancak NSAII kesilmesinden sonra iki hafta icinde proteiniiride belirgin azalmanin
goriilmemesi durumunda kortikosteroid tedavi baslanmasi uygun tedavi yaklasimi

olarak goriinmektedir.

2.1.4. Renal Papiller Nekroz

Renal papiller nekroz NSAii’lere bagl akut ya da kronik olarak gelisebilir >,
Sik goriilmeyen bir klinik antite olmasina karsin renal parankimal hasarin kalic1 olmasi
nedeniyle NSAII iliskili diger nefropatilerden daha fazla klinik 6neme sahiptir. Hem
akut hem de kronik renal papiller nekroz daha once normal renal fonksiyona sahip

dehidrate kisilerde asir1 doz NSAII kullanimi ile ortaya ¢ikmaktadir. Fenasetin bu tip



nefropati yapmakla en cok su¢lanan ajan olup analjezik ila¢ kotiiye kullanimina baglh

nefropati yaptig1 kanitlandiktan sonra piyasadan kaldirilmstir.

2.1.4.1. Akut Renal Papiller Nekroz

Akut renal papiller nekroz oldugundan daha az klinik tani alan bir tablo olup
genellikle makroskopik hematiiri ile birlikte renal kolik ile karistirlir. Hemen her zaman
uzun bir dehidratasyon doneminde yiiksek doz NSAII kullanim 6ykiisiiniin olmasi
klinik tani i¢in gereklidir. Akut renal papiller nekrozun patofizyolojisinde gelisen
iskemik nekroz yer almaktadir **. Renal papiller lezyon keskin bir demarkasyon hatti ile
ayrilir ve histolojik olarak infarkt ile birlikte koagiilasyon nekrozu igerir. Doku nekrozu
olaya dahil olan renal piramidin distal segmenti ile simirlanir. Idrarin maksimal
konsantrasyonu renal papillanin vaskiiler ve anatomik biitiinliigiine baglidir. Renal
papillanin kanlanmasinda ise lokal prostaglandin (PG) iiretimi biiyiik oneme sahiptir.

Ciddi dehidratasyonun ¢ok miktarda NSAII tiiketimi ile birlestigi klinik
durumda papillada lokal olarak NSAII ve/veya metaboliti birikir. Bu artan ilac
konsantrasyonu ek olarak kompansatuvar vazodilatator renal papiller PG iiretimini de
inhibe eder.

Akut renal papiller nekrozun uzun donem klinik sonuglar1 iyilesen kisinin idrari
konsantre etme kapasitesine baglidir. Bunun nedeni; nefronlarin kii¢iik bir kisminin
(yaklasik 1/7°sinin) Henle kollar1 papillaya kadar uzanirlar ve bunlar geri doniisiimsiiz
olarak hasarlanirlar, ancak kalan nefronlarin fonksiyonu devam eder. Nekroze papiller
kenarin igerdigi toplayici kanallarin terminal kisimlar1 ise piramidin mediiller
bolgesinde sonlanarak piyelokaliksiyel sisteme idrar akisimi saglarlar. Hayvan
modellerinde hemen tiim NSAIl’lerin renal papiller nekroza neden oldugu saptanmustir.
Klinik kullanimda fenoprofen, ibuprofen, fenilbutazonun digerlerine gore bu tiir

nefropatiye daha sik neden oldugu rapor edilmistir 22225

2.1.4.2. Kronik Renal Papiller Nekroz

1950 baslarinda tekrarlayan uzun donem antipiretik analjezik kullanimi ile

kronik renal yetersizlik gelisimi arasinda iliski saptanmistir. Bu donemde fenasetin ve



aspirin iceren analjezik karisimlarinin kronik kullanimlar1 sonucu ortaya ¢ikan
tubulointerstisyel nefritin kadinlarda erkeklerden daha sik goriildiigii saptanmistir.
Fenasetin’in piyasadan cekilmesine ragmen analjezik asirt kullanimina bagh
nefropatinin halen tani aliyor olmasi diger analjeziklerin de bu tip toksisiteye neden
oldugunu diislindiirmektedir. Diyaliz hastalarinin  %2’den azi1 bu tani ile takip
edilmektedir.

Analjezik  asir1  kullannom  nefropatisinin ~ patogenezi  tam  olarak
aydinlatilamamistir. Hayvan modellerinde renal papiller nekroz olusturmak icin yiiksek
dozda NSAII kullanimi gerekmektedir. Bircok raporda NSAII ilag kombinasyonlar,
ozellikle aspirin iceren kombinasyonlar, tekli ila¢ rejimlerinden daha ¢ok nefrotoksik
bulunmuslardir. Fenasetin’in ana metaboliti olan asetaminofen fenasetin gibi
nefrotoksik degildir ve iiriner epitelyum kaynakli tiimorlerle de iliskisiz bulunmustur 2.
%7 Onerilen dozlarda tek basina kullanildiginda asetaminofenin renal toksisitesinin

olmadig1 kanitlanmustir.

2.2. COX Izoformlari

[k defa Vane 1970’lerin baglarinda NSAIi’lerin teropatik etki ve toksisitelerinin
prostaglandin (PG) sentezinin ilk basamagi olan COX enziminin inhibisyonu yolu ile
oldugunu ne siirmiistiir *. Bundan yaklasik 20 yil sonra da iki COX izoformu oldugu
saptanmistir. 1991 yilinda cesitli laboratuvarlar tarafindan iki gen tarafindan kodlanan
iki ayr1 COX (COX-1 ve COX-2) izoformu oldugu dogrulanmistir »,

COX-1 bir¢ok organ ve hiicrede yapisal olarak bulunur ve gastrik mukozal
savunma, trombosit agregasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen PG’leri
sentezler. COX-2 ise bazi dokularda yapisal olarak bulunmasina karsin COX-1’den
farkl1 olarak bakteriyel endotoksinler, sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan
indiiklenerek pro-inflamatuvar PG’lerin sentezini katalize eder.

COX-1 ve COX-2 knock-out farelerde ve bu enzimlerin spesifik inhibitorleri ile
yapilan c¢alismalarda her iki enzimin fizyolojik fonksiyonlardaki rollerinin ortaya
konmas1 amaclanmistir. Bazi1 fonksiyonlarda her bir izoform ayr1 ayri yer alir.
Trombosit agregasyonunda yer alan tromboksan A;’nin sentezi sadece COX-1 araciligi

ile olabilmektedir. COX-1 knock-out farelerda arasidonik asit (AA) ile agregasyon



olusmamasi *°, COX-2"nin bu olayda COX-1’in eksikligini kompanse edemedigini
gosterir. Ovulasyon i¢in ise COX-2 enzimi gerekli olup, COX-2 eksik olan farelerin
infertil olduklar1 gbzlenmistir i Karsinogenez ve inflamasyonda her iki enzim koordine
sekilde fonksiyon goriirken, dogum ve duktus arteriyozusun remodelingi sirasinda

eksikliklerini kompanse edebilirler.
2.3. Renal COX Ekspresyonu

Sican ve kopek gibi laboratuvar hayvanlarinda ve primatlarda (maymun ve
insan) bobrek dokusunda COX-1 ve COX-2’nin yapisal olarak birlikte eksprese
olduklar1 gosterilmistir 32_34. COX-1 imminoreaktivitesi turler arasinda fazla farklilik
gostermemekte ve daha ¢ok toplayict kanallarda, renal vaskiiler yatakta, glomeriillerde
ve papiller interstisyel hiicrelerde yogunlasmaktadir. Bazal COX-2 immiinoreaktivitesi
ise daha az yogun olup tiirler arasinda bazi1 farkliliklar gostermektedir. Sican ve
kopeklerde COX-2’nin renal dagilimi makiila densa, Henle’nin ¢ikan kalin kolu ve
papiller interstisyel hiicreleri kapsamaktadir. Farelerde kortikal toplayict kanallarda da
COX-2 immiinoreaktivitesi saptanmistir. Insanlarda ve diger primatlarda COX-1 ve
COX-2 glomeriillerde ve renal vaskiiler bolgede birlikte bulunurken makiila densada
COX-2 saptanamamistir 35 Ancak daha sonra yapilan calismalarda COX-2’nin 60

yasin iizerindeki insanlarin makiila densasinda saptanabilir oldugu gosterilmistir *.

Tablo 1: Tiirler arasinda COX-1 ve COX-2 lokalizasyon farkliliklar

Doku Tiirler
sican kopek maymun insan
COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2 COX-1 COX-2
Damarlar Y Y Y Y Y Y Y
Glomeruller U Y Y Y
Makula densa Y Y,U Y,U Y
Henle’nin ¢ikan | Y Y,U Y,U Y
kalin kolu
Toplayici kanal | Y Y Y Y
Interstisyum Y Y Y Y Y Y
Y: Yapsal,

U: Uyarilabilir




Immiinreaktivite bilgilerine dayanilarak COX-1 inhibisyonunun farkli tiirler
arasinda renal fonksiyonlar agisindan benzer sonuglar verebilecegi, COX-2
inhibisyonunun ise insanlarda daha alt tiirler ile kiyaslandiginda farkli sonuglar

verebilecegi diisiiniilebilir.

2.4. Bobrekte COX Inhibisyonunun Sonuclari

2.4.1. Sodyum Atilimi

Sodyum atilimi, natriiirezis, renal interstisyel voliim artis1 ile uyarilir ve PG
bagimlidir 37 Sodyum birikimi bazi1 hastalarda NSAII kullanin sonrasi ortaya cikabilir.
COX-1 hem laboratuvar hayvanlarinda hem de insanlarda nefronun sodyum atiliminin
diizenlenmesinde aktif olan toplayici kanallarda yiiksek miktarda eksprese olmaktadir **.
Ayrica COX-2 sican nefronunda bu tiirlerde sodyum diizenlenmesinde rolii oldugunu
diisiindiirecek sekilde Henle’nin ¢ikan kalin kolunda Na'-K" ATPaz ile birlikte yer
almaktadir *°. Selektif COX—2 inhibitorleri ile yapilan calismalar renal dokuda PGE,
konsantrasyonunun bu ajanlarin kullanimi ile azaldigin1 ve antinatriiiretik etkinin
kismen COX-2 bagimli PG’ler araciligi ile oldugunu diisiindiirmektedir.

Tuz ve volim yiikii ile COX-2 diizenlenmesini arastiran ¢ok sayida deneysel
calisma yapilmistir. Yang ve arkadaslari 40 yedi giin boyunca diisiik ve yiiksek tuz iceren
diyet uyguladiklar1 sicanlarda bobrekte COX-2 ekspreyonunu incelediklerinde; COX-2
mRNA diizeyinin i¢ medullada yiiksek tuzlu diyet uygulanan 6rneklerde 4.5 kat arttigini
ancak diisiik tuzlu diyet uygulananlarda COX-2 mRNA diizeyinin degismedigini
gostermiglerdir. Kortikal bolgedeki COX-2 mRNA diizeyi ise hem diisik hem de
yiiksek tuz rejimleriyle degisiklik gostermislerdir. Yiiksek tuz rejiminde 2,9 kat azalma
olurken, diisiik tuz rejiminde ise 3,3 kat artis gozlenmistir. COX—1 mRNA diizeyi ise
her iki diyet ile bobregin farkli bolgelerinde degisiklik gostermemistir. COX-2
ekspresyonunun temel olarak makiila densa, kortikal cikan kalin kol ve mediiller
interstisyel hiicrelerde oldugu saptanmistir. Meduller interstisyumda artmis olan basing
ve voliim yiikiine yanit olarak artan COX-2 diizeyinin mediiller interstisyumda sodyum

atillmina katkida bulundugunu diisiinmiislerdir. Diisiik tuz aliminda kortekste gozlenen



COX-2 artisinin ise voliim azalmasi durumlarinda kortikal kan akiminin korunmasina

yonelik oldugunu belirtmislerdir.
2.4.2. Bazal Renal Kan Akimi

Normal hayvanlarda COX izoformlarinin renal kan akimi {iizerine etkilerini
inceleyen az sayida calisma vardir. Brooks ve arkadaslar *! indometazin, 6-MNA
(nabumeton’un aktif metaboliti) ve selekoksib’in intravenéz uygulama sonrasi
kopeklerde renal kan akimi {iizerine etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda
sadece selekoksibin renal kan akimini azalttigi saptanmis ve bu etki COX-2 selektif
etkisine baglanmistir. Ancak selekoksibi intravendz yoldan vermek i¢in kullanilan
organik solventin etkisinin ayr1 bir grupla degerlendirilmeyisi ve pozitif kontrol olan
indometazin ile etkinin ortaya c¢ikmayis1 bu c¢alisma ile ortaya c¢ikan sonuglart
sinirlamistir. Nimesulid’in COX-2 selektif dozlariyla kopeklerde yapilan calismada ise,
COX-2 selektivite trombosit agregasyonuna etkisinin olmamasi ile konfirme edilmis,
ilacin ortalama kan basinci, glomertiler filtrasyon hiz1 ve renal kan akimu iizerine etkisi
olmadigi bulunmustur **. Bu calismada sodyum ve idrar voliimiindeki azalma ilacin
tiibiiler etkisi olarak degerlendirilmistir. Bu calismaya gore COX-2 bazal kan akiminin

kontroliinde major dneme sahip degildir.

Tablo 2: Siklooksijenaz Enzim Lokalizasyonlar1 ve Muhtemel Fonksiyonlart.

Lokalizasyon COX-1 COX-2 Prostaglandin | Muhtemel Fonksiyon

Glomeriil + + PGE, PGI, Podosit kontraktilitesi ve
GFR’nin saglanmasi

Henle’nin ¢. kalin kolu + PGE, Sodyum ve klorid

ekskresyonunun artirilmast

Makiila Densa + PGE, Renin saliniminin
regiilasyonu;
tubiiloglomeriiler feedback
diizenlenmesi

Toplayict kanallar + +5 PGE, Sodyum, klorid ve su
ekskresyonunun artirilmasi

Papiller interstisyel | + + PGE, TXA, Vazodilatasyon ve
hiicreler natritirezis

Renal vaskiilatiir + + PGE,  PGI, | Bolgesel kan akiminin
TXA, diizenlenmesi, anjiotensin 11
ile indiiklenen
vazokonstriksiyona
antagonizma
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1. Geng insan ve primatlarda goriilmez, yashlarda goriiliir.

2. Sadece farelerde gozlenmistir.
2.5. Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi

Renin-anjiotensin-aldosteron sistemi (RAAS) viicutta bircok sistemi ilgilendiren
kompleks bir endokrin sistemdir. Temel olarak su, elektrolit dengesi ile birlikte kan
volimii ve kan basincinin regiilasyonunda gorev alir. Daha ©nce dolagimdaki
komponentleri nedeniyle sadece sistemik etkileri oldugu diisiinilen RAAS’in daha
sonra otokrin ve parakrin etkilerinin oldugu anlasilmistir. Daha da 6nemlisi lokal etkili
RAAS’1n baz1 patolojik siireclerde sistemik RAAS’dan etkili oldugu ve bu sistemin
blokaji ile patolojik durumlarin geriledigi saptanmistir.

RAAS fizyolojisinde rol oynayan molekiillerden ilki olan renin bobrek
glomeriillerinin afferent arteriyollerindeki jukstaglomeriiler apparatusun graniiler
hiicrelerinde sentezlenir. Bu hiicreler once biyolojik olarak inaktif olan prorenini sentez
eder. Prorenin daha sonra tripsin benzeri aktive edici enzim araciligl ile N terminalinden
46 aminoasit kaybederek aktif renine doniisiir ve sekretuvar graniillerde depolanir *.
Sekretuvar graniillerde depolanan reninin sistemik dolagima salinimindan ii¢ farkl
mekanizma sorumludur. Temel mekanizma voliim deplesyonu ve hipotansiyon sonucu
olusan renal hipoperfiizyonun afferent arteriyoldeki baroreseptorler tarafindan
hissedilip, jukstaglomeriiler hiicrelerden renin salimimima neden olmasidir **. Sistemik
katekolamin desarji dogrudan jukstaglomeriiler hiicrelerdeki beta-1 reseptorlerinin
uyaritlmasina neden olarak renin salgilanmasina yol a¢maktadir » Sistemik
hipotansiyon veya volim azlig1 yukaridaki iki mekanizma ile de renin salimimini
artirabilmektedir. Bu mekanizmalara ek olarak, distal tubiildeki makiila densaya ulasan
sodyum miktarinin azalmasi da direkt olarak renin sekresyonunu uyarabilmektedir *°.

Dolagima salinan renin bir alfa globulin olan anjiyotensinojenden anjiyotensin I
doniisiimiinii saglar. Bu reaksiyonun RAAS i¢in hiz kisitlayicit basamak olmasi reninin
ve renin salgilatici faktorlerin 6nemini artirmaktadir. Renin bobrek disinda beyin,
adrenal, testis, uterus, karaciger ve vaskiiler endotelde de iiretilmektedir. Hem lokal
olarak iiretilen hem de dolasima salinan renin ve prorenin kendi spesifik reseptoriine

baglanabilir *’. Bu reseptoriin aktivasyonuyla otokrin ve parakrin etki ile anjiotensin I
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(Ang I) lokal olarak da iiretilebilir. Bu reseptore proreninin baglanmasiyla bir etki
olusmadig1 gosterilse de proreninin gebelikte uterus fonksiyonlar ile iliskili oldugu

diisiiniilmektedir 8,

2.5.1. Anjiotensinler ve Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim (ADE)

Biitiin  anjiotensinlerin  kaynagi olan peptid anjiyotensinojendir. Bu
tetradekapeptidin sentez edildigi yer esas olarak karacigerdir. Bununla beraber bobrek,
vaskiiler endotel ve diger organlarda da sentez edilebilmektedir **. Anjiotensinojen renin
etkisiyle bir dekapeptid olan Ang I haline doniisiir. Ang I hem lokal olarak orta
derecede vazokonstriktor ozelliklere sahip olmasindan hem de dolagimda kalma siiresi
saniyelerle sinirli olmasindan dolay1 tek basina dolasim fonksiyonlarinda anlaml
degisikliklere neden olmamaktadir. Yapimindan birka¢ saniye sonra ADE yardimu ile
bir oktapeptid olan anjiotensin II (Ang II)’ye doniisiir. Ang II ise dolasimda 1-2 dakika
kaldiktan sonra anjiyotensinazlar ile inaktive edilir.

ADE yapisinda iki ¢inko grubu bulunduran bir metalloproteinazdir *°. Bir diger
ismi de dipeptidil karboksipeptidazdir. Ayrica kininlerin yikimini da katalize ettigi i¢in
bu enzime kininaz II de denmektedir. ADE’nin %10’u dolasimda serbest halde geri
kalan1 dokularda hiicre membranina bagli olarak bulunur >l RAAS’m akut etkilerinin
olusumunda dolasimdaki ADE 6nemli yer tutarken, kronik etkilerinin olusumunda ise
dokudaki ADE o6n plana c¢ikar. ADE’nin biiyilkk bir kismi akciger kapillerinde
bulundugundan dolasimdaki Ang II’nin baslica iiretildigi yer akciger dokusudur. Bunun
yaninda ADE vaskiiler endotel luminal membranlarinda, santral sinir sisteminde, tireme
organlarinda, adrenallerde, bobregin jukstaglomeriiler apparatus ve efferent
arteriyollerinde de bulunmaktadir >>. ADE RAAS’1n ikinci basamagi olan Ang I'den
Ang II’ye doniistimiinii saglamasi yaninda, bradikininin inaktif peptidlere yikimini

saglayarak bradikinin aracili vazoditasyonun engellenmesine sebep olur.
2.5.2. Ang I’nin Sistemik Etkileri ve Aldosteron
Anjiyotensinler arasinda RAAS’in en onemli hormonu Ang II’dir. RAAS’1n

fizyolojik etkilerinin ¢ogundan Ang II sorumludur. Ang II'nin esas olarak iki major
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sistemik etkisi vardir: 1- Sodyum ve su retansiyonu 2- Sistemik vazokonstriiksiyon. Bu
etkiler sayesinde hipotansiyon veya voliim azli§i kompanse edilebilmekte veya
diizeltilebilmektedir. Ang II proksimal tubiil baslangicindaki hiicrelere etki ederek
sodyum geri emilimini artirir 3 Proksimal tubiildeki sodyum ve su emiliminin %40-
50’sinden Ang I'nin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir >*. Bunun yaminda adrenal
bezlerden aldosteron salgisini artirarak toplayici tiibiillerden sodyum geri emilimini
indirekt olarak da artirabilir. Ang II viicuttaki tiim arteriyollerde vazokonstriiksiyon
yaparak sistemik kan basincini artirir. Bu etki Ang II reseptorlerine direkt etkisi ile
olusabilmekle beraber, hiicre i¢i kalsiyum girisini artirmasiyla, terminal noronlardan
norepinefrin ve endotelden endotelin saliimini uyarmasiyla da meydana gelebilir .
Ang II'nin sistemik kan basincini artiris1 vazokonstriiksiyon cevabi ile saniyeler icinde
olurken, sodyum ve su geri emilimini artirarak yaptig1 etki ile giinler i¢inde olur. Ang
II'nin glomeriil afferent ve efferent arteriyollerindeki vazokonstiiktif etkisi farkli
durumlarda degisik etkilerin ortaya c¢ikmasina neden olur. Renal arter stenozunda
oldugu gibi renal perfiizyonun azaldigi durumlarda Ang II glomeriiler hidrostatik basin¢
artisina yol acarak glomeriiler filtrasyon hizini artirirken, hipertansiyon veya konjestif
kalp yetmezligi durumlarinda renal kan akimini azaltarak glomeriiler filtrasyon hizini
diisiiriir °°.

RAAS’1n diger bir iiyesi olan aldosteron, dolasim yar1 omrii 30 dakika olan 21
karbonlu bir mineralokortikoiddir. Adrenal bezlerin zona glomeriiloza kisminda iiretilir
ve dolasimda bityiik cogunlukla albumine bagh olarak tasinir °'. Aldosteron idrar ve
viicut sivilarinda atilacak olan bazi elektrolitlerin dengesini saglamakla birlikte esas
etkisini bobreklerde gosterir. Diger steroid hormonlar gibi etkisini sitozolik reseptorlere
baglanarak gosterir. Daha sonra bu reseptor-hormon kompleksi nukleusa gecip etkileri
tam olarak bilinmeyen aldosteron ile indiiklenen proteinleri iiretirler °®.

Aldosteron distal tubiiliisiin konnektor segmentinin ve kortikal toplayici
kanallarin principal hiicrelerini etkileyerek sodyum ve klor absorbsiyonunu saglarken
potasyum sekresyonunu uyarir % Fakat mediiller toplayic1 kanallarda sodyum
reabsorbsiyonu yaparken potasyum sekresyonu yapmaz ®. Luminal membran sodyum
kanallarindan giren sodyum, sistemik dolasima Na'™-K" ATPaz pompasi ile katilir.
Aldosteron korteksteki toplayici kanal interkalat hiicrelerine ve medulladaki toplayici

kanal tiibiiler hiicrelere etki ederek hidrojen sekresyonunu uyarir. Ayrica principal
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hiicrelerden absorbe edilen sodyumun olusturdugu negatif liimen icinin sayesinde
indirekt olarak kortekste hidrojen sekresyonunu uyarir °'. Tiim bunlara ek olarak
aldosteron terde, tiikriik ve kolon salgilarinda sodyum konsantrasyonunu azaltirken
potasyum konsantrasyonunu artirir.

Aldosteron sekresyonunun kontrolii esas olarak RAAS ve serum potasyum
seviyeleri ile diizenlenmesine ragmen adrenokortikotrop hormon, atriyal natriiiretik
peptid ve serum sodyum seviyeleri de bu kontroliin bir pargasidir. Hipovolemi veya
hipotansiyon nedenli olarak salinan renin, Ang II ile proksimal tubiil sodyum
reabsorbsiyonunu artirirken Ang II'nin stimiile ettigi aldosteron toplayici kanallardan
sodyum ve klor absorbsiyonu, potasyum ve hidrojen sekresyonu yapar . Aldosteron
sekresyonu ayrica plazma potasyum konsantrasyonu ile lineer iligkili olup plazma
potasyum konsantrasyonunun 3.5 mEq/L iizerine ¢ikmasiyla zona glomeriilosa iizerine

direkt etki ile aldosteron sekresyonu uyarilir.

2.6. COX-2 ve Renin-Anjiyotensin Sistemi

Prostaglandinler voliim homeostazinda iki mekanizma ile etkili olmaktadir. flk
olarak RAAS’1n bir parcasi olarak PG’ler intravaskiiler voliim kaybina yanit olarak
bobreklerden renin salimimina katkida bulunurlar. ikincisi ise PG’lerin hiperreninemik
durumlarda renal perfiizyonun devamini saglamak iizere Ang II'nin vazokonstriiktor
etkisine kars1 koymasidir.

Voliim azalmasi oldugunda COX izoformlarinin selektif inhibisyonun sonuclari
pek cok calismada arastirllmistir. Alt hayvan tiirlerinde voliim homeostazinda COX-2
bagimli PG’lerin etkili oldugu kanitlanmistir. Haris ve arkadaslari % kronik olarak tuz
kisith diyet uyguladiklar1 siganlarda renin sekresyonunu uyarmiglar ve COX-2’nin
yapisal olarak bulundugu makiila densa ve Henle’nin c¢ikan kalin kolunda
immiinoreaktivitesinin arttigin1 ve mRNA diizeyinin tuz kisitlanmayanlara oranla ti¢ kat
fazla oldugunu saptamislardir Diger calismalarda da COX-2’nin makiila densada
indiiksiyonunun fonksiyonel olarak artan renin sekresyonu ile koordine edildigi
gosterilmistir *” **. RAAS aym zamanda makiila densada COX-2 ekspresyonu iizerinde

negatif feed back etki gOstermektedir. Voliim kontraksiyonu olan sicanlarda Ang II
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olusumu ADE ile bloke edildiginde ise COX-2 ekspresyonu iizerine olan negatif feed
back ortadan kalkmakta bu da artmus renin sekresyonu ile sonuc¢lanmaktadir .

Cheng %7 ve arkadaslari genetik olarak COX-2 delesyonu yapilan farelerde ADE
inhibitorlerinin etkilerini incelemis ve bu farelerin ADE inhibitorlerine yanit olarak

renin iiretiminde artis gostermediklerini saptamiglardir.

Renin salmmu

(+)

JG Hiicreler I

(Renin)

Vashkiiler
gerilim
(+)

MD COX-2 —

(=)

Ang 1l ve
aldosteron

Sekil 2: RAAS ve makiila densadaki COX-2 arasindaki potansiyel etkilesimler
JG: Juksta glomeriiler EE: Efferent arteriyol AA:Afferent arteriyol MD: Makiila Densa

Anjiotensin ve aldosteron direkt veya indirekt olarak renin tiretimi ve salinimini

regiile ederek intravaskiiler voliim homestazinin devamini saglarlar.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Cukurova Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde (TIBDAM) yapildi. Deney boyunca toplam 42 Wistar-Albino tiirii erkek
sicanlar kullanildi. Sicanlar uygun nem ve oda sicakliginda 12 saat giindiiz, 12 saat gece
olacak sekilde tutuldu. Her kafese 4 denek yerlestirildi. Sicanlara standart sican yemi ve
sehir icme suyu ad libitum verildi. Calisma oncesinde Cukurova Universitesi Tibbi
Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi biinyesinde bulunan hayvan etik

kurulundan ¢alisma i¢in resmi yazili onay alindi.

3.1. Deney Protokolii

Calismaya toplam 42 si¢an alindi. Sicanlar 4 gruba ayrildi:

1. Grup (G1)........... (n=10) 20 mg/kg Serum fizyolojik (sf) intraperitoneal (ip)
2.5 mg/kg st intramiiskiiler (im)

2.Grup (G2)............ (n=10) 20 mg/kg Furosemid ip, 2.5 mg/kg sf im

3.Grup (G3)............ (n=12) 20 mg/kg Furosemid ip, 2.5 mg/kg diklofenak im

4.Grup (G4)............ (n=10) 20 mg/kg st ip, 2.5 mg/kg diklofenak im

Plasebo grubu olarak olusturulan G1’e yedi giin intraperitoneal olarak serum
fizyolojik 20 mg/kg verildi. Ugiincii giinden itibaren bes giin boyunca 2.5 mg/kg sf
intramiiskiiler enjeksiyon yapildi. G2’ye yedi giin boyunca furosemid (Lasix ampul 20
mg/ 2 ml) ampul 20mg/kg dozda ip enjekte edildi, iiciincii giinden itibaren bes giin
boyunca 2.5 mg/kg dozda sf im yolla enjekte edildi. G3’e yedi giin 20mg/kg dozda
furosemid ip verildi, li¢linci giinden itibaren bes giin boyunca diklofenak sodyum
(Voltaren-IM Ampul 75mg/3 ml) 2.5 mg/kg dozda im enjekte edildi. Son grup olan
G4’e 1se yedi giin boyunca 20mg/kg sf ip ve bes giin boyunca diklofenak sodyum im
olarak uygulandi.

Deneysel ¢calisma her bir si¢an icin yedi giin siirdii. Deneklere giinliik olarak kilo
takibi yapilarak kaydedildi. ila¢ dozlar1 ise bu kilo takiplerine gére giinliik olarak
hesaplanarak verildi. Deneyin sonunda siganlar 24 saat metabolik kafeslere (Nalgene)

kondu. Aldig1 sivi ve cikardigr idrar miktar1 belirlendi. Toplanan idrarlar steril,
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antikoagiilan icermeyen tiiplere konuldu. Idrar osmolarite, kreatinin ve elektrolit
calisilacak ornekler — 20°C de saklandi.

Final deneyi TIBDAM’da yapildi. Sicanlarin agirliklart olciildiikten sonra 50
mg/kg dozda intraperitoneal yolla ketamin verilerek anestezi saglandi. Sicanlardan
oncelikle 8-10 cc intrakardiyak olarak kan ornegi alindi. Daha sonra siganlarin batim
acilarak bobrekler ¢ikarildi. Bobrek korteksi bistiiri yardimi ile kesilerek formol iceren

tiiplere koyularak saklandi.

3.1.1. Biyokimyasal Metod

Kan oOrneklerinin, 3-4 cc’si EDTA’Ll (etilendiamintetraasetik asit) tiiplere
koyularak +4°C’de 3000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek ayrilan plazma
renin Ol¢iimii yapilmak iizere -20°C’de saklandi.

Diger kan ornekleri ise oda 1sisinda santrifiij edilerek ayrilan serum Ornekleri
steril plastik tiiplere koyularak saklandi. Serum kreatinin, elektrolitler, ALT (Alanin
aminotransferaz), GGT (Gama glutamil transpeptidaz), idrar kreatinin, osmolarite,
elektrolit olgiimleri Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari
Biyokimya ve Immiinoloji boliimiinde yapildi. Plazma Renin diizeyi ol¢iimii ise
Cukurova Universitesi Niikleer Tip Laboratuvarinda radioimmunoassay yontemi ile
yapildi.

Kreatinin klerensi standart kreatinin klerensi formiilii ile heapland1 ve degerler

ml/dk/100 g olarak ifade edildi.

3.1.2. immiinohistokimyasal Metod

Alinan bobrek dokular1 standart takip islemlerinden gecirildikten sonra
immiinohistokimyasal boyama i¢in hazirlanan parafin doku bloklarindan 5 mikron
kalinliginda kesitler alindi. COX-2’nin immiinohistokimyasal yontemle gosterilmesi
icin Santa-Cruz firmasinda temin edilen Goat Primer Polyclonal IgG Antikorlar (kat
no:SC-1746 Lot: F2205) kullanildi.

1: Parafin bloklar 5 mikron kalinliginda kesildikten sonra 60 derece etiivde 30
dk bekletildi.
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2: Daha sonra 60 derece etiiv i¢indeki ksilolde 5 dk bekletildi.

3: Ardindan oda 1s1sinda 3 ayri ksilol salelerinde 5’er dakika bekletildi.

4: %95’lik etil alkol salelerinde 3 defa 5 dakika bekletildi daha sonra distile suda
yikandi.

5: %3’liik hidrojen peroksitte 5 dk inkiibe edildi

6: Distile suda bekletilerek pH 7.4 olan PBS (Fosfatli tampon soliisyonu) salinde
3-5 dakika yikandi

7: pH 8 olan EDTA tampon solusyonda, beko 1550 model mikrodalga medium
konumunda 10 dk inkiibe edildi.

8: Serum blokdan Donkey serumda 30 dakika, oda 1sisinda 20-30 dakika
bekletildi.

9: PBS’de 3-5 dk yikandi. Primer antikor COX-2 1/50 diliisyonda diliie edildi.

10: Oda 1s1sinda inkiibasyon siiresi 120 dk idi. Bu siireden sonra yine pH’s1 7.4
olan PBS’de 3-5 dk yikand.

11: Biyotinlenmis Antikor 30 dk bekletildi. Tekrar PBS’de 3-5 dk yikandi. HRP-
streptavidinde 30 dk inkiibe edildi ve PBS’de 3-5 dk yikandi.

12: AEC kromojen damlatildi ve 5-20 dakika siiren inkiibasyon siiresi boyunca
mikroskop altinda kontrol edildi.

13: Boyama olduktan sonra ¢cesme suyuna alindi. Mayer-Hemotoksilen ile 5
dakika boyandiktan sonra tekrar cesme suyuna alindi.

14: Cesme suyunda 5 dk bekletildikten sonra su bazli kapatma maddesi ile
(Dako) kapatilarak mikroskop altinda incelendi.

PBS ile her yikama sonrast dokunun kurumasini engellemek amaciyla nemli
ortamda dokunun etrafi kuru spancla silindi.

Morfolojik degerlendirme o6rneklerin hangi gruptan alindigini bilmeyen bir
patolog tarafindan semi kantitatif skorlama yontemi ile yapildi. Her 6rnekte 250 adet
glomertil sayilarak pozitif boyananlarin sayisi degerlendirilerek skorlama yapilmistir.

COX-1 immiinoreaktivitesini degerlendirmek icin Ornekler ayni islemlerden
gecirildikten sonra Santa Cruz firmasindan temin edilen Goat Polyclonal IgG Antikorlar
(kat no:SC-1754) kullanildi. Ornekler toplayici kanallardaki boyanma yogunluguna

gore grade 1, grade 2 ve grade 3 olarak gruplandirilmistir.
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3.2. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmede Windows icin SPSS 13.0 istatistiksel analiz
programi kullanildi. Varyans analizi ile grup ici degisim incelendi. Gruplar arasi
degisim i¢in ise Post Hoc testlerine bagvuruldu. Burada da grup varyanslarindaki
homojenlige gore ¢oklu karsilastirma testlerinden Bonferroni veya Sidak testlerinden
biri kullanildi. Ol¢iim degerleri (ortalama + standart sapma) olarak verildi. Istatistiksel

anlamlilik sinir1 (p<0,05) kabul edildi.
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4. BULGULAR

Deneyin baslangicinda sicanlarin ortalama viicut agirhigr gruplara gore sirasiyla,
G1’de 265+32,17 g (R 200-300), G2 de 234,8+24,17 g (R 201-267), G3’de 290+62,37
g (R 207-418), G4’de 275,4436,78 g (R 212-333) olarak tartildi. Deney sonundaki
ortalama agirliklar1 ise G1°de 271+29,52 g (R 205-310), G2 de 218,6+16,31 g (R 190-
245), G3’de 269,41+£58,77 g (R 185-385), G4’de 240,2+33,56 g (R 205-315) idi.
(Tablo 3).

Deney sonunda G1’de 6,1+23,3 g agirlik artis1 olurken, G2’de 16,2+16,71 g,
G3’de 21,33+12,43 g, G4’de 35,2+£25,48 g agirlik kayb1 oldu. Kilo degisimi bakiminda
G1-G3 ve G1-G4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh (p<0,05) iken diger gruplar

arasinda anlamli fark saptanmadi. (Sekil 3)

Tablo 3: Tiim gruplardaki ortalama viicut agirliklar

ILK SON AGIRLIK
GRUP 5 5 .
AGIRLIK g. AGIRLIK g. DEGISIMI g.
Gl (n=10) 265+32.17 2714+29.52 +6,1+£23,3
G2 (n=10) 234,8424.17 218,6+16,31 —16,2+16,71
G3 (n=12) 200+62,37 269,41+58,77 —21,33+12,43
G4 (n=10) 275,4+36,78 240,2+33.,56 — 35242548
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Sekil 3: Gruplardaki deney baslangict ile sonu arasindaki agirlik degisimleri (G1-G3 ve G1-G4
i¢in p<0,05).

Deney sonundaki serum kreatinin diizeyleri ise G1’de 0,35+0,05 mg/dL (R
0,30-0,40), G2’de 0,43+0,08 mg/dL (R 0,30-0,50), G3’de 0,32+0,09 mg/dL (R 0,20—
0,50) G4’de 0,42+0,18 mg/dL (R 0,30-0,90) olarak bulundu. Gruplar arasinda serum

kreatinin degerleri agisindan anlamli fark bulunmadi. (Sekil 4)
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Sekil 4: Tiim gruplardaki serum kreatinin ortalama degerleri (p>0,05).
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Kan iire azotu (BUN) degerleri; Gl'de 21+4,3 mg/dL. (R 14-28), G2’de
19,5+4,79 mg/dL (R 14-28), G3’de 15,41+4,6 mg/dL (R 10-22), G4’de 30,11+9,44
mg/dL (R 17-119) olarak bulundu. Kan iire azotu degerleri agisindan gruplar arasinda

anlaml fark saptanmadi (Sekil 5).
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Sekil 5: Gruplardaki ortalama BUN degerleri (p>0,05).

Serum ALT degerleri ortalamasi sirasiyla G1°de 31,9+11,59 IU/L (R 17-49),
G2’de 27,5+6,15 TU/L (R 17-39), G3’de 24,25+8,77 IU/L (R 17-43), G4’de 41,5+33,16
IU/L (R 20-127) idi. Serum ALT diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlaml fark
saptanmad1 (P>0,05).

Serum GGT degerleri sirasiyla G1°de 1,4+0,69 TU/L (R 1-3), G2’de 1,6+0,51
IU/L (R 1-2), G3’de 5,0+4,08 IU/L (R 1-12), G4’de 5,5+4,19 IU/L (R 1-19) idi.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (P>0,05).

Serum sodyum (Na) degerleri sirasiyla G1°de 134,7+7,78 mEq/L (R 119-141),

G2’de 132,5+5,42 mEqg/L (R 123-139), G3’de 140,5+5,33 mEq/L (R 125-146), G4’de
140,3+3,35 mEq/L (R 135-145) olarak bulundu. Serum Na diizeyleri G3 ve G4’de
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G2’den yiiksek olup G2-G3 ve G2-G4 arasinda serum sodyum diizeyleri acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p<0,05) (Sekil 6).
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Sekil 6: Gruplarin ortalama serum sodyum degerlerinin karsilagtirilmasi. (G2-G3 ve G2-G4 icin p<0,05)

Serum potasyum (K) diizeyi ortalamalar1 sirasiyla G1’de 6,21+0,65 mEq/L (R
4,63-6,83), G2’de 5,34+0,46 mEq/L (R 4,71-6,26), G3’de 6,38+0,55 mEq/L (R 5,7-
7,42), G4’de 5,67+0,76 mEq/L (R 4,32-7,03) idi. G2’de serum K diizeyi G1’den ve
G3’den diisiik olarak saptandi. G2-G1 ve G2-G3 arasinda serum K diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark mevcuttu (p<0,05) (Sekil 7).
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Sekil 7: Gruplarin ortalama serum potasyum degerlerinin karsilastirilmasi (G2-G1 ve G2-G3 icin

p<0,05).

Plazma renin aktivitesi (PRA) ortalama degerleri gruplara gore dagilimi sirasiyla
Gl’de 4,63+2,55 ng/mL/sa (R 2,1-9,9), G2’de 7,0+4,3 ng/mL/sa (R 1,5-15), G3’de
6,0+6,46 ng/mL/sa (R 1,4-25), G4’de 3,98+1,87 ng/mL/sa (R 1,1-7,3) idi. G2’nin PRA
ortalama degeri diger gruplara gore daha yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda PRA

ortalama degeri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (Sekil 8).
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Sekil 8: Gruplarin ortalama Plazma renin aktivite degerlerinin karsilastirilmasi (p>0,05)

Tablo 4: Gruplardaki BUN, Kreatinin, serum Na, K, ALT, GGT ve PRA ortalama degerleri;

Parametreler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(n=10) (n=10) (n=12) (n=10)
BUN (mg/dL) |21+43 19,5+4,79 15,41+4,6 30,1149,44
S. Kr. (mg/dL) | 0,35+0,05 0,43+0,08 0,32+0,09 0,42+0,18
S. ALT (IU/L) 31,9+11,59 27,5£6,15 24,25+8,77 41,5+£33,16
S. GGT (IU/L) | 1,4+0,69 1,6+0,51 5,0+4,08 5,5+4,19
S.Na (mEq/L) | 134,7+7,78 132,5+5,42 140,5+5,33 140,3+3,35
S. K (mEq/L) 6,21+0,65 5,34+0,46 6,38+0,55 5,67+0,76
PRA (ng/mL/sa) | 4,63+2,55 7,0+4,3 6,0+6,46 3,98+1,87

Sicanlarin 24 saatte aldiklari sivi miktarlarinin ortalama degerleri ise sirasiyla
Gl’de 24,849,18 mL (R 10-40), G2’de 26,9+6,74 mL (R 18-35), G3’de 33,25+15,19
mL (R 10-55), G4’de 29,3+11,5 mL (R 10-45) idi. Alinan sivi miktar1 G3’de en fazla

olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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Sicanlarin 24 saatlik idrar miktarlart G1°de 14,7+44,92 mL (R 6-25), G2’de
3349,41 mL (R 20-50), G3’de 15,33+6,24 mL (R 8-28), G4’de 17,7+6,42 mL (R 12-31)
1di (Tablo 5). G2’de 24 saatlik idrar miktar1 diger gruplardan daha fazla olup, G2-G1
(p<0,05), G2-G3 (p<0,05), G2-G4 (p<0,05) arasinda 24 saatlik idrar miktari

bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (Sekil 9).
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Sekil 9: Siganlarin 24 saatlik idrar miktar1 ortalamalarinin karsilastirilmasi (G2-G1, G2-G3, G2-G4
p<0,05 hepsi i¢in)

Sigcanlarin 24 saat boyunca toplanan idrar orneklerinden bakilan idrar Na diizeyi
24 saatlik idrar miktan ile carpilarak elde edilen total idrar Na diizeyi ortalamasi
gruplara gore sirasiyla; G1'de 13,11+6,11 mEq (R 5,4-22,2), G2’de 17,41+12,86 mEq
(R 8,4-50), G3’de 12,2248,05 mEq (R 0,45-26,88), G4’de 6,15+£5,67 mEq (R 0,26—
15,5) idi (Tablo 5). 24 saatlik total idrar Na miktar1 diizeyleri karsilastirildiginda G2’de
en yiiksek diizeyde, G4’de ise en diisiik diizeyde bulunmustur. G2-G4 arasinda total
idrar Na diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p<0,05) (Sekil

10).
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Sekil 10:Gruplarda 24 saatlik idrar Na diizeylerinin karsilagtiriimast (G2-G4 icin p<0,05)

Sicanlarin 24 saatlik idrar K ortalamalari ise sirastyla G1°de 11,79+5,87 mEq (R
5,58-22,35), G2’de 13,18+9,79 mEq (R 5,0-37,89), G3’de 13,13+5,66 mEq (R 4,3—
22,55), G4’de 7,93+6,61 mEq (R 1,92-18,67) olarak bulundu (Tablo 5). G4’de idrar K
diizeyi en diisiik diizeyde saptanmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark tespit edilmedi.(p>0,05) (Sekil 11)
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Sekil 11: Gruplarin idrar K diizeylerinin karsilastiriimasi (p>0,05).

Sigcanlarin idrar osmolaliteleri karsilagtirildiginda ortalama idrar osmolaliteleri
sirastyla G1°de 1131+448 mosm/kg (R 428-1928), G2’de 580.8+223 mosm/kg (R 251-
1055). G3’de 1095,66+434,46 mosm/kg (R 180-1656), G4’de 576,2+292,43 mosm/kg
(R 250-1301) idi (Tablo 5). Idrar osmolalitesi G1’de G2 ve G4’den yiiksek olup,G1-G2
(p<0,05) ve G1-G4 (p<0,05) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu. G3’de
ise idrar osmolalitesi G2 ve G4’den yiiksek bulundu ve aradaki fark istatistiksel olarak

anlaml idi (p<0,05 her ikisi icin) (Sekil 12).
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Sekil 12: Gruplarin idrar osmolaliteleri (G1-G2, G1-G4, G2-G3, G3-G4 i¢in p<0,05)
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Kreatinin klerensi ortalamalar1 gruplara gore sirasiyla Gl’de 1,63+0,48
mL/dk/100g (R 0,77-2,61), G2’de 1,65+0,91 mL/dk/100g (R 0,82-4,16), G3’de
1,66+£0,56 mL/dk/100g (R 0,8-2,52), G4’de 0,8+0,46 mL/dk/100g (R 0,18-1,74) idi
(Tablo 5). Kreatinin klerensi G4’de en diisiik olup G4-G1 (p<0,05), G4-G2 (p<0,05),
G4-G3 (p<0,05) arasinda kreatinin klerensi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulundu (Sekil.13).

¢
4—
=
o)
o
o
-
= 37
3
J U
£
N
@
& 27
=
°
3
£
[=
£
o 1 L]
- ¥
X

] T
1 2 3 4
Grup

Sekil 13: Gruplarin ortalama kreatinin klerenslerinin karsilastirilmasi (G4-G1, G4-G2, G4-G3 p<0,05

hepsi icin).
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Tablo 5: Gruplardaki 24 saatlik idrar miktari, idrar Na, K, osmolalite ve kreatinin klerensi ortalama

degerleri
Parametreler Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(n=10) (n=10) (n=12) (n=10)

Idrar miktar

14,7+4,92 331941 15,33+6,24 17,7+£6,42
(mL/giin)
Idrar Na

13,11+6,11 17,41+12,86 12,22+8,05 6,15+5,67
(mEq/giin)
idrar K

11,79+5,87 13,18+9,79 13,13+5,66 7,93+6,61
(mEq/giin)
I. Osmolalitesi

1131+448 580.8+223 1095,66+434,46 | 576,2+292.,43
(mosm/kg)
Kr. Klerensi

1,63+0,48 1,65+0,91 1,66+0,56 0,8+0,46

(mL/dk/100g)

Renal kortekste COX-2 immiinoreaktivitesini degerlendirmek amaciyla her

ornekte 250 adet glomeriil sayilmistir. Pozitif boyanma gosterenlerin sayis1 géz Oniine

alinarak semi kantitatif skorlama yapilmistir. Buna gére G1’de pozitif glomeriil sayisi
7,5¢6,34 (R 3-24), G2’de 44,6+15,72 (R 21-68), G3’de 31,6+8,4 (20-53), G4’de
41,3294 (R 26-57) olarak saptandi. COX-2 immiinoreaktivitesi agisindan G1-G2
(p<0,05), G1-G3 (p<0,05), GI1-G4 (p<0,05) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

mevcuttu (Sekil 14).

30




60

COX-2

40—

20—

Grup

Sekil 14: COX-2 immiinoreaktivitesi ortalama degerlerinin karsilastirilms: (G1-G2, G1-G3, G1-G4

p<0,05 hepsi i¢in)

COX-1 immiinoreaktivitesi degerlendirildiginde G1’de bir sicanin grade 1,
dokuz sicanin grade 3, G2’de iki sicanin grade 2, sekiz si¢anin grade 3, G3’te dokuz
sicanin grade 1, bir sicanin grade 2, iki sicanin grade 3, G4’te dort sicanin grade 1, alti
sicanin grade 2 boyanma Ozelligi gosterdigi saptanmustir. G3 ve G4’te COX-1
immiinoreaktivitesi Gl ve G2’ye gore anlamli olarak azalmis olarak

bulunmustur(p<0,05) (Sekil 15).
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Sekil 15: COX-1 immiinoreaktivitesinin gruplara gore dagilimi
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Sekil 16: COX-2 immunoreaktivitesinin makiila densada gosterilmesi
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Sekil 17: COX-1 immunoreaktivitesinin toplayict kanallarda gosterilmesi
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5. TARTISMA

Selektif olmayan nonsteroidal anti-inflamatuvar ilaglar diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu grup ilaclarin anti-inflamatuvar, analjezik, antipiretik ve anti-
trombosit etkileri vardir. En sik yan etkiler gastrointestinal sistemi ilgilendirir ve temel
olarak COX~-1 inhibisyonu ile iliskilidir.

NSAII iliskili renal sendromlardan ise, NSAII iliskili hipertansiyon, su ve tuz
tutulumu, 6dem, hiperkalemi Onemli olup hipertansiyon, konjestif kalp yetersizligi,
siroz ve GFR’de yasa bagli azalma olan yaglhilarda daha 6nemli risk olusturmaktadir.

NSAIi’ler prostanoid olusumunda anahtar enzimler olan siklooksijenaz—1 ve -
2’yi inhibe ederek etki gosterirler. Bu enzimler bobrekte kortikal ve mediiller bolgede
farkli diizeylerde bulunduklari gibi aym etkilere farkli yanitlar verebilirler. Bu
enzimlerin inhibisyonu sadece prostanoid diizeyini azaltmakla kalmaz ayni zamanda
renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi ve renal vaskiiler tonisite ile etkileserek bobrekte
bircok patofizyolojik siirecte rol oynarlar.

Bu ¢alismada selektif olmayan NSAII olan diklofenak sodyumun ve bir kivrim
diiiretigi olan furosemidin eriskin Wistar-Albino tiirli sicanlarda renal fonksiyonlara,
PRA ve COX-1 ekspresyonuna etkilerini degerlendirmeyi amacladik.

Calismamizda kontrollerde agirlik artist olurken, diiiretik ve/veya diklofenak
sodyum verilen sicanlarda agirlik kaybr oldu. Diklofenak sodyum verilen gruplardaki
agirlik kaybi ilaca baglh gelisen istah kaybina baglandi. Calismamiza benzer sekilde
sican ve tavsanlarda diklofenak sodyumun 2.5, 5, 10 mg/kg/giin dozlarinda verilen
deneylerde gida alimlarinda belirgin azalma ve anlamli kilo kayiplar1 goézlenmistir o8,
Diklofenak COX-1’1 de etkili sekilde inhibe ettiginden gastrointestinal mukozanin
korunmasinda rol alan prostaglandinleri de azaltmaktadir. Gastrointestinal toksisitenin
de sicanlarin kilo kaybina katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda gruplar arasinda kan iire azotu ve serum kreatinin diizeyleri
arasinda anlamli fark saptanmamasina ragmen G4’te kan iire azotu diger gruplardan
daha yiiksek bulunmustur. Bu gruptaki sicanlarin dordiinde BUN degerleri 119, 54, 48,
46 mg/dL olup plasebo grubuna gore (G1’de BUN ortalama degeri 21 mg/dL) oldukca
yiiksek idi. Gruplarin kreatinin klerensleri de degerlendirildiginde G4’te kreatinin

klerensinin her ii¢ gruba gore de anlaml olarak diisiik oldugu saptanmistir. Kan iire
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azotu degerleri yukarida verilen si¢anlarin kreatinin klerensleri ise sirasiyla 0,18, 0,51,
0,64, 0,45 ml/dk/100g olup plasebo grubundaki sicanlarin ortalama degerlerine gore
(G1l’de 1,65 ml/dk/100g) belirgin olarak diisiik bulundu. Bobrek fonksiyonlarinda
azalma olurken idrar miktarinda azalma olmamas1 nedeniyle G4’te non-oligiirik akut
bobrek yetmezligi gelistigi sdylenebilir.

Selektif olmayan siklooksijenaz inhibitorleri hem sistemik hem de bobrekte
vazodilator etkili prostaglandin yapimimi inhibe ederler. Ayrica siklooksijenaz
sisteminin substrati olan arasidonik asitin lipoksijenaz yoluna yonelmesine neden olarak
sistemik ve renal vazokonstiiktor etkileri olan l0kotriyenlerin sentezinin artmasina
neden olurlar ®. Vazodilatdr ve vazokonstriiktdr molekiiller arasindaki dengesizlige
lokotriyenlerin  peritiibiiler kapiller permeabiliteyi artirarak yaptiklarr tiibiiler
hasarlanma eklenince NSAII ile akut bobrek yetersizligi gelisebilmektedir.

"0 sirozlu hastalarda furosemid ve asetilsalisilik asidin

Planas ve arkadaslari
bobrekte hemodinamik etkilerini incelemisler ve furosemidin bu hasta grubunda non-
steroidal antiinflamatuvar ilaclarin akut uygulamalarina bagli bobrek yetersizligi
gelisiminden korudugunu saptamislardir. Calismamizda da furosemid ve diklofenak
birlikte verildiginde tek basina diklofenak alan gruba gore daha az renal yetersizlik
gelistigi goriildii.

Bobrek medullas: normal sartlar altinda dahi sinirda kanlanmasina bagl olarak
hipoksi smirinda olup, PGE2’nin lokal iiretimi mediillaya yeterli kan akiminin
saglanmas1 icin gereklidir o Deneysel calismalarda selektif olmayan siklooksijenaz
inhibitorlerinin siiperfisiyal kortikal kan akimini bir miktar artirirken mediiller kan
akimim1 anlamhi diizeyde azalttiklar1 ve bunun akut ve kronik renal hasara neden
olabilecegi gosterilmistir ">, Kivrim diiiretikleri ise gerek tiibiillerdeki tikayici debrisi
temizleyerek gerekse de tiibiiler oksijen tiiketimini azaltarak renal fonksiyon bozuklugu
gelismesini Onlemeye yardimci olur. Furosemid sicanlarda bolgesel kan akiminda
belirgin azalma yapmasina ragmen dis mediilladaki fizyolojik hipoksiyi azaltmaktadir.
Ornegin sicanlarda deneysel olarak radyokontrast ajan verilerek olusturulan akut bobrek
yetersizligi, mediiller parsiyel oksijen basincindaki azalma furosemidle normale
dondiiriilerek  6nlenmektedir . Furosemidin soliit reabsorbsiyonunu engelleyerek
mediiller oksijenasyonu diizeltmesi ve belirtilen tiibiiler etkileri nedeniyle G3 ile G4

arasindaki renal fonksiyonlardaki degisiklikler aciklanabilir.
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Calismamizda yedinci giindeki 24 saatlik idrar miktar1 G2’de diger gruplara
gore anlamli olarak artmis olarak bulundu. G2’de idrar miktar1 diger gruplara oranla iki
kat fazla idi. Yine 24 saatlik idrar Na* diizeyi degerlendirildiginde en yiiksek diizey
G2’de olup G4 ile aralarinda anlamli fark mevcuttu. Kivrim diiiretikleri mediiller ve
kortikal ¢ikan kolda etki gosterirler. Bu bolgelerde Na® girisi temel olarak liiminal
membranda yerlesik olan Na-K-2Cl tasiyicis1 ile diizenlenmekte olup kivrim
ditiretikler1 bu tasiyicidaki Cl bolgesi i¢in yarisarak net reabsorbsiyonu engellemek
suretiyle diiiretik ve natritiretik etki gosterirler. Selektif olmayan nonsteroidal anti-
inflamatuvarlar ise diisiik dozlarda diiiretik ©ncesi uygulandiklarinda furosemidin
natritiretik etkisini artirabilirken daha yiiksek dozlarda ise diiiretiklerin natriiiretik
etkilerini ve idrarla prostanoid atilimini azaltirlar s Calismamizda G3’te hem idrar
miktart hem de idrarla sodyum atiliminin G2’ye oranla azalmis olmasi (idrar miktari
icin p<0,05) diklofenak sodyumun 2,5 mg/kg dozda furosemidin diiiretik ve natriiiretik
etkilerini azalttigin1 gostermektedir. Diklofenak sodyumun bu etkiyi mediiller ¢ikan kol
ve toplayict kanallarda NaCl reabsorbsiyonunu direkt olarak inhibe eden PGE2’yi
azaltarak gerceklestirdigi diisiiniiliirse ilacin etkili dozda verildigi ongoriilebilir. G3’de
ditiretigin etkilerini azaltmakla birlikte diklofenak sodyumun tek basina verildigi G4’te
G1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark olmasa da idrar sodyumunun
diisiik oldugu (13,11°e kars1 6,15 mEq/giin) goriilmektedir.

Sicanlara kronik furosemid infiizyonu yapildiginda idrar osmolalitesinin birinci
giinden itibaren azaldigr ve osmolalitedeki azalmanin yedinci giinde de devam ettigi
gosterilmistir. Idrar ile K* atilini ise bu deneylerin birinde %15 artarken digerinde iki

kat artmis olarak bulunmustur 75,76

. Calismamizda G2 ve G4’te idrar osmolaliteleri G1
ve G3’e gore anlamli olarak diisiik idi. G2’deki diisiik osmolalite onceki deneylerle
uyumlu olarak diiiretik etkisine bagland1.G4’deki hipo-osmolar idrar, siganlarda gelisen
bobrek yetersizligine baglanabilir. 24 saatlik idrar K™ diizeyi arada anlamli fark olmasa
da G2’de en yiiksek iken G4 te ise en diisiik diizeyde saptandi. Kivrim ditiretikleri ¢ikan
kalin kolda Na* reabsorbsiyonunu azaltarak distal nefrona gelen Na® yogunlugunu
artirirlar, boylece H" ve K ile Na' degisimi uyarilarak daha asidifiye ve K'
konsantrasyonu yiiksek idrar olusumuna neden olur. Calismamizda benzer etki

gozlenmis olmakla beraber diger deneylerdeki gibi siganlara standart yem diginda K*

replasmani yapilmamis olmast beklenenden daha diisiik diizeyler saptamamiza neden
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olmus olabilir. G4’teki idrarla K* atilimindaki azalma ise NSAII’nin plazma renin
diizeyine inhibitor etki ile RAAS baskilanmasi sonucu aldosteron’un distal nefronda K*
attlmini uyaric1 etkisinin kaybolmasina baglandi. PGE2’nin etkisinin azalmasinin
indirekt gostergesi olan idrar sodyumundaki azalma go6zoniine alindiginda, COX-2
kaynakli olan ve temel olarak Henle’nin ¢ikan kolunda bulunan PGE2’nin inhibisyonu
da distalde intraliiminal Na® konsantrasyonunu azaltmak suretiyle K' degisimini
azaltarak G4 teki idrarla K atilimindaki azalmay1 aciklayabilir.

Calismamizda serum Na® diizeyi G2’de G3 ve G4’ten anlamli olarak diisiik
bulundu.G1 ve G2 arasinda serum sodyum diizeyleri arasinda anlamli fark olmamasinin
nedeni kivrim diiiretiklerinin iso-osmotik idrar olusumuna neden olarak ADH aracili
hiponatremi olusturmamalaridir. Ancak G4’te hipotonik idrar ¢ikimina bagl olarak
hipernatremi gelismis olabilir. G3’te diklofenakin ditiretik etkisini inhibe etmesi ve
ADH etkisini uyarmasi nedeniyle normal ya da diisiik Na" diizeyleri beklense de bu
grupta saptanan yiiksek Na® diizeyi ADH’nin prostaglandin disindaki sistemlerden
etkilenmesi nedeniyle olabilir. Calismamzda sadece G2’deki serum K' diizeyini
anlaml olarak diisiik saptandi. G3’te yine diklofenak etkisi ile furosemid etkisiyle
ortaya ¢ikan hipokaleminin notralize edildigi goriildii.

Calismamizda plazma renin aktivitesi ortalama degerleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamakla beraber, PRA G2’de en yiiksek
G4’de en diisiik ve G1’e en yakin degerde, G3’de ise G2 ile G4 arasinda bir degerde
saptandi. Mann ve ark '’. yaptiklar1 deneysel calismada sicanlara tuz ve su kisitlamasi
olmadan alt1 giin boyunca furosemid infiizyonu uygulamigslar ve PRA ve renokortikal
mRNA diizeylerini incelemislerdir. Bu calismada ekstraselliiler voliim degisikligi
olmamasina ragmen furosemid ile PRA’da bes kat renin mRNA diizeyinde ise ii¢ kat
artis saptanmistir. Bu sonu¢ furosemidin saptanabilir hipovolemi olusturmadan da
PRA’y1 artirabilecegini gostermektedir. Calismamizda da furosemid enjeksiyonu ile
PRA’da artis olmakla birlikte bes kat kadar bir artis olmamasin1 yukaridaki deneysel
calismada furosemidin ozmotik pompa ile 24 saatlik infiizyon seklinde verilmesine
baglanmistir. Nitekim bu ¢alismada siganlarin giinliik idrar ¢ikisi sekiz kat artmis iken
calismanizda bu artis yaklasik iki kat idi. Daha 6nce yapilan calismalarda NSAII’lerin
bazal PRA diizeyini etkilemedikleri ve gerek selektif olmayan siklooksijenaz

inhibitorlerinin gerekse de selektif COX-2 inhibitorlerinin furosemid ile indiiklenen
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renin artisini inhibe ettikleri gosterilmistir 76. 78

. Calismamizda da benzer sekilde G4’te
Gl’e benzer PRA diizeyi mevcutken G2’deki PRA artisi G3’te diklofenak etkisiyle
engellenmistir.

Deneysel calismalarin bircogu prostaglandinlerin bobrek fonksiyonlar: {izerine
etkilerini ortaya koymakla beraber, farkli kosullarda her iki COX enziminin toplam
prostaglandin havuzuna katkilar1 tam olarak ortaya konulamamustir. Nasrallah ve
arkadaslar1 " streptozotosin ile diyabet olusturduklar1 calismada i¢ ve dis medullada her
iki COX izoformunda artis oldugunu gostermisler, Western blot yontemiyle bu artigin
yaklasik dort kat oldugunu saptamislardir. Deneysel kalp yetmezligi olusturulan ve
COX izoformlarinin dagilimlarinin incelendigi baska bir caligmada ise COX-1 ve
COX-2 mRNA’sinin bobrek medullasinda kortekse gore daha yogun olarak bulundugu
ve ileri derecede kalp yetersizligi gelisen sicanlarda mediiller bolgede COX-2 nin arttig1

80 Karbontetrakloriir ile

ancak COX-1’in degisiklik gostermedigi saptanmistir
dekompanse siroz olusturulan siganlarda, COX-2 protein expresyonu fokal olarak
kortikomediiller bolgede artmis, COX-1 protein diizeyleri ise degismemis olarak
bulunmasina ragmen selektif COX-1 inhibitoérii olan SC-560 ve selektif COX-2
inhibitorii olan selekoksibin bobrek fonksiyonlari iizerine olan etkileri incelendiginde
sirotik sicanlarda renal fonksiyonlarin esas olarak COX-1 kaynakli prostaglandinlere
bagimli oldugu gosterilmistir.

Calismamizda COX-1 immiinoreaktivitesi kortikal bolgede toplayci kanallarda
boyanma yogunluguna gore degerlendirildignde G2 ile plasebo grubu benzer olarak
bulundu. Furosemid ile COX-1 diizeyinin degismedigi baska bir calismada da
gosterilmistir 7. G3 ve G4’de ise COX—1 immiinoreaktivitesinin G1 ve G2’ye oranla
daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu etki her iki grupta da olan diklofenak etkisine
baglanmustir. Selektif olmayan COX inhibitorii olan indometazin ile sicanlarda yapilan
bir calismada da renal papillada COX-1 immiinoreaktivitesinde azalma gdsterilmistir *'.
COX-2 immiinoreaktivitesi ise plasebo grubu olan Gl’de en diisiik diizeyde
saptanmasina ragmen renal kortekste diger dokulardan farkli olarak sadece inflamasyon
durumunda degil COX-1 gibi yapisal olarak bulundugu gosterilmistir. G2, G3 ve G4’te
ise G1’e gore anlaml olarak artmis COX-2 immiinoreaktivitesi saptanmustir (p<0,05).
G2’de istatistiksel olarak anlamli olmasa da plazma renin aktivitesindeki artis ile

birlikte degerlendirildiginde makiila densada COX-2 aktivasyonu jukstaglomeriiler
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aparattan renin salimmmui ile iligkili olarak degerlendirilmistir. G3 ve G4’te diger
deneylerle benzer sekilde diklofenak tek basina ve diiiretik ile birlikte COX-2
immiinoreaktivitesini arttirmistir .

Sonug olarak diklofenak sodyum 2,5mg/kg/giin dozunda uygulanan si¢anlarda
akut bobrek yetersizligi gelisti ve bu akut bobrek yetersizligi furosemidle engellendi.
Yine furosemidin diiiretik, natriiiretik, kaliiiretik etkisi ve PRA’de artis diklofenak
sodyum ile nétralize edildi. Renal COX-1 immiinoreaktivitesi furosemidle degismedigi
halde diklofenak sodyum ile azalma gostermistir. Renal COX-2 immiinoreaktivitesi ise
plaseboya gore furosemid ve diklofenak sodyum ile artis gostermistir. Bobrek fonksiyon

bozuklugu ile COX-1 ve COX-2 ekspresyonu arasinda iliski saptanmamustir.
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6. SONUCLAR

1) Calismamizda gruplar arasinda kan iire azotu ve serum kreatinin diizeyleri
arasinda anlamli fark bulunmamistir ancak gruplarin kreatinin  klerensleri
degerlendirildiginde G4’te kreatinin klerensinin her iic gruba gore de anlamli olarak
diisiik oldugu saptandi.

2) Furosemid ve diklofenak sodyum birlikte verildiginde tek basina diklofenak
alan gruba gore daha az renal yetersizlik gelistigi goriildii.

3) G3’te hem idrar miktar1 hem de idrarla sodyum atiliminin G2’ye oranla
azalmis olmasi (idrar miktar1 icin p<0,05) diklofenak sodyumun 2,5 mg/kg dozda
furosemidin diiiretik ve natritiretik etkilerini azalttigin1 gdstermektedir.

4) G2 ve G4’te idrar osmolaliteleri G1 ve G3’e gore anlaml olarak diisiik idi.
G2’deki diisiik osmolalite ditiretik etkisine baglandi.G4 ise renal yetersizlik gelisen
sicanlarin hipotonik idrar cikarmalarina bagli olarak bu grupta diisilk osmolalite
saptandi.

5) Plazma renin aktivitesi ortalama degerleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

6) Diklofenak sodyumun kortikal bolgedeki toplayict kanallarda COX-1
immiinoreaktivitesini azalttig1 saptandi.

7) Furosemid ile COX-1 immiinoreaktivitesi plaseboya benzerdi.

8) COX-2 immiinoreaktivitesi ise hem diiiretik hem de diklofenak sodyum
etkisiyle artmis olarak bulundu.

9) Renal fonksiyon bozuklugu ile COX-1 ve COX-2 immiinoreaktiviteleri

arasinda bir iliski saptanmadi.
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