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OZET

Ureteropelvik Bileske Obstriiksiyonu Patogenezinde idrar Kaspaz-3 ve Sitokrom ¢
Duzeylerinin Onemi

OZET

Giris:

Bu calismanin amaci, unilateral hidronefrozlu hastalarin idrar 6rneklerinde sitokrom c
ve kaspaz-3 diizeylerini arastirmak ve cerrahi girisim uygulanan hastalarda postoperatif
tedavi basarisim1 degerlendirmede iriner biyobelirte¢ diizeylerindeki farkliliklar
incelemektir.

Yontem:

Klinik olarak Ureteropelvik bileske obstriiksiyonu tanisi konan 33 hastadan toplam 66
idrar 6rnegi (ameliyat 6ncesi ve sonrasi) toplandi. Tiim hastalarda tek tarafli hidronefroz
vardi ve acik pyeloplasti (Pyeloplasti grubu) uygulandi. Hastalarin anteroposterior
pelvis ¢apt (APD) ve diger ultrasonografi sonuglar1 ile sintigrafik diferansiyel renal
fonksiyon (DRF) degerleri kaydedildi. Birinci kontrol grubunu nonobstruktif
hidronefrozu [nonobstriiktif dilatasyon (NOD) grubu] olan 32 hasta, ikinci kontrol
grubunu ise 34 saglikli ¢ocuk olusturdu. Sitokrom c¢ ve kaspaz-3 Olguimleri ELISA
yontemi kullanilarak yapildi ve sonuglar kreatinin seviyelerine oranlanarak verildi.
Bulgular:

Preoperatif Uriner kaspaz-3 seviyeleri, NOD ve kontrol gruplart ile postoperatif
seviyelere gore anlamli derecede yliksekti. Postoperatif donemde bakilan iiriner kaspaz-
3 seviyeleri diistii ve kontrol gruplarina benzer sekilde saptandi. Tiim gruplar arasinda
idrar sitokrom c seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmadi. Pyeloplasti grubunda APD
ile DRF arasinda negatif korelasyon olmasina ragmen bu parametreler ile diger gruplar
arasinda korelasyon yoktu. ROC (Reciever Operating Curve) analizinde pyeloplasti
yapilan hastalar i¢in tiriner kaspaz 3 diizeyi orta diizeyde tanisal segicilik i¢in uygun
bulunmustur.

Sonug:

UPJ obstriksiyonu olan hastalarda Griner kaspaz-3 seviyeleri artarken sitokrom c
seviyelerinde anlamli bir degisiklik izlenmedi ve bu da iiriner obstriiksiyonda apopitoz
mekanizmasinda ekstrinsik yolaginin rol oynadigini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler:Ureteropelvik Bileske Obstriiksiyonu, NOD, Kaspaz-3, Sitokrom ¢
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ABSTRACT

The Importance of Urine Caspase-3 and Cytochrome c Levels in the Pathogenesis

of Ureteropelvic Junction Obstruction

Introduction: The aims of this study are to investigate the cytochrome ¢ and caspase-3
levels in the urine samples of patients with unilateral hydronephrosis, and to examine
the differences in urinary biomarker levels in the evaluation of postoperative treatment
success in patients who underwent surgical intervention.

Method: A total of 66 urine samples (before and after surgery) were collected from 33
patients with clinically demonstrated obstruction of ureteropelvic junction. All patients
had unilateral hydronephrosis, and underwent open pyeloplasty (Pyeloplasty group).
Ultrasonography results were obtained in terms of anteroposterior pelvis diameter
(APD) and scintigraphic differential renal function (DRF). First control group included
32 patients with non-obstructive hydronephrosis [non-obstructive dilation (NOD)
group], whereas 34 healthy children formed the second control group. Cytochrome ¢
and caspase-3 measurements were performed using the ELISA method and the results
were calculated by diving by serum creatinine levels.

Results: Urinary caspase-3 levels were significantly higher preoperatively when
compared to postoperative levels as well as NOD and control groups. In the
postoperative period, the urinary caspase-3 levels decreased and were detected similar
to the control groups. There was no significant change in urinary cytochrome c levels
between all groups. Although there was a negative correlation between APD and DRF
in the pyeloplasty group, there was no correlation between these parameters and other
urinary groups. In ROC (Reciever Operating Curve) analysis, urinary caspase 3 level
showed moderate diagnostic sensitivity and specificity for distinguishing patients that
require pyeloplasty.

Conclusion: Urinary caspase-3 levels increased while cytochrome c levels did not
change significantly in patients with Ureteropelvic Junction (UPJ) obstruction which
support that extrinsic apoptosis pathway plays a role in the cell death mechanism in
urinary obstruction.

Keywords: Ureteropelvic Junction Obstruction, NOD, Caspase-3, Cytochrome ¢



1. GIRIS VE AMAC

Bobregin baslica gorevi, protein barindirmayan ancak homeostazin devamliligi
icin metabolik son tiriinleri i¢inde barindiran, yeterli oranlarda su ve elektrolit miktarina
sahip olan bir ultrafitrat meydana getirmektir. Bobrek treteropelvisinde meydana gelen
obstriiksiyon kaynakli basincin yiikselmesi ile ultrafitratin alt iiriner sisteme
gonderilememesi, organ kaybiyla sonuglanabilen ¢ok sayida probleme neden
olmaktadir. Canli dogumlarda 1500°de bir goriilen Ureteropelvik bileske (UPB) darlig,
cocuklardaki hidronefrozun en énemli nedenidir (1). Prenatal ultrasonografide her 100
gebelikten 1 ila 5 civarinda saptanan antenatal hidronefroz yiiksek gozlenme sikligina
sahip bir patalojidir. Postnatal donemde antenatal hidronefroz etiyolojisinde ilk sirada
%41-88 oraninda gegici hidronefroz gelmekle birlikte, gegici hidronefrozu takiben
yaklasik %10-30 oranda UPB obstriiksiyonu gozlenmektedir (2).

Obstriiktif nefropatili hastalarin  klinik tablosunun izlenmesi ve tanisinda
yararlanilan radyolojik ve biyokimyasal testlere iliskin temel problemler, bu alanda gok
sayida calisma bulunmasina ragmen halen devam etmektedir. Renal ultrasonografi,
plazma kreatinin degerleri ve ditiretikli radyoniiklid renal tarama gibi bobrek yapi ve
islevi ile ilgi bilgi veren klinik Ol¢timler, hastalarin ileri donemlerdeki klinik seyrini
ongormede eksik kalmaktadir. Renal hasari engellemek adina klinik uygulamalarda,
gerceklestirilecek cerrahi operasyonun, hangi kosullarda gerekli oldugu halen net olarak
belirlenememis; ancak randomize ¢alismalarda prenatal tanist olan UPB obstriiksiyonu
cerrahi mldahalenin gerekli oldugu hasta oraninin yalmzca %19-29 civarinda oldugu
gosterilmistir (3,4).

Dilatasyon olan her bobrekte, obstriksiyon saptanmamakla birlikte bu ayrimi
yapmak oldukca glctir. Giiniimiizde hastada obstriiksiyon oldugunu tanimlayan,
timilyle uygun gorilmiis referans standartlar bulunmamaktadir. Tam konarken,
genellikle tekrarlamay1 gerektiren bir¢ok radyolojik ve sintigrafik incelemede tam
anlamiyla spesifik olmayan limit degerlerden yararlanmilmaktadir. Tan1 yontemlerinin
bazilarinda radyokontrast veya radyoizotop 6zelligine sahip materyallerin enjeksiyonu
dogrultusunda radyasyona maruz kalma durumu ciddi problem teskil etmektedir. Bu
nedenle hastalarmm non invaziv olmasindan dolay: tercihen idrar orneklerinde, triner
obstrilksiyonu dolayisiyla hastaligin  seyrinin takibini ve tedavi basarisinin
degerlendirilmesini saglayan yeni belirteglerin bulunmasi 6nemli faydalar saglayacaktir.

Bu ¢alismanin amaci, obstriiksiyon tespit edilmis tek tarafli hidronefrozu olan ve cerrahi
midahale yapilan hastalarin idrar 6rneklerinde sitokrom ¢ ve kaspaz-3 duzeylerini
incelemek ve operasyon sonrasi tedavi basarisinin degerlendirilmesinde belirte¢ olarak
kullanimlarinin uygun olup olmadigini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Fonksiyonlari

Bobrek, metabolik atik maddelerini viicuttan uzaklastirma, vicut sivilarmin
bilesimi ve hacminin kontrolii, elektrolit dengesinin saglanmasi, arter basincin

dizenlenmesi gibi bircok homeostatik fonksiyonu yerine getiren bir organdir (5).

Insanda bébrekler, her biri idrar olusturma kapasitesine sahip 800.000-1.000.000
adet nefrondan meydana gelmektedir. Nefronlar, plazma sivisinin filtrasyonunun
gerceklestigi glomeriiler kapiller yumaktan ve filtrattan idrarin olustugu tiibiillerden
olusmaktadir. Glomeriler kapillerde filtrasyonu gergeklesen sivi, kapilleri cevreleyen
Bowman kapsuliinden gecerek, proksimal tiibtile gelir. Nefronlarin metabolik yonden en
aktif bolumi olan proksimal tiibllden, bobrek medullasinin derinlerine dogru inerek
Henle kulbuna gegen sivi, bobregin korteksine yerlesmis bulunan distal tiibiillere ulasir.
Buradan, birlestirici tiibiil ve kortikal toplayici tiibiille ve son olarak sivinin bobrek

pelvisine bosalimini saglayan toplayici kanala geger (5).

Atik maddelerin bobrek tarafindan idrar yoluyla uzaklastirilmasi glomeriiler
filtrasyon, tlbuller reabsorbsiyon ve tiibiiller sekresyon yoluyla ger¢eklesmektedir
(Sekil 2.1).

2.1.1. Filtrasyon

Idrar olusumu, kanin proteinlere gegirgenligi bulunmayan glomeriler
kapillerden Bowman kapstuliine filtrasyonu ile baslar ve bu sivi glomeriiler filtrat adin
alir. Proteinler ve kismen proteinlere bagli tasinan maddeler (kalsiyum ve yag asitleri
gibi) disinda glomerdler filtrat ile plazma igerigi neredeyse aymidir. Saglikli bir insanda
glomerdler filtrasyon hizi (GFR), 120 ml/dk ya da 180 litre/giin’ diir (6).

2.1.2. Tubuler Reabsorbsiyon

Gromeruler filtrat, idrar olarak atilmadan Once bir dizi selektif emilim
gergeklestiren ve birbirini takip eden kisimlar boyunca yol alir. Bu yol boyunca, bazi
maddelerin tlbillerden geri emilimleri gergeklesirken, digerleri kandan tubdl limenine
salgilanir. Su ve klor iyonlar1 disindaki maddelerin tiibiiler geri emilimi aktif transportla
gergeklesir. Glomeriler filtratin, % 60-80’i Na*, ClI, HCO™3, Ca*?, PO43 ve diger



iyonlar dahil olmak Uzere proksimal tubililden geri emilir. Glikoz ve amino asitlerin
neredeyse tamami geri emilmektedir. Henle kulbunda Cl- ve Na* reabsorbe edilerek,

seyreltik idrar meydana getirilmektedir (7,8).

2.1.3. Tubdiler Sekresyon
Idrar olusumunda ¢ogu madde glomeriiler filtrasyon ile idrara doniisiirken, bazi
maddeler direkt olarak glomerler tubdllerin epitel hiicrelerinden tibuler limene sekrete

edilerek idrara gonderilmektedir (5).

en | Nefron
Atik :
icermeyen kan - g Glomeriil

Bowman
kapsiilt

Piramit
kanallar

Sekil 2.1 idrar Olusumu

2.2. Bobrek Fonksiyonlarimin Degerlendirilmesi
Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde, klinikte kullanilan en uygun

yontem GFR degerlendirmesidir. GRF o&lgimiinde kullanilan testlerde, glomeriler
kapillerin proteinlere gecirgen olmamasindan dolayi, secgilen maddenin proteinlere
baglanmamasi ve dolayisiyla glomeriillerden serbestge filtre olmasi gerekmektedir.
Bunun yaminda secilen maddenin, bobreklerde metabolize olmamasi, tiibiiler geri
emiliminin ve sekresyonunun bulunmamasi 6nemlidir. Ayrica klinikte uygulanabilmesi
adma secilen maddenin kandaki diger maddeler ile etkilesime girmemesi ve GFR’yi

etkileyici  bir  6zelliginin  bulunmamasi  gerekmektedir. Bdbrek  fonksiyon



degerlendirmesinde kullamilan g0stergeler, serum (re dulzeyleri, serum Kkreatinin

dizeyleri, kreatinin klirensi ve iniilin klirensidir (5,9).

2.2.1. Ure

Protein yikimu ile karacigerde aciga ¢ikan amonyaktan sentezlenen dre, Klinikte
tercih edilen testlerden biri olsa da bobrek fonksiyonlarinda bozukluk olmadan da
degisim gosterebilmektedir. Bu durumun nedeni, trenin karacigerde sentezlenmesi ve
tiibiiller reabsorbsiyonunun bulunmasidir. Ure testi, iire icerisindeki azot 6l¢iimii ile kan
tire azotu (BUN) sonuglarinin alinmasiyla gergeklestirilmektedir. BUN dUzeyi referans
araliklar1 laboratuvarlarda degisim gosterebilmekle birlikte, genellikle 10-21 mg/dL
olarak alinmaktadir. BUN diizeylerindeki yiiksekligi bobrek fonksiyon bozukluklarini
isaret etmektedir (5,9).

2.2.2. Kreatinin

Sentez oram1 kas kiitlesiyle baglantili olan kreatinin, Kkreatinden kas
metabolizmasi sonucunda meydana gelmektedir. Klinikte serum kreatinin dizeyleri,
BUN diizeylerine gore daha degerli olsa da, BUN diizeylerine benzer sekilde bobrek
fonksiyonlarinda bozukluk olmadan da degisim gosterebilmektedir. Bu durumun
nedeni, kas yikimini arttiran agir egzersiz ve travma gibi olgularda kreatinin salimmin
ve dolayisiyla serum kreatinin diizeylerinin artmasidir. Saglikli insanlarda, kreatininin
tibuler sekresyonu % 10-15 degerleri arasinda seyrederken, bobrek yetmezligi gibi agir

renal disfonksiyonlarda bu oran % 40’lar1 bulabilmektedir (5,9).

2.2.3. Kreatinin Klirensi

Dolagimdaki bir maddenin bobrekler vasitasiyla birim zamanda, tamamen
armdirildig1 plazma miktar1 uzaklastirilan maddenin bobrek klirensidir. Bobrek klirensi,
renal fonksiyonun degerlendirilmesi noktasinda faydali bir yaklasim saglamaktadir.
Klirens hesabinda, tamaminin glomeriil filtrasyonuyla uzaklastirilmasindan dolay1
kreatinin ve indlin gibi maddeler tercih edilmektedir. Kreatinin klirensinde, az da olsa
bir miktar kreatinin tibullerden salgilandigindan, idrarla atilan Kkreatinin miktar
glomertiiler filtrasyonu gergeklesen kreatinin miktarina kiyasla biraz daha fazladir
(5,10).



2.2.4. iniilin Klirensi

Bobrek klirensi hesaplamasinin esasi, bir maddenin viicuda verilen miktari,
glomerdler filtrasyon miktarina ve idrar ile atim miktarina esit olmasia dayanmaktadir.
Bu esasi saglamak igin, viicuda verilen maddelerin tamaminin filtre edilmesi, tubiler
reabsorbsiyonunun ve sekresyonunun olmamasi gereckmektedir. Bu noktada indlinin,
kreatininde oldugu gibi az miktarda da olsa tubller sekresyonu bulunmadigindan dolay,
kreatinine gére daha duyarhdir. Inllin, GFR 6l¢limii amaciyla viicuda damar yolu

vasitasiyla verilmektedir (5,10).

2.3. Bobrek Yetmezligi
Cesitli nedenlerle ortaya cikabilen bobrek yetmezligi, mortalitenin 6nemli

nedenleridendir. Akut ve kronik olmak iizere iki smifta incelenmektedir (11).

2.3.1. Akut Bobrek Yetmezligi
Akut bobrek yetmezligi, renal fonksiyonlarda meydana gelen ani kayip ve azotlu

metabolik madde retansiyonu ile karakterize bir hastaliktir. GFR diisiisii oldukg¢a hizli
olan akut bobrek yetmezligi, tedavi ile genellikle geri doniisiimliidiir. Hasarin meydana

geldigi bolgeye gore postrenal, renal ve prerenal olarak siniflandirilmaktadir (12-14).

2.3.2. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi, nefronlarda ilerleyici bir kayip ile ortaya ¢ikan ve
geri doniistimsiiz olan bir hastaliktir. GFR diisiisi akut bobrek yetmezligine kiyasla
yavastir. Nefron sayilarinda meydana gelen diisiis ile geriye kalan fonksiyonel
nefronlarin iizerine diisen yilk artar ve kreatinin seviyesi zamanla yukselir. Kalan
fonksiyonel nefronlarin bobregin tim yiikiinii stlenmesinden dolayi, bobregin idrari
seyreltme ve konsantre etme 6zelligi bozulmaya baslar. Dolayisiyla bobregin viicuttan

uzaklastiramadig1 maddelerden kaynakl olarak 6dem, asidoz ve liremi gelisir (15).

2.4. Hidronefroz

Bobrek biyumesi olarak bilinen hidronefroz, c¢esitli nedenlerle idrarin renal
pelviste birikmesinden dolay1 pelvisin genislemesi, sismesidir. Genellikle gebelik
evresinde (antenatal) saptanarak takibe almnir. Hidroureteronefroz ise pelvisin yaninda
Ureterlerin de genislemesi ile ortaya ¢ikan bir tablodur. Hidroiireteronefroz gelisimi,
idrar akimma engel olan darligin bobregin daha alt seviyelerinde oldugunu gdsterir
(16,17).



Hidronefrozun bashca nedenleri;
Konjenital anomaliler: Antenatal hidronefroz gebelik sirasinda en sik rastlanan triner

anomalidir.

Taslar: Bobrek ve idrar yollarindaki taslar

Prostat buyimesi: Prostat hipertrofisi / hiperplazisi

Tumdorler: Uterus serviki, uterus govdesi, mesane ve prostatta olusan tiimérler
Retroperitoneal fibrozis: Bagirsaklarin  arkasindaki bdlgede meydana gelen,
radyoterapi ve enfeksiyon kaynaklili bag dokusu artis olarak bilinmektedir.

Analjezik nefropatisi: Ozellikle, bazi ilaglarin neden oldugu “analjezik nefropatisi’nde
bobrek dokusunda nekrozlar godzlenebilmektedir. Nekrotik bobrek dokusu parcalari
bulunduklar1 yerlerden kolayca koparak idrar akimiyla siiriiklenebilmekte ve dar
gegcitleri tikayabilmektedir.

Kan pihtisi: Bobrek ve mesanede olusan taslardan kaynakli kanamalarin sonucunda
ortaya cikabilen biiylik kan pihtilar1 tikanmaya neden olabilmektedir

Gestasyonda fetiisiin basisi

Uterus prolapsus

Mesanenin fonksiyonel bozukluklari

Genig pelvis
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Sekil 2.2 Hidronefroz Nedenleri; 1. Uretero Pelvik Darlik, 2. Veziko Ureteral Refii, 3.
Ureterovezikal Darlik
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Hidronefrozun nedenleri arasinda insidanst en yiiksek (% 55-60) olani
ureteropelvik bileske darligidir. Hidronefroz gelisiminin diger nedenleri arasinda
Ureteropelvik bileske (UPB) darliktan sonra goriilme siklig1 yiiksek olanlar, Sekil 2.2°de
gosterildigi gibi veziko-Ureteral refli (VUR) (%15-20), Ureterovezikal darlik (%5-
10)’tir (17).

Antenatal hidronefroz, gebelikte gerceklestirilen ultrasonografide % 1-5 ile en
fazla rastlanan Griner sistem anomalisidir. Bu vakalarin ¢ogunlugu iiriner sistemdeki
yavas gelisimden kaynaklanmakla birlikte, genellikle anne karninda yada dogum
sonrast evrede 1 yasina gelene kadar kendiliginden diizelmektedir. Hidronefrozun,
erkeklerdeki insidansi, kizlara gore 2 kat, sol tarafta saga gore goriilme insidans1 daha
fazladir (18).

2.4.1. Antenatal Hidronefroz Sebepleri

Hidronefroz, Uriner sistemde meydana gelen anomaliler igin ipucu olmasina
karsin, izole hidronefroz idrar yolunda tikaniklik olmaksizin ya da baska Urolojik, renal
patolojik bulgu gozlenmeden de ortaya cikabilir (19). Hidronefroz tek tarafli veya
bilateral olarak g6zlenebilmektedir. Tek tarafli hidronefroz UPB darligi, VUR ya da
displazi kaynakli olarak meydana gelebilmektedir. En sik gozlenen nedenleri, UP darlik
ve gecici hidronefroz iken hemen ardindan goézlenme sikligi siralamasinda VUR
gelmektedir (20). Bilateral hidronefrozun erkeklerde gozlenen insidanst en yiiksek

nedeni posterior dretral valv (PUV) iken kizlarda ektopik obstruktif tireteroseldir (21).

Hidronefroz gozlenen antenatallerden %14-21’inde, VUR veya liriner sistem {ist
ya da alt bolge obstriiksiyonlar1 hidronefroza eslik etmektedir (22). Bununla birlikte
hidronefroz saptanan infantlarn blyik bir kisminda, izole antenatal hidronefrozun
disinda ikincil anomaliye rastlanmamistir. Antenatal evrede hidronefroza neden olan
anomaliler ve sonografik incelemelerde go6zlenen renal anomaliler Tablo 2.1°de

gosterilmistir (23).



Tablo 2.1: Antenatal evrede hidronefroz nedenleri

Gegici hidronefroz
Nononstruktif hidronefroz
Pelviiireteral darlik
Veziko-ureteral refli
Posterior ureteral valv
Veziko-iireteral darlik
Megadreter

Multiikistik displastik bobrek
Uretorosel

Ektopik Ureter

Ureteral atrezi

Renal kistler

Irakal kistler

2.4.2. Hidronefrozun Evreleme Sistemi

Hidronefrozun sistematik bir sekilde evrelenmesinde, hepsi ayr1 ozellikler ve

sinir degerler igeren ¢ok sayida farkli gruplandirmalar uygulanmistir. En fazla tercih

edilen ve en basit yontemlerden birisi olan agir, orta ve hafif olarak evreleme sistemidir.

Hidronefrozun derecesinin degerlendirilmesinde kullanilan sistem anteroposterior pelvis

capt (APD) olcimudur (Sekil 2.3). Capmn 15 mm ya da daha biiyiik 6l¢iilmesi agir

(anlaml1) hidronefroz olarak simiflandirilirken, 4-5 mm normal deger icin Sinir olarak

belirlenmistir (24-30).



Bobrek

N\

Pehis Anterior (On)

Anterior-posterior Cap

/ (APD)
)

Posterior (arka)

Ureter

Sekil 2.3: Hidronefroz gdzlenen bobrekte pelvis renalis 6n arka ¢apinin 6lgimi (anteroposterior

pelvis capi; APD)

Fetal Uroloji Dernegi (society for fetal urology; SFU) 1993’te dogum 6ncesi
donemde renal pelvis, kaliks ve parenkimin Olgiilmesi agisindan bir evreleme sistemi
belirlemistir (31). Sistem, evre 1 ile evre 4 arasinda derecelendirilir. Evrel yalnizca
renal pelviste goriiniir bir fark olmasina karsin, iki alt gruba ayrilan evre 4’te hem renal
pelvis hem de kalikslerde ciddi 6lgtide dilatasyon ile parenkimde incelme gozlenir. Evre
4’1 alt gruplandirmaya ihtiya¢ duyulmasinin nedeni ise, segmental kaliksiyel incelme
(4A) ve parenkimal incelme (4B) kaynaklidir (32,33).

Evrelemede farkli bir sistem olan hidronefroz indeksi (HI) ise, renal ylzey ile
renal pelvis / kaliks’in matematiksel olarak farkinin renal yiizeye oramidir. Yiizde
seklinde ifade edilir. HI, SFU’da belirtilen evre 3 ve 4 ile uygunluk gostermekle
birlikte, hidronefroz derecesindeki degisim hassasiyeti SFU’ya gore daha ylksektir
(34).

Maizels ve ark. (35) bdyle hastalarda mortalitenin 12,9 kat arttigi géstermistir.
Bagka bir arastirmada ise fetal idrar kesesinin sagittal 6l¢timiiniin, dogum sonrasi renal
islev ve cerrahi mudahale riskini yiikselttigi bildirilmistir (36). Leung ve ark. (33)
gestasyonun 20. ve 38. haftasinda farkli bir HI hesaplamasim1 (HI=APD/{riner mesane

hacmi) oneri olarak sunmuslardir.

Mesanede dilatasyon ve hidronefroz, tiretral darliklarda izlenirken, kronik renal

yetmezlik ve mortalite riskini artirmaktadir (37,38).



10

2.5. Ureteropelvik Bileske (UPB) Darhg
Idrar, renal pelviste baslayan ve (reter tabakasindaki diiz kas hiicreleri
tarafindan idrarin aldig1 yol boyunca yayilan peristaltik bir slrecle, papilladan pelvise
ve Ureterlere taginarak mesanede depolanmaktadir. Ureterin mesaneye diizgiin bir
sekilde gonderilememesi sonucunda UPB darlign ortaya ¢ikmaktadir. UPB darliginin
nedeninin, pelvis ve ireter diiz kasindaki bir anomali kaynakli, fonksiyonel bir

obstruksiyon oldugu diistiniilmektedir (39).

UPB darhiginin tedavisi, pyeloplasti adi verilen cerrahi bir yontem ile
obstriiksiyon gozlenen UPB bélimiiniin ¢ikarilarak iireterin saglam olan pelvik dokuya
birlestirilmesi ile idrarin renel pelvisten iiretere gegis yolundaki obstriiksiyonun ortadan
kaldirilmasidir (40). Laparoskopik ve robotik cerrahide meydana gelen gelismeler
dogrultusunda, pyeloplasti cerrahisinde de laparoskopik yontemler denenmis ve basarili
bulunmustur (41-43). Gunumuzde de tercih edilen laparoskopik pyeloplastinin
avantajlari, acilan kesinin klasik pyeloplastiye gore kiiciik olmasi ve dolayisiyla
iyilesme ve hastanin normal hayatina dénme surecinin daha hizli ger¢eklesmesi, cerrahi

sonrasi agrinin daha az olmasi seklinde siralanabilmektedir (44).

2.6. Hidronefrozda Rol Oynayan Hiicre Oliim Mekanizmalar1

Antenatal hidronefrozlu yenidoganlarda dilatasyonun bdbrek fonksiyonlarmda
ilerleyici ve kalic1 kayiplara neden olabildigi bilinmektedir. Hasarli bobrekte nekroz,
nekroptoz, otofaji ve apoptoz hiicre 6lim cesitleri i¢-ige gegmis sekilde ilerlemektedir
(45). Yapilan calismalarda UPB obstriiksiyonunda renal hiicrelerde gerceklesen hiicre
olimundn apoptotik mekanizmalarin yaminda nekrotik mekanizmalarla da ilerledigi
bildirilmistir (46).

2.6.1. Apoptoz

Programlanmis hiicre Oliimiiniin ana tiplerinden olan apoptoz, homeostazi
korumak adina gergeklesen, hiicrenin kendisini yok ettigi bir sirectir. Genlerle
dizenlenen bu siirecin gergeklesmesi ig¢in protein sentezi ve enerjiye ihtiyag
duyulmaktadir. Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik olarak adlandirilan iki farkli yolak ile
gerceklesebilmektedir. Hiicre igi iyon dengesinin bozulmasi, hipoksi ve DNA hasari

gibi hiicre ici sinyallerin etkisi ile intrinsik, blylime ve ireme faktorlerindeki eksiklik
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ve 0lim reseptorlerinin aktivasyonu gibi hiicre dis1 sinyallerin etkisi ile de ekstrinsik yol

tetiklenerek apoptoz gergeklesmektedir (47).

Hiicresel apoptoz, ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisimler ile ayirt
edilebilmektedir. Apoptotik hiicre, hiicre hacminde azalma, plazma membraninda girinti
ve cikintilarin meydana gelmesi, niikleer kondansasyon, DNA’nin niikleozomal
fragmantasyonu ve apoptotik cisimciklerin olusumuyla karakterizedir. Tim bu
degisimler hicresel sinyallerin apoptoz mekanizmasinda gérev alan proteinlerin ve
kaspaz kaskadimin sistematik fonksiyonu ile ger¢eklesmektedir. Organizmada
homeostazin duzenlenmesinde kilit rol Ustlenen apoptoz regilasyonunda bir kusurun
meydana gelmesi kanser, nérodejeneratif hastaliklar, AIDS ve otoimmin bozukluklar
da dahil olmak uzere bir ¢ok hastalikta apoptozun, birincil veya ikincil rol oynamasina
neden olmaktadir (48-51).

2.6.2. Nekroz

Nekroz, apoptozun aksine genler tarafindan kontrol edilmeyen, rastgele gelisen
ve ATP’ye ihtiyag duymayan bir hicre olum tipidir (47). Nekrotik hiicre 6lima,
karyoliz ve hiicre zarinin pargalanmasi siirecini takip etmektedir (52). Nekroz hipoksi,
toksik maddeler ve agir metallerin yanisira, siddetli hiicre ici ATP yoksunlugunda da
tetiklenebilmektedir (47,52). ATP dizeylerinin disiikliigiinde, apoptotik tetikleyicilere
maruz kalan insan T hicrelerinin apoptozdan nekrotik hucre Olimine gegtigi
bildirilmistir (53).

Hucrenin ATP dretimini surdirmek icin anaerobik glikoliz gergeklestirmesi,
hicre icinde laktik asit birikimine ve pH seviyelerinde diismeye neden olmaktadir.
Hicre, Na*/H* antiportunu aktive ederek pH diismesine karsi koyar ve bu durum hiicre
ici Na* seviyelerinin artmasi ile sonuglanir. ATP vyetersizliginde Na*/K* ATPaz
kullanilamadigindan, Na*/Ca* antiportu tersine cevirilir ve mitokondride asir1 Ca?*
birikir. Hiicre ici Ca?* artis1, NADH artisma sebep olarak reaktif oksijen tirleri (ROS)
olusumunu indikler. Bu durum surasiyla mitokondriyal porlarin agilmasi, organellerin

sismesi, osmotik basing artis1 ve hiicre pargalanmasi ile sonlanir (47,54,55).

2.7. Kaspazlar

Apoptotik 6liim mekanizmasinda kilit roller iistlenen kaspazlar sistein proteaz

ailesinin Uyesidirler. Kaspazlar, substratlarinin aspartik asit (ASP) bdlgelerindeki
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karboksil gruplarinin peptit baglarini kesen nukleofilik alana sahiptirler. Zimogen pro-
enzimler seklinde sentezlenen kaspazlarin fonksiyonel hale gelebilmeleri i¢in proteolitik
kesime ugramalar1 gerekir. Kaspazlar i¢ boélgelerindeki ASP bolgelerinden kendi

kendilerine ya da diger kaspazlar vasitasiyla aktive edilmektedirler (48,56).

Kaspazlar, apoptoz ve enflamasyonda rol oynayan kaspazlar olarak iki siifa
ayrilmaktadir (57). Apoptoz ile iliskili kaspazlar kendi iglerinde de baslatici kaspazlar

ve efektor kaspazlar olmak Gzere iki grupta incelenmektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Kaspazlarin siniflandirilmast.

Apoptozda Rol Oynayan Kaspazlar

Kaspaz-11

Kaspaz-VIlI
Baslatic1 Kaspazlar

Kaspaz-1X

Kaspaz-X

Kaspaz-1lI
Efektor Kaspazlar Kaspaz-VI
Kaspaz-VII

Enflamasyonda Rol Oynayan Kaspazlar

Kaspaz-I
Kaspaz-1VvV
Kaspaz-V
Kaspaz-XI
Kaspaz-XII
Kaspaz-XIII
Kaspaz-XIV

Kaspaz aktivasyon mekanizmasi ii¢ ana yolak Uzerinden gerceklesebilmektedir
(Sekil 2.4). Bunlarin ilki olan mitokondrial (intrinsik, i¢sel) yolakta, hicresel stresten
kaynaklt  olarak  mitokondrial ~membrandan sitozole  sitokrom-c  salinimi

gerceklesmektedir. Sitozole salian sitokrom-c ile Apaf-1, ATP ve pro-kaspaz 9
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birleserek apoptozom adi verilen yapiyr meydana getirmektedir. Apoptozom olusumu
ile pro-kaspaz 9’un aktivasyonu gergeklesir. Aktiflesen kaspaz 9 sonrasinda, kaspaz 3
ve kaspaz 7’yi aktive etmektedir. Kaspaz 3, kaspaz 2 ve kaspaz 6’y1 aktive ederken geri
besleme ile de kaspaz 9’larin aktivasyonunu gerceklestirmektedir. Kaspaz 9’un
apoptozom ile aktiflenmesi 6lim sinyalinin rastgele amplifikasyonuna sebep olmaktadir
(56).

Kaspaz aktivasyon mekanizmasindaki ikinci yol, ekstrinsik (Dissal) yol olarak
adlandirilmakta ve 6lum reseptorlerinin ligasyonu tzerinden gergeklesmektedir. DR4,
DR5, DR6, FAS, ve TNF-a reseptorlerini iceren 6lim reseptorlerinde, sitozole dogru
uzanan ve Olim alam (death effector domain; DED) adi verilen bir bdolge
bulunmaktadir. Benzer sekilde efektor kaspazlar hari¢, tim kaspazlar, uzun
prodomenlerinde, DED veya kaspaz alim alan1 (caspase recruitment domain; CARD)
barindirmaktadir. Oliim alam aile iiyeleri olan DED ve CARD, protein-protein
etkilesimi yolu ile prokaspaz aktivasyonu ve asagi akis kaspaz kaskadinin
diizenlemesinde gorev almaktadir. Oliim reseptorlerinin apoptotic sinyal varliginda
ortaya ¢ikan DED’leri ile prokaspaz-8’in bilesimindeki DED’ler ile etkilesime girer
prokaspaz-8 oligomerizasyonu indiklenir. Baglanma ile DISC olusarak, prokaspaz-8’in
aktivasyonu gerceklesir. Aktive edilen kaspaz-8 dogrudan veya dolayli yolla kaspaz-
3’tin aktivasyonunu gergeklestirir. Kaspaz 8’in dogrudan kaspaz 3’1 aktive ettigi yolda,
aktivasyonu gerceklesen Kaspaz 3 ya direkt olarak, kaspaz 9’u veya kaspaz 2 ve kaspaz
6’y1 aktive edebilmektedir. Dolayli yol ise Bid proteinini terminal ucundan keserek tbid
Olusumuna neden oldugu yolaktir. Gergeklesen kesim ile meydana gelen
oligomerizasyon, mitokondriyal zar gecirgenligini degistirerek sitozole sitokrom-c
salimina neden olur. Sitokrom-Cc salimimi kaspazlarin intrinsik yolagini aktive
etmektedir. Daha sonra, mitokondriyal yol Uzerinden kaspaz-9’u aktive etmesi ile
gerceklesir. (48,56,57).

Kaspaz aktivasyon mekanizmasindaki son yolak ise granzim B tesvikli yolaktir.
Granzim B, aspartik asit alanlarin1 kesen bir serin proteazdir. Granzim B’nin ana

substrat1 kaspaz 8 ve kaspaz 3’tiir (56).
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Digsal Yol Icsel Yol Perforin/Granzim Yolu
Radyasyon, toksinler, hipoksi vb.
Sitotoksik T hiscreleri

Gliim ligandy

Sllim tval-‘ir\)Q !
adaptirler mitodondriyal degisiklikler (MPT) / \
granzim B granzim A
disc olusgmu apoptozon olusumu l l
kaspaz 8 aktivasyonu kaspaz 9 aktivasyonu kaspaz 10 SET Kompleksi
\ 1 aktivasyonu
kaspaz 3 aktivasyonu

(Yiiriitme Yolu) DNA Kesilmesi

endoniikleaz aktivasyonu ==+ kromozomonal DNA'nin yikinm

proteaz aktivasyonu —p niiklear ve hiicre iskeleti proteinlerinin yikimi == hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi

sitomorfolojik degisiklikler;
kromatin ve stoplazma yogunlasmasi, niiklear parcalanma vs.

apoptotik _\utulurm olusumu

Sekil 2.4: Kaspazlarin aktivasyon yollart

2.8. Prenatal Tamh Unilateral Hidronefrozda Potansiyel idrar Belirleyicileri

Diger yontemlerin invazivligi ve riskleri diisiiniildiigiinde, non-invaziv tetkikler
yoluyla hidronefrozun  6ngoérilebilmesi  oldukca  6nemlidir. ~ Uriner  sistem
obstriksiyonunu non-invazif olarak inceleyebilmek adina ¢ok sayida biyobelirtec
uzerinde calisilmaktadir (58-60). Deney hayvanlarinda obstriiksiyon olusturularak
yapilan ¢aligsmalarda, bobrek parankiminde inflamasyon, oksidatif stres, hiicre yapim ve
yikim dengesinin bozulmasi, apoptoz, fibroblast infiltrasyonu ile transformasyonu ve
interstisyel fibrozisin meydana geldigi ileri siiriilmiistiir (58). Tam veya parsiyel UPB
deneysel modellerinde, hiicreleri g¢esitli apoptotik streslerden korumak igin bir
antiapoptotik faktor gorevi goren 1s1 sok proteini 70 (HSP70) ve Bcl2’nin asagr regile
oldugu ve dolayisiyla Bax/Bcl oraninda ve Kaspaz-3 aktivitesinde artis meydana geldigi
gosterilmistir (61,62). Bu durum, kaspaz-3 ve sitokrom c gibi atilimu idrarla gergeklesen
ve apoptoz mekanizmasinda gorevli ara molekiillerin obstruksiyonun saptanmasinda

potansiyel birer biyobelirte¢ olup olamayacaklar1 sorusunu akillara getirmektedir.
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2.8.1. Sitokrom ¢

Sitokromlar, genel olarak mitokondri i¢ zarina bagli bulunan, prostetik grup
olarak hem igeren ve hayvanlarin, bitkilerin ve mikroorganizmalarin hiicrelerinde temel
biyolojik fonksiyonu ETS’de elektron tasinmasi olan proteinlerdir. Hem grubunun
demir igerigi nedeniyle goriiniir 1gikta karakteristik absorpsiyon spektrumlar1 gosterirler.
Bu 0Ozellikleri sayesinde mitokondride, 151k absorpsiyon spektrumu farklari ile ayirt
edilerek a, b ve c¢ seklinde simiflandirilmis ¢ tip sitokrom tanimlanmustir. Demir,
indirgenmis (Fe*?) ve oksitlenmis (Fe*®) halde bulunarak elektron aligverisini saglar.
(63).

Sitokrom c testis ve somatik hiicrelere spesifik olmak lzere iki farkli izoforma
sahiptir. Somatik hiicrelerden elde edilen 13 kDa agirh@indaki sitokrom ¢, CYCS
(cytochrome c, somatic) geni tarafindan kodlanir (Sekil 2.5) (64).

Hz¢ =CH CH,

Sitokrom ¢ Hem ¢

Sekil 2.5: Sitokrom c'nin ti¢ boyutlu yapisi ve yapisindaki Hem ¢ grubu (65)

Elektron transport zinciri (ETZ), mitokondri i¢ zarinda yer alan dort protein

kompleksi (kompleks I-1V) ile iki mobil tasiyicidan (koenzim Q ve sitokrom c) olusan
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bir sistemdir. Sitokrom c, i¢ ve dig mitokondri membranlar arasi boslukta ve kompleks
Il ile IV arasinda gevsek bir sekilde konumlanmistir. ETZ’de elektronlar kompleks |
veya II’den son alic1 olan oksijene aktarilirken mitokondri matriksinden membranlar
arast bosluga proton pompalanmaktadir (66). Daha sonra bu protonlar ATP sentaz
yapisindaki bir proton kanali araciligi ile mitokondri matriksine geri donerken, ATP
sentaz kompleksindeki bir konformasyon degisikligi ATP sentezlenmesine yol agar
(64). Sitokrom c, bu surecte kompleks Ill'ten elektronlari alarak kompleks 1V'e
(sitokrom oksidaz) iletmekle gorevlidir (Sekil 2.6). Sitokrom c¢’nin, oksidatif
fosforilasyondaki bu énemli gorevinin yaninda, mitokondriden sitoplazmaya salinimi ile
apoptozda da onemli roller Ustlendigi kesfedilmistir. Hiicre 6limu ne kadar fazla ise
Sitokrom ¢ konsantrasyonlarinin hiicre 6limu ile dogru orantili arttigi gosterilmistir
(67).

ETZ’e giren oksijenin bir kisminin siiperoksit anyonuna doniistiigii bagka bir
deyisle, ROS olusumuna neden oldugu bilinmektedir (67). Hicrede ROS ve ATP
arasindaki denge ROS yoniine kaydiginda hiicre islevi ve yasayabilirligi i¢in biiyiik
engeller ortaya cikaran stres sinyalleri olusmaktadir. Bu stres sinyallerinin de endojen
(mitokondriyal) tip 11 apoptoz yoluyla programlanmis hiicre oliim siirecinin

tetiklenmesine neden oldugu belirtilmektedir (68).
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Elektron transpot sisteminde sitokrom c'nin rolii

+
N
>
"

2H°

Sitokrom c¢

- -->I

IMM

DN
e g

e

Matriks

ATP sentaz

ADP+P,  ATP

Sekil 2.6: Elektron transport sisteminde sitokrom c'nin roll (64)

Apoptozun regiilasyonu 20 iiyesi tammlanmis olan BCI-2/Bax gen ailesiyle
saglanmaktadir. Bax apoptozu uyarirken, BCI ailesi apoptozu baskilamaktadir. BCI-
2/Bax orani apoptozun yoniinii belirler. Apoptotik sinyal ile Bax proteinleri mitokondri

zarinin permeabilite gegis poruna baglanarak, zar gegirgenliginde degisime neden olur.

Boylece Sitokrom ¢ ve Apoptoz indikleyici faktor (AIF) gibi faktorler sitoplazmaya
gecerler. Apoptotik proteaz aktive eden faktor (Apaf-1)’in aktivatorl olan Sitokrom c,
bir dizi kaspaz aktivasyonunu baslatan Prokaspaz-9’u aktive eder. Bu seri kaspaz
aktivasyonu ile proteolizin uyaricilarindan olan Kaspaz-3 de aktiflenir. Kaspaz-3, hiicre

oliimiine yol agan bir dizi geri doniisiimsiiz olay1 baslatir (69, 70). (Sekil 2.7).



18

P e K, Apoptozom
D e D

<l Mitekondri
| Srsmnc R
Sitokrom O
Aktif laspas-Pise efeklar
haspadardan prokaspaz 3°a
¥
aktive ader
-+

Kaspazin Aktillesen
Deoksiribos@kicns
inhibitdrand
inaktiflestinir

Kasparls akiflesen
Deoksiribonakica: serbesdesir

i

Kromatn

Kondensasyonu
ve Oligontkieozromal

Sekil 2.7: Sitokrom c nin kaspaz aktivasyonu

2.8.2. Kaspaz-3

Saglikli hiicrelerde kaspazlar, N-terminalinde farkli uzunluklarda bir prodomen
(Sekil 2.8), buyik ve kicuk alt birimden olusan inaktif énclller (prokaspaz) seklinde
bulunurlar (71). Farkli kaspazlarin prodomenlerinde 6zgil protein-protein etkilesim
alanlarina sahip olmalar1 farkli adaptérlerle kompleks olusturmalarina olanak
tanimaktadir. Kaspaz-3 apoptoz sirecinde rol oynayan sistein proteazlar ailesine ait bir
proteindir (71). Kaspaz-3, 17 kDa (p17) ve 12 kDa (p12) alt birimlere sahip, 32 kDa’luk
zimojenden meydana gelmektedir. Prokaspaz-3 aktiflestikten sonra yapisindaki p17’den
dort tane ve pl2’den iki tane olmak {izere 6 anti-paralel P-tabakasi heterodimer
olusturma amaciyla bir araya gelir. Boylece iki heterodimer kaspazlara o6zgii a-

sarmallarla cevrildigi 12 iplikli B-tabakast olusmus olur. Kaspaz-3 zincirindeki 163.
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sisteinin (Cys-163) sulfohidril grubu ve 121. histidinin (His-121) imidazol halkasi
proteinin katalitik alanlarin1 olusturmaktadir. His-121, Kkilit noktadaki aspartat
kalintisinin  karbonil grubunun stabilizasyonunu saglarken, Cys-163, peptit bagin

parcalama gorevi gorur (72).

Sekil 2.8: Kaspaz-3'iin yapist (71)

Kaspaz-3 apoptotik hiicrelerde hem kaspaz-9 vasitasiyla intrinsik yolakta hem
de kaspaz-8 vasitasiyla ekstrinsik yolakta aktive edilir (72). Apoptoz mekanizmasinin
kromatin yogunlagsmasi ve oligonukleozomal DNA fragmantasyonundan kaspaz-3
sorumludur (73). Kaspaz-3, DNA fragmantasyonunu desteklemek icin kaspazla
aktiflenmis DNaz inhibitoriinin (ICAD) proteolitik inaktivasyonu ile kaspaz aktive
edici DNaz ’1 (CAD) aktive ederek bir dizi geri doniisiimsiiz olayi tetiklemektedir (Sekil
2.9). Apoptozda gozlenen CAD’in niikleaz aktivitesinin gerceklesebilmesi i¢in
dimerizasyona ugramasi gerekmektedir. Ancak CAD’m dimerizasyonu ICAD
tarafindan engellenmektedir. Kaspaz 3, iki aspartik asit kalintisini, D117 ve D224'%
parcalayarak ICAD'yi etkisiz hale getirir, CAD ile etkilesimini destabilize ederek CAD

dimerizasyonuna ve ardindan DNA pargalanmasina izin verir (74).
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CAD"'In ICAD ile translasyonu
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Sekil 2.9: CAD mekanizmasi (74)

Kaspaz-3’iin UPB obstriiksiyonu, tip 2 diabetes mellitus ve Alzheimer gibi
bir¢ok dejeneratif hastalikta rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tiir hastaliklarla
olan iliskileri, kaspazlari tan1 ve tedavi siirecinde Kullanilmak tizere ilgi ¢ekici hedefler

haline getirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta se¢imi

Calismamizda, prenatal takibi bulunan ve postnatal dénemde obstriiksiyonu
Klinik olarak ortaya konan, tek tarafli hidronefrozu olan ve Anderson Hynes metodu ile
pyeloplasti uygulanan (pyeloplasti grubu) 33 hastadan toplam 66 (ameliyat dncesinde
ve sonrasinda birer kez olmak {izere) idrar drnegi alinmustir. Iki farkli kontrol grubu
planlanmis olup; birinci grupta klinik takibinde obstriiksiyon gergeklesmeyen (cerrahi
gerekmeyen), yalnizca hidronefrozu olan 32 hastadan olusan NOD grubu yer almistir.
Ikinci kontrol grubuna ise Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Urolojisi poliklinigine
basvuran, cinsiyetleri ve yaslar1 ¢alisma grubu ile uyumlu olarak secilmis 34 saglikli
cocuk (kontrol grubu) dahil edilmistir. Bu grup, ailelerinden alinan anamnez ve
Ogegmislerinin incelenmesi sonucunda patoloji saptanmayan, akut ve kronik bir
hastaligt olmayan, idrar sedimentinde piylri saptanmayan, Uriner sistem
ultrasonografisinde hidronefrozu bulunmayan ve biyokimyasal incelemeleri normal

saptanan saglikli cocuklardan olusturulmustur.

3.2. YOontem

Calismamzda tiim deneyler I. U. Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali’nin aragtirma laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.2.1. idrar Orneklerinin Elde Edilmesi

Calisma grubu olarak kullamlmus olan idrar 6rnekleri, Istanbul Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dali Cocuk Urolojisi Bilim Dali’nda, UPB obstriiksiyonu tanis1 almis
ve ailesi calisma hakkinda detayli bir sekilde bilgilendirilerek rizalar1 alinmis olan
goniilliilerden temin edilmistir. Benzer sekilde kontrol grubu olarak kullanilan idrar
ornekleri, ailesi ¢alisma hakkinda detayli bir sekilde bilgilendirilerek rizasi alinmis olan
saglikli ¢ocuklardan alinmustir. Idrar &rnekleri 3000 rpm’de +4 °C’de 5 dakika santrifij
edilmelerinin akabinde porsiyonlara ayrilarak calisma giliniine kadar 80 °C’de

saklanmustir.
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3.2.2. idrar Orneklerinde Belirleyici Diizeylerinin Ol¢imi

Gergeklestirilmis olan tiim caligmalardan 6nce ¢alismanin denemeleri yapilarak
yontemlerin optimizasyonu saglanmistir. TUm oOrneklerin es-zamanli ¢alisilmasi ile

ortam sartlarindan kaynaklanabilecek degisimler en aza indirilmistir.

3.2.2.1. idrar Kaspaz-3 Diizeyinin Olciilmesi

Idrar 6rneklerinde kaspaz-3 diizeyleri ELISA prensibine dayanan ticari bir kit
(Human Caspase-3 ELISA Kit Cat No. MBS260710) ile &lciilmiistiir. Idrar rnekleri
cihazin okuma araligina ¢ekilmesi amaciyla 1:1 oraninda seyreltilmistir. Sonuglar, idrar
orneklerinden Jaffe reaksiyon yontemi ile spektrofotometrik olarak olgiilmiis olan

Kreatinin diizeylerine oranlanarak verilmistir.

3.2.2.2. Idrar Sitokrom c Diizeyinin Ol¢iilmesi

Idrar érneklerinde sitokrom ¢ diizeyleri ELISA prensibine dayanan ticari bir Kit
(Human Cytochrome C(Cyt-C) ELISA Kit Cat No. MBS266489) ile 6l¢iilmiistiir. idrar
ornekleri seyreltilmeden direkt olarak kullanilmistir. Sonuglar, idrar 6rneklerinden Jaffe
reaksiyon yontemi ile spektrofotometrik olarak Olciilmiis olan kreatinin diizeylerine

oranlanarak verilmistir.
3.3. Gerecler

. Hassas terazi (Scaltec, Germany)

. Manyetik karistiric1 (IKA Labortechnic RH Basic, USA)
. Otomatik pipet (Eppendorf, USA)

. Mikrotup santrifuji (Hettich, Germany)

1

2

3

4

5. Mikrosantriflj tupu (Labosel)
6. Spektrofotometre (Pharmaco Biotech, UK)

7. PHmetre (Hanna Instruments, Portugal)

8. Vorteks karstirict (IKA Work Inc. Minishaker, USA)

9. Bidistile su cihazi (Millipore, USA)

10. Santrifiij cihaz1 (Heraeus, Germany)

11. Yatay karistirict (IKA-Werke, USA)

12. ELISA plak yikama sistemi (ESW 300 Medispec, USA)

13. ELISA plak okuyucu (Biotech, UK)
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14. Etiiv (Nuve FN400, TR)

3.4. Istatistikler

Verilerin analizinde SPSS (21.versiyon) bilgisayar programi kullanilmistir
(SPSS, Chicago, IL). Farkli biyobelirteclerin degerlerinin, medyan olarak tanimlanmasi
planlanmis olup, grup dagilimlar1 Levene’s testi kullanilarak degerlendirilmis ve
dagilimlar1 homojen olan parametreler icin tek yonli ANOVA (post-hoc Tukey HSD),
homojen olmayan parametreler icin ise Kruskal-Wallis (post hoc Mann-Whitney U)
testinden yararlamilmigtir. Operasyon 0Oncesi ve sonrasi biyobelirte¢ diizeylerinin

karsilastirilmasinda Wilcoxon Matched Pairs Signed Rank testinden yararlanilmistir.

Pyeloplasti gerekliligini ayirt etmek amaciyla, maksimum duyarlilik ve segicilik
hesaplanmasi i¢in ROC egrisi, degiskenler arasi korelasyon igin ise Spearman

korelasyon analizi yapilmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. Pyeloplasti, NOD ve kontrol gruplarina ait demografik ve klinik veriler

Pyeloplasti, NOD ve kontrol gruplarinin cinsiyet verileri ki kare (x2) testi, yas,
DRF, inceleme aninda olgiilen APD degerleri Mann Whitney-U testi kullanilarak
karsilastirildi.

Pyeloplasti grubundaki erkeklerin oranm % 84,8, kizlarinki ise % 15,2 iken,
NOD grubunda bu oran sirasiyla % 84,4 ve % 15.6, kontrol grubunda %64,7 ve % 35,3
olarak saptandi. Preoperatif grupta DRF oran1t NOD grubuna kiyasla anlamli oranda
(p=0,001) diisiik bulundu; inceleme aninda 6lgiilen APD degerlerinin ise anlamli olarak
yuksek (p=0,000) oldugu gozlendi. Pyeloplasti, NOD ve kontrol gruplarina ait
demografik veriler Tablo 4.1’de gosterildi. Obtriiktif ve NOD gruplarinda APD ve DRF

arasinda negatif korelasyon bulundu.

Tablo 4.1: Pyeloplasti, nonobstriiktif dilatasyon (NOD) ve kontrol gruplarina ait demografik ve

klinik veriler (DRF: diferansiyel fonksiyon; APD: anteroposterior pelvis ¢ap1)

Pyeloplasti grubu NOD Kontrol p
Preoperatif Postoperatif

Cinsiyet 33 (28/5) 33 (28/5) 32 (27/5) 34 (22/12) 0,077
n, (erkek/kiz)

inceleme amindaki 26,92+ 24,31 49,41 + 28,47 44,09+3522 37,11+20,89 0,000
yas (ay)

DRF (%) 38,36 £9,12 42,65+8,42 46,87 £2,75 - 0,001
APD (mm) 32,41 +£11,44 22,38 + 10,30 16,4 + 6,04 - 0,000
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4.2. Pyeloplasti, NOD ve kontrol gruplarindaki belirleyici duzeyleri

4.2.1. Pyeloplasti, NOD ve kontrol gruplarinda idrar kaspaz-3 diizeyleri

Pyeloplasti (preoperatif ve postoperatif), NOD ve kontrol gruplarindaki idrar
kaspaz-3 dizeyleri Mann Whitney-U testi kullanilarak karsilastirildi. Preoperatif
gruptaki idrar kaspaz-3 diizeylerinin postoperatif gruba, NOD ve kontrol gruplarina
gore anlamlh bir sekilde yiiksek oldugu saptandi (sirasiyla p=0,006; p=0,013 ve
p=0,002; Sekil 4.1).

Kaspaz-3 ng/mg kreatinin

4,82

Preoperatif Postoperatif NQD Kontrol

Sekil 4.1: Preoperatif, postoperatif, nonobstriktif dilatasyon (NOD) ve kontrol gruplarinda idrar
kaspaz-3 degerleri (median)

®p: Preoperatif grup ile postoperatif grubu karsilastirildiginda (p= 0,006)
®p: Preoperatif grup ile NOD grubu karsilastirildiginda (p=0,013)
°p: Preoperatif grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda (p=0,002)



26

4.2.2. Pyeloplasti, NOD ve kontrol gruplarinda idrar Sitokrom c duzeyleri

Pyeloplasti (preoperatif ve postoperatif), NOD ve kontrol gruplarindaki idrar
sitokrom c diizeyleri Mann Whitney-U testi kullanilarak karsilastirildi. Preoperatif grup
ile postoperatif, NOD ve kontrol gruplari arasinda anlamlilik saptanmadi (Sekil 4.2).

Sitokrom ¢ ng/mg kreatinin

0,24
0,21 -
0,18 7 0,15

] 0,13
0,15 -
0,12 7
0,09 7
0,06 7

0,03 7

Preoperatif Postoperatif NOD Kontrol

Sekil 4.2: Preoperatif, postoperatif, nonobstriiktif dilatasyon (NOD) ve kontrol gruplarinda idrar
sitokrom ¢ degerleri (median)

4.3. Pyeloplasti grubunda preoperatif ve postoperatif uzun déonem idrar kaspaz 3

ve sitokrom c dizeyleri

Pyeloplasti grubunda preoperatif alinan idrarlar ile postoperatif alinan
idrarlardaki belirleyici diizeyleri Wilcoxon testi kullanilarak karsilastirildiginda, idrar
kaspaz 3 dlzeylerinde bir azalma saptand: (p=0,005). Sitokrom c diizeylerinde ise
anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Pyeloplasti grubunda preoperatif ve postoperatif belirleyici diizeyleri

Kaspaz 3 Sitokrom ¢
(ng/mg kreatin) (ng/mg kreatinin)
Median (min-max) Median (min-max)
Peroperatif 4,82 (0,18-33,64) 0,18 (0,06-1,85)
Postoperatif 2,51 (0,46-13,90) 0,18 (0i05-1,16)
p degeri 0,005 0,604
z degeri -2,814 -0,518

4.4.NOD grubunda idrar belirleyicileri, APD, DRF arasinda korelasyon
diuzeyleri

NOD grubunda Spearman korelasyon testi ile gerceklestirilen analizde, idrar
belirleyicileri ile APD ve DRF yiizdesi arasinda bir korelasyon bulunmad: (Sekil 4.3-6).

APD ve Kaspaz 3 korelasyonu

14
o
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Sekil 4.3: Nonobstriktif dilatasyon (NOD) grubunda anteroposterior pelvis ¢apt (APD) ile

kaspaz 3 arasindaki korelasyon diizeyleri
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APD ve Sit C korelasyonu
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Sekil 4.4: Nonobstruktif dilatasyon (NOD) grubunda anteroposterior pelvis ¢ap1 (APD) ile

sitokrom c arasindaki korelasyon duzeyleri

DRF ve Kaspaz 3 korelasyonu
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Sekil 4.5: Nonobstriiktif dilatasyon (NOD) grubunda diferansiyel fonksiyon (DRF) ile kaspaz 3

arasindaki korelasyon duzeyleri
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DRF ve Sitokrom C Korelasyonu
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Sekil 4.6: Nonobstriiktif dilatasyon (NOD) grubunda diferansiyel fonksiyon (DRF) ile sitokrom

c arasindaki korelasyon duzeyleri

4.5. Pyeloplasti grubunda idrar belirleyicileri, APD, DRF arasinda korelasyon
duzeyleri
Pyeloplasti grubunda Spearman korelasyon testi ile ger¢eklestirilen analizde,
idrar belirleyicileri ile APD ve DRF yiizdesi arasinda bir korelasyon bulunmadi (Sekil
4.7-10).
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APD ve Kaspaz 3 korelasyonu
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Sekil 4.7: Pyeloplasti grubunda anteroposterior pelvis ¢ap1 (APD) ile kaspaz 3 arasindaki

korelasyon diizeyleri

APD ve Sit C korelasyonu
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Sekil 4.8: Pyeloplasti grubunda anteroposterior pelvis ¢ap1 (APD) ile sitokrom c arasindaki

korelasyon duizeyler
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DRF ve Kaspaz 3 korelasyonu
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Sekil 4.9: Pyeloplasti grubunda diferansiyel fonksiyon (DRF) ile kaspaz 3 arasindaki
korelasyon diizeyleri

DRF ve Sitokrom C korelasyonu
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Sekil 4.10: Pyeloplasti grubunda diferansiyel fonksiyon (DRF) ile sitokrom c arasindaki

korelasyon diizeyleri
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4.6. Pyeloplasti ve NOD gruplarinda idrar Kaspaz 3 ve Sitokrom ¢ dizeylerinin
ROC Analizi

Pyeloplasti ve NOD gruplarindaki idrar kaspaz 3 degerlerinin duyarliligi ve
ozginligiic ROC egrisinden faydalamilarak hesaplandi. Pyeloplasti olan hastalarin
idrarlarinda kaspaz 3 icin cut-off degeri 3,31 ng/mg kreatinin olarak alindiginda
secicilik % 62,5 ve duyarlilik % 63,6 olarak bulundu (Sekil 4.11). Pyeloplasti karari
verilmesinde pozitif prediktif deger (PPV) ve negatif prediktif deger (NPV) incelendiginde
yaklasik % 63 oran ile orta derecede yarar saglayabilecegi bulundu (Tablo 3).

ROC Curve
10
0,37
:E. D,B-
=
=
n
=
"
0,47
0,24
0.0 . T T T T
0,0 02 04 06 0,8 10
1 - Specificity

Sekil 4.11: Idrar kaspaz 3 diizeyleri icin cut-off degeri olarak 3,31 ng/mg kreatinin alindiginda

elde edilen ROC (Receiver Operating Curve) analizi
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Tablo 4.3: Kaspaz diizeylerinin pyeloplasti ayriminda 2X2 dogruluk tablosu

Pyeloplasti NOD Toplam
Kaspaz 3 (ng/mg kreatinin)
Pozitif 21 12 33 PPV: 0,636
Kaspaz 3 (ng/mg kreatinin)
Negatif 12 20 32 NPV: 0,625
Toplam 33 32 65
Duyarlilik: 0,636  Segcicilik: 0,625 Dogruluk: 0.631

Kaspaz 3 ng/mgkreatinin negatif <3,315 < Kaspaz 3 ng/mg kreatinin pozitif,
PPV: pozitif prediktif deger, NPV: negatif prediktif deger
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5. TARTISMA

Cocukluk cagt hidronefrozunun en sik rastlanan nedeni olan UPB
obstriksiyonudur. Goriilme sikligi yaklagik 1500 canli dogumda 1°dir. Bununla birlikte,
hidronefrozlu her hastada UPB obstriiksiyonu gézlenmemektedir. Antenatal
hidronefrozlu yenidogan dilatasyonlarinda zamanla Kendiliginden regresyon
gozlenebildigi gibi, dilatasyonun ilerleyici ve kalici bobrek fonksiyon kaybina sebep
oldugu ¢ok sayida vaka bildirilmektedir. UPB’de meydana gelen darlik sonucunda
idrar, renal pelvisten gecememekte ve bu nedenle bobrek pelvisinde meydana gelen
basing artigt ilerleyici bir bobrek hastaligina yol agmaktadir. UPB obstriiksiyonunda

tedavi, darligin veya adinamik segmentin cerrahi olarak ¢ikarilmasidir.

Daha o6nce yapilan retrospektif calismalarda (3,4), hidronefrozda % 38-52,
prospektif calismalarda (75,76) ise % 19-25 oraninda cerrahi girisim uygulandigi ve
sonu¢ olarak UPB obstriiksiyonunun cerrahiye gitme oraninin oldukga yiiksek oldugu
gortlmektedir. Dilatasyonun ilerleyici ve kalic1 bobrek fonksiyon kaybina sebep oldugu
vakalarin Oniine gegilebilmesi ve hastalarin bobrek fonksiyonlarinin korunabilmesi
acisindan UPB obstriiksiyonunun erken tamist ve cerrahi miidahale gerektiren hastalarin
erken tespiti ¢ok Onemlidir. UPB tanisi ultrasonografik ve sintigrafik yontemlerle
konabilmektedir. Ancak bu yontemler obstriksiyon olmayan olgularda yanlis pozitif
sonuclara da yol agabilmekte ve hastalarin gereksiz cerrahi islem gegirmesine sebep
olabilmektedir. Hidronefroz saptanan bobrekte obstriiksiyon olup olmadiginin ayrimi
oldukga giigtir. Bu durumun en biyik nedeni, obstriiksiyonu isaret eden genel anlamda
kabul gormiis referans standartlarin bulunmamasidir. Tani, ¢ogunlukla tekrarlanmasi
gereken ¢esitli radyolojik incelemeler ile kesin olmayan limit verilere dayandirilarak
konulmaktadir. Gergeklestirilen gortntileme yontemlerinin bir kisminda radyasyona
maruz kalma ile radyokontrast veya radyoizotop ozellige sahip materyallerin
enjeksiyonu onemli bir sorun teskil etmektedir. UPB obstriiksiyonunda renal hasari
onceden belirleyebilecek ve cerrrahi midahale igin uygun zamam gosterebilecek
belirleyicilerin bulunmamasi, hastaligin tani ve tedavisindeki énemli eksikliklerdir. Bu
nedenle non invaziv olmasi nedeniyle tercihen idrar érneklerinde, renal fonksiyon kayb1

oncesi obtriuksiyonu gosterebilecek biyobelirteclere ihtiyac vardir.
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Sitokrom ¢ hiicre 6lum mekanizmalarindaki roli ile potansiyel bir belirleyici
olarak ilgi odaginda tutmaktadir. Goldstein ve ark. (77) yesil floresan protein (GFP)
isaretli sitokrom c¢ kullanarak apoptoz siirecinde sitokrom c salimimni inceledikleri
caligmalarinda, sitokrom c-GFP saliminin her zaman plazma-membran biitiinliigii
bozulmasindan 6nce gergeklestigini gostermislerdir. Sitokrom ¢ salimmi bir kez
tetiklendiginde, uyaran tiirii ya da uygulama sonrasi gegen siireye bakilmaksizin, 5
dakika icerisinde ilgili hiicrelerin bunyesindeki sitokrom c’nin tamaminin salinimi
gerceklesmektedir (77). Bu galigsma, sitokrom ¢ saliminin bir hiicrenin kaderini geri

doniistimsiiz olarak belirleyebilecegi dnerisini dogrulamaktadir.

Zager ve ark.’larimin (78) yaptig1 bir ¢alismada, izole edilmis fare proksimal
tibil segmentleri radyografik kontrast bir madde olan ioversol’e maruz birakildiginda,
sitokrom c¢’nin tiibiil siispansiyon sistemi icerisine hizla salindig gosterilmistir.
Aragtiricilar  bu  degisikligin  tiibiiler hlcre 6liminden ziyade mitokondri
disfonksiyonuyla iliskili oldugunu ve sitokrom c¢ salimminin mitokondriyal stresin
potansiyel bir belirleyicisi olabilecegini ifade etmislerdir. (78). Arastiricilarin bir diger
caligmasinda (79), kas igine hipertonik gliserol enjeksiyonunu takiben lokalize kas
nekrozu ile seyreden rabdomiyoliz indiiklenmis ve iskemik/ toksik akut bobrek
yetmezligi tablosu olusturulmustur. Bu tabloda sitokrom c diizeylerinin akut bobrek
yetmezliginin derecesi ile korelasyon gosterdigini ve apoptozdan ziyade hem iskelet
kasini hem de proksimal tiibul hicrelerini iceren nekrotik hiicre 6limuntn bir habercisi
olabilecegini ifade etmislerdir (79). Bu galisma, sitokrom ¢ saliniminin diistiniilenin
aksine yalmizca apoptoza 06zgii olmayip, nekrotik hiicre Oliminin de bir habercisi
olabilecegini diisindiirmektedir. Bunun yamnisira arastiricilar, triner sitokrom c
atitliminin, proksimal tiibliler hasar ve/veya hiicre hasari ile dolasimda artan sitokrom

¢’nin renal atilimin1 yansitabilecegini belirtmektedirler.

Sitokrom c¢ dlzeylerinin apoptoz mekanizmasinin potansiyel bir belirleyicisi
olabilecegi diisiincesi, bilim insanlarin1 6zellikle apoptoz mekanizmasmin 6nemli rol
oynadig1 dejeneratif hastaliklarda sitokrom c diizeylerini arastirmaya yonlendirmistir.
Hosoya ve ark.’larinin (80) gergeklestirdigi ¢alismada, ¢oklu organ yetmezligi gézlenen
akut ensefalopatide serum sitokrom c ve sitokin diizeyleri incelenmis; serum sitokrom c
diizeyleri baslangic asamasindaki olumsuz prognoz i¢in segiciligi ve duyarliligt en

yiksek belirleyici olarak gosterilmistir (80).
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Sibarani ve ark.’larmin (81) UBP obstriiksiyonlu farelerin idrar 6rneklerinde
sitokrom ¢ duizeylerini dlgtiikleri 