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OZET

iskemi-reperfiizyon (i-R) hasari vuciitta bircok organi etkileyebilen patolojik
bir durumdur. Ozellikle bébrekte gelisen i-R hasari dogrudan bobrek ici vaskiiler
hasara yol acarak akut bobrek hasari (ABH) gelisimini kolaylastirir ve mortaliteyi

belirgin sekilde artirir.

Nitrik oksit (NO) / solubl guanilat siklaz (sGC) / siklik guanozin monofosfat
(cGMP) yolagi, vaskiler sistem Uzerine koruyucu etkisi olan bir yolaktir. Bir sGC
stimilatori olan riosiguat pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde onayli
olarak kullaniimaktadir. Vaskiler sistem Uzerindeki olumlu etkilerinden dolayi bu
ilacin diger sistemler ve hastaliklar Uzerine olan etkileri yaygin olarak
incelenmektedir. Calismalarda riosiguatin antiinflamatuar etkisi olabilecegi, akciger,

kalp ve bobrekler lizerine dogrudan koruyucu etkilerinin oldugu da gosterilmistir.

Bu calismada riosiguat &n tedavisinin, renal i-R hasari modelinde meydana
gelen akut bobrek hasarinda, fizyolojik ve renal fonksiyonlar (izerine olan etkisi
incelendi. Riosiguat 6n tedavisi, bobrekte renal i-R hasari sonucu azalan renal arter
kan akimini ve bozulan bdbrek doku perfiizyonunu artirdi. izole perfiize bébrek
diizeneginde kasici ve gevsetici ajanlarla bobrek damar yataginin fonksiyonel yanitlari
degerlendirildi. i-R hasari, asetilkolin (ACh) ve sodyum nitroprusiyat (SNP) ile
olusturulan gevseme yanitlarini belirgin olarak azaltti, riosiguat 6n tedavisi bozulan
gevseme yanitlarini geri dondiirdi. Anjiyotensin Il ve fenilefrin ile olusturulan kasiima
yanitlari arasinda anlamli fark bulunmadi. Renal iskemi reperflizyon hasari sonrasi
bozulan bdbrek histopatolojisi, riosiguat on tedavisi ile dizelme egilimi gosterdi.
Yapilan ELISA deneylerinde, interldkin-1B diizeylerinde anlamli farkhlik bulunmadi.
Riosiguat on tedavisi anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-10 dizeylerini anlamli dlglide

artirdigi gosterildi.

Bu sonuglar, riosiguatin i-R hasarina bagl olarak ABH gelisme riski bulunan
hastalarda koruyucu tedavi olarak kullanilabilmesi icin ileride yapilacak klinik

calismalara temel olusturmaktadir.



Anahtar Kelimeler: Riosiguat, Arter, iskemi-Reperfiizyon, Bobrek, Soluabl

guanilat siklaz



ABSTRACT

Ischemia-reperfusion (I-R) injury is a pathological condition that can affect
many organs in the body. Ischemia-reperfusion damage, especially in the kidney,
directly causes intrarenal vascular damage by facilitating the development of acute

kidney injury and significantly increasing mortality.

The nitric oxide (NO) / soluble guanylate cyclase (sGC) / cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) pathway has a protective effect on the vascular system.
Riociguat, a soluble guanylate cyclase stimulator, is approved for use in the treatment
of pulmonary arterial hypertension. Due to its beneficial effects on the vascular
system, the effects of this drug on other systems and diseases are widely investigated.
Studies have shown that riociguat has an anti-inflammatory effects and has also

shown that it has direct protective effects on the lungs, heart and kidneys.

In this study, the effect of riociguat pretreatment on physiological and renal
functions in acute kidney injury in a rat renal ischemia-reperfusion injury model was
examined. Riociguat pretreatment reversed the decreased renal artery blood flow
and impaired renal tissue perfusion as a result of renal ischemia-reperfusion in the
kidney. Functional responses of the renal vascular bed to vasoconstricting and
vasodilating agents were evaluated in the isolated perfused kidney setup. Ischemia-
reperfusion injury significantly reduced acetylcholine and sodium nitroprusside
induced relaxation responses, whereas riociguat pretreatment increased the
impaired relaxation responses. No significant differences were found in the
contractile responses produced by angiotensin Il and phenylephrine. Deteriorated
renal histopathology after renal ischemia reperfusion injury showed a tendency to
improve with riociguat pretreatment. In ELISA experiments, no significant differences
were found in interleukin-1B levels. Riociguat pretreatment significantly increased

levels of IL-10 which is an anti-inflammatory cytokine.

These results paved the way for future clinical studies to use riociguat as a

preventive treatment in patients at risk of developing AKI due to I-R injury.



Keywords: Riociguat, Artery, ischemia-Reperfusion, Kidney, Soluble guanylate

cyclase
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1. GIRiS

iskemi, organin bir kisminin ya da tamaminin kanla beslenmesinin kesilmesine
veya ciddi sekilde azalmasina bagh olarak doku perfliizyonundaki yetersizlik
sonucunda dokularin ve organlarin oksijenden yoksun kalmasi olarak tanimlanir.
Reperfiizyon ise bu dokunun tekrar kanlanmasi durumudur. i-R sonrasinda doku ya

da organlarda ortaya ¢ikan hasar ise I-R hasari olarak adlandiriimaktadir (1).

Renal I-R, akut bobrek yetmezliginin en yaygin nedenlerinden biridir. Artan
morbidite, uzun sireli hastanede yatis ve artan mortalite ile iliskili olan bu durum

saglik sistemi tizerinde 6nemli bir yik olusturmaktadir (2).

iskemi, hiicre ici adenozin trifosfat (ATP) konsantrasyonunu belirgin sekilde
azaltir ve reperflizyon sirasinda oksidatif stres ve inflamasyonun artmasiyla daha da
kétiilesen hiicresel hasari baslatir (3, 4). i-R'yi takiben gelisen renal kan akimindaki
azalma, mikrovaskiiler hasar, bozulmus renal vaskiiler reaktivite ve inflamatuar
hicrelerin infiltrasyonu ve artan parankimal basin¢ nedeniyle ortaya cikabilir (3, 5).
Bobrek naklini takiben post-iskemik bébrek yetmezligi olan hastalarda ve ¢ok sayida
deneysel calismada uzun sireli I-R’yi (>45 dakika) takiben bébrek kan akiminda
stirekli azalmalar gorilmektedir (6, 7). iskemi sonrasindaki renal kan akimindaki
azalma, reperflizyonu takiben renal doku hasarinin uzamasinda kritik bir siirec olarak
rol oynayabilir. Bu hemodinamik degisikliklerin i-R hasari patogenezindeki dnemi gz
onine alindiginda, renal kan akimi azalmasina katkida bulunan aracilarin tedavide

hedeflenmesi ABH icin yeni tedavilerin gelistiriimesinde dnemlidir.

NO/sGC/cGMP yolagi, renal ve vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesi icin ana
basamaklardan biridir. Bobrekte i-R’yi takiben nitrerjik sistemde bozulma, NO
retiminde azalma ve vaskiiler disfonksiyon gelismektedir (8). I-R hasari sonucunda
vazodilatér ve vazokonstriktor faktérler arasindaki denge bozulur (1). Ayrica, renal i-
R hasari sonucu bobrekte, proliferatif ve fibrozisi tetikleyici sonuclar ortaya

cikmaktadir (9).
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Riosiguat, sGC stimulatori ilactir. Klinik degerlendirmeler sonucunda,
riosiguat PAH ve kronik tromboembolik pulmoner hipertansiyon tedavisi i¢in onay
almistir (10). Riosiguat, dual etki sekliyle NO'dan bagimsiz olarak sGC'yi dogrudan
uyarir ve NO-sGC baglanmasini stabilize ederek sGC'yi endojen NO'ya duyarl hale
getirir (11). Bunun sonucunda gelisen vazodilator etkilerinin yani sira, hiicre disi
matriks Uretimini inhibe ettigi ve fibrozisde azalma olusturdugu gosterilmistir (12).
Riosiguatin antifibrotik, antiproliferatif ve antiinflamatuar etkileri yapilan calismalarla

kanitlanmistir (13).

Riosiguat ile farkl organ ve dokularda yapilan i-R hasari ¢alismalarinda olumlu
ve faydali sonuclar elde edilmis (14-16), ayrica bozulan vaskiler tonusu iyilestirdigi
(17) gosterilmistir. Riosiguatin renovaskiler patolojilerde de olumlu sonuglar
olusturabilecegi distiniilmektedir. Bununla birlikte riosiguatin bébrekte i-R sirasinda
ve sonrasinda gelisen akut hemodinamik ve vaskiler degisiklikler Uzerine olan

etkileriyle ilgili detayh bir arastirma bulunmamaktadir.

Bu calismada, riosiguat 6n tedavisinin sican bdbrek i-R modelinde gelisen
akut bobrek hasarinda bozulan renal fonksiyonlara etkisi fonksiyonel, histopatolojik

ve biyokimyasal acidan degerlendirilerek ortaya konmasi hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi ve Fizyolojisi

Arkuat ven
Arkuat arter

: ” Medulla
Interlobuler arter
interlobiiler ven
Korteks Minér kaliks
Rensl arter Major kaliks

Renal ven

Renal pelvis

Ureter

Sekil 2.1. Bobrek anatomisi, (18) numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.
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Renal sistem; iki bobrek, iki Greter, mesane ve liretradan olusur. Bébrekler, karnin

arka kisminda, vertebral kolonun her iki yaninda yer alan bosaltim organlaridir.

Bobreklerin dis tarafta korteks ve i¢ tarafta medulla olmak lzere iki kismi vardir.

Bobreklere kan akisi renal arterler vasitasiyla olur. Abdominal aortadan renal arter,

bobrek parankimal loblari arasinda dallanarak interlober arterleri olusturur ve bu

arterler kortikomediiller bileskeye kadar uzanarak arkuat arterleri olusturur.

interlobiiler arterler afferent arteriyollere, oradan da glomeriiler kilcal damarlari

olustururlar. Bu kilcal damarlar glomerulustan efferent arterioller olarak cikarlar.

Bobrekler kalp debisinin yaklasik %25'ini alir; renal kan akininin %85'i kortekste,
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%14't dis medullada ve yalnizca %1'i i¢ medulladadir (19). Bobreklerde intrarenal kan
akimi, 60 ila 100 mmHg arasindaki renal perflizyon basinglarinda otomatik olarak
dizenlenir (20). Genel olarak bobrekler kan akimindan glinde yaklasik 200 litre siviyi
filtreleyerek, gerekli maddeleri kanda tutarken toksinlerin, metabolik atik Grilinlerin
ve fazla iyonlarin atilmasina olanak tanir. Bébrekler, kandaki su, ¢c6ziinen maddeler

ve elektrolitlerin miktarini modiile ederek plazma ozmolaritesini diizenler (21).

2.2. iskemi-Reperfiizyon Hasari

iskemi, bir organa gelen kan akimindaki kisitlanma, reperfiizyon ise kan akiminin
restorasyonudur. Eslik eden reoksijenasyon sonrasinda gelisen patolojik durum i-R
hasari olarak adlandirilir. Temel olarak, arteriyel kan akisinin azalmasi ya da tamamen
kesilmesi metabolik arz ve talep arasinda ciddi bir dengesizlige yol acarak doku
hipoksisine neden olur. Dahasi, kan akiminin ve reoksijenasyonun yeniden saglanmasi
siklikla doku hasarinin alevlenmesi ve reperfiizyon hasari ile iliskilidir (22). i-R hasari
cok cesitli durumlarda patolojiye katkida bulunur. iskemi, anaerobik solunumu
indlikler ve hiicre ici laktat ve asit birikimine neden olarak hiicre i¢i pH'yi azaltir. Hiicre
ici azalan pH'’yi diizeltmek icin Na+ / H+ degisim pompasinin aktivitesi artar. Hiicre
icinde artan Na+ daha sonra hucre zarinda bulunan Na+/Ca++ transport aktivitesinde
artisa yol acarak hiicre ici kalsiyum diizeylerini artirir (23). iskemi sirasinda azalan
oksijen, mitokondriyal fonksiyonlari dogrudan etkiler. i-R hasari, mitokondriyal
solunum zincirinde elektron tasinmasinin inhibisyonuna ve ATP seviyelerinde
azalmaya neden olur (24). Bu durum Na* / K*-ATPaz pompasinin basta olmak lzere
ATP'ye bagimli enzimlerin islevinde bozulmaya, membran depolarizasyonuna ve
hiicre ici asirn Ca?* birikimine yol acar. Reperfiizyon ile birlikte hiicrede artan asidik
ortam eski haline doéner, hiicre zari boyunca proton gradiyenti artar ve sitozolik Ca+
birikmesine neden olarak reaktif oksijen tGirtinleri (ROS) tretimine yol acar (25). Hiicre
ici sitozolik kalsiyum artisi, membran fosfolipitlerinin bozulmasina ve fosfolipazlar gibi
kalsiyuma duyarli bircok enzimin aktivasyonuna yol acar (26). Hicre i¢i pH'nin
normale doénmesiyle olusan bu sitozolik hiperkalsemi, mitokondriyal gecis

gozeneklerini, kalpainleri ve kalsiyuma bagimli kinazlari aktive ederek hiicre yapisinin
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bozulmasina, inflamatuar aktivasyonla lrik asit olusumuna ve inflamatuar sitokin
olusumuna yol acar (27, 28). Ayrica, reperfiizyon hasarinin kemotaksis ve endotelyal
adezyon faktorlerinin Uretimini artirmasi sonucu olarak notrofiller, CD4+ T lenfositler
ve vaskiler alanda dolasan trombositler harekete gecer. Notrofiller ROS, timor
nekroz faktori alfa (TNF-a) ve lokal inflamatuar mediyatorlerin Gretimini uyararak
doku hasarini siddetlendirir (29). Ayrica reoksijenasyon, dokuya sizan parankimal,
endotelyal ve lenfositik hiicrelerdeki serbest oksijen radikallerinin miktarini da
arttinr. Stperoksit anyonlari, mitokondriyal hasar sonucu nétrofiller, endotel
hiicreleri veya parankimal hiicreler tarafindan uretilir. Reoksijenasyon sonrasi olusan
sireg, hlicre hasarina yol acan serbest radikallerin birikmesine neden olur (30).
Mikrovaskiiler sistemi olusturan endotel hiicreleri, i-R'nin zararl etkilerine karsi
oldukga hassastir; bu duyarhlik, ROS lretiminde artis ve NO Uretimindeki azalmanin
aracilik ettigi bir stirectir (31-34). i-R hasari sonucu mikrovaskiiler alanda gecirgenlikte
bir artis meydana gelir ve sonug olarak 6dem olusumuna ve interstisyel sivi basincinda
artisa yol acar. Odem olusumu, oksijen ve besinler icin diflizyon mesafesini artirirken,
doku basincindaki artis mikrovaskiler yapilari fiziksel olarak daraltarak kan akiminin
azalmasina neden olur (35). i-R hasari, bozulmaya katkida bulunan endotelyal
genlerin (6rn. adezyon molekiilleri, sitokinler) ekspresyonunu arttirirken koruyucu
genlerin (6rn. trombomodiilin) ekspresyonunu baskilar (36). Vaskiiler endotel
hemostazi, immun hicre trafigini, vaskiller gecirgenligi ve anjiyogenezi diizenler.
Ozellikle endotel doku perfiizyonunu kontrol etmek icin damar toniisiinii diizenler
(37). Endotel disfonksiyonu, buyik arterleri, direncli damarlari ve kiiciik damarlari
etkileyen sistemik bir patolojidir (38). i-R hasari sonucu meydana gelen endotelyal
hiicre hasari, vazokonstriktéor ve vazodilatér faktérler arasindaki dengenin
bozulmasina neden olur ve bunun sonucunda vaskiler toniis bozulur. Ayrica i-R
hasari sonrasi pihtilasma ve kompleman sistemleri asiri aktive olarak vaskdiler hasari
ve sonuclarini daha da belirginlestirir (1). Ayrica ROS uretimi, NO biyoyararlanimini
azaltan bir mekanizma ile arteriollerde endotel bagimli vazodilatasyonda iskemi
sonrasl olusan hasara katkida bulunur (39, 40). iskemi sonrasi artan siperoksit

anyonlari, peroksinitrit lretmek icin NO ile reaksiyona girer ve NO aracih
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vazodilatasyonu ortadan kaldirir (41-45). NO (retiminde bozulma sGC enzim
aktivitesini azaltarak NO bagimh gevsemeyi ortadan kaldirir. NO biyoyararlanimini
azaltan bir neden de ROS (retimini tetikleyen giicli bir vazokonstriktér ajan olan
endotelinin endotel hiicreleri tarafindan Uretilmesidir (43). Oksidatif hasara ek olarak
selektinler, immiinoglobulinler ve R2-integrin gibi hiicre adezyon molekuillerindeki
artis, hasarl endotelde immiin hiicre birikimine ve inflamasyonun siddetlenmesine

yol acarak reperflizyon hasarini artirir (46).

e
SOD
ONOO~
NOS Peroksinitrit
L_A 1Nt eroKsinitri
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Sitralin

Sekil 2.2. Peroksinitrit olusumu.

i-R hasari vaskiiler endotel, hiicrelerarasi kompartmanlar, dolasimdaki
hiicreler ve ¢ok sayida biyokimyasal parametrenin arasindaki etkilesimleri iceren
karmasik bir stirectir (47). Antioksidan enzimlerden olan katalaz, sliperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz enzimlerindeki fonksiyon bozukluklari i-R hasarinin
patofizyolojisine katkida bulunur (48). I-R hasari, akut inflamasyonun temel
belirteclerinden olan nikleer faktér kappa-beta (NF-kB; (49), TNF-q, IL-1 ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin dizeylerini artirirken, IL-10 gibi antiinflamatuar
sitokinlerin seviyesini azaltir (50). IL-10, IL-1B ve TNF-a'nin salgilanmasini inhibe
ederek bu sitokinlerin meydana getirdigi inflamatuar yanitlari baskilar (51).

I-R hasarinda apoptoz yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (52). Hiicre 6limiiniin

onemli mekanizmalarindan biri olan apoptoz, i-R hasarinin neden oldugu ABH
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gelisiminin 6nemli bir nedenidir (53). Apoptozun énemli bir belirteci olan kaspaz-3
enziminin aktivasyonu, apoptozis kaskatinin baslatilmasina yol agar (54). Kaspaz-3'lin
onemli bir proteaz oldugu ve tek basina veya apoptozla iliskili proteinlerle birlikte etki
ederek hidrolizde rol oynayan dnemli bir efektor madde oldugu kabul edilmektedir
(55). Ayrica reperflizyonu takiben, hidrojen peroksit ve slperoksit gibi oksidan
Urlinler, kaspaz enzimleri yoluyla endotel hiicre apoptozunu indikleyerek vaskuler
hasarin etkisini artirirlar (56). Sonucta oksidan hasarin ve apoptozun neden oldugu
endotel fonksiyon bozuklugu ve dokuya gelen kan akiminda azalma, i-R iliskili organ

hasarina yol acgar (57).

2.3. i-R Hasarinin Organlardaki Etkileri

I-R hasari, felg, kanama ve travma gibi bircok patofizyolojik siirece katkida
bulunur. Reperflizyon hasari 6zellikle organ nakli, koroner arter revaskiilarizasyonu
ve periferik vaskiler hastaliklarin medikal ve cerrahi tedavileri sonrasi gorulir ve
organ fonksiyonlarindaki iyilesmeyi etkiler (58). Organlar i-R hasarina karsi degisken
derecede duyarlidir. i-R hasarina en duyarli organlarin basinda beyin, kalp ve bébrek
gibi hayati dneme sahip organlar gelmektedir. I-R hasari lokal etkiler haricinde
sistemik inflamasyonu indikleyerek vaskiiler fonksiyon bozukluguna ve yaygin organ
disfonksiyonuna yol agabilir (59).

Kalpte meydana gelen i-R hasari, glikojen depolarinin tiikenmesine, niikleer
kromatin kondensasyonu, mitokondriyal sisme ve sarkolemmal kirilmalar gibi hiicre
yapisinda bozulmalarla karakterize ilerleyici ve geri donlisii olmayan hasara neden
olur. Sonug olarak miyokard enfarktistine (Ml) yol acar (60). Beyin dokusunda
serebral arterlerde gelisen okliizyon sonucu etkilenen bdlgede iskemik degisiklikler
baslar ve dokunun yeniden kanlanmasi sonucu reperflizyon hasari meydana gelir.
Reperflizyon hasari sonucu, kan beyin bariyerinde bozulma, oksidatif streste artis ve
trombosit agregasyonunda artis meydana gelir. Bu durum oOzellikle vaskiler
bitlnligln bozulmasina ve damarin besledigi bolgenin nekroza ugramasina yol acar
(61). Yapilan bir calismada, beyinde I-R hasari sonrasi kan beyin bariyerinin 144

hastadan 33’Unde bozuldugu manyetik rezonans gorintilemesi (MRG) ile
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gosterilmistir. Ayrica etkilenen bolgede fokal nekrotik odaklar ve hiicresel sisme de
saptanmistir (62).

Akciger dokusunda Ozellikle cerrahi sonrasi akut donemde gelisen trombotik
komplikasyonlar vaskiiler yapilarda tikanmaya yol agar. Pulmoner damarlarda
meydana gelen okliizyon akciger i-R hasarina yol acarak mikrovaskiiler yapilarda
hasara ve ventilasyonda bozulmaya yol acar (26). Karacigerde i-R hasari, karaciger
naklindeki basarisizligin dnemli bir nedenidir (63). Yapilan bir calismada, karaciger i-R
hasari modelinde sinlizoidlerde ve portal ven gevresinde konjesyon ve hepatositlerde

dejenerasyon saptanmistir (64).
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2.4. Renal i-R Hasari

ABH, esas olarak renal sistemde kan akimindaki azalmaya bagli olarak ortaya c¢ikan
ve sonug olarak bobrek oksijenasyonunda azalmaya yol agan patolojik bir durumdur.
Ayrica ABH, glomerdler filtrasyon hizinda (GFR) ve bobrek cikisinda da azalmaya yol
acarak morbidite ve mortalite oranini artirir. ABH tedavi edilmedigi takdirde kronik
bébrek hastaligina ilerlemektedir. ABH’nin 6nemli nedenlerinden biri i-R hasaridir
(65, 66). Bobrekler, yiiksek metabolizmasi ve vaskiiler anatomisi nedeniyle i-R
hasarina karsi oldukca hassastir (67). Renal i-R hasarinin patofizyolojisinde, temel
olarak inflamasyon artisi rol oynamaktadir. Renal i-R hasarinda bébrek
fonksiyonlarinda bozulmaya yol acan kemokinler, IL-6, TNF-a, adezyon molekdlleri ve
I6kosit infiltrasyonu inflamasyonu olusturan temel faktorlerdir (68). I-R hasarinin
reperflizyon fazi sirasinda restore edilen kan akimi, Uretilen serbest radikalleri olay
yerine getirir ve doku hasarinin temeli olan lipit peroksidasyonuna yol agar (69).
Serbest radikallerin olusumu, membran lipitlerinin peroksidasyonu yoluyla bébrek
dokusu hasarina sebebiyet verir ve proteinlerde ve deoksiribonikleik asit (DNA) de
oksidatif hasara, apoptoz ve hiicre 8limine katkida bulunur (70). Ayrica i-R hasari,
renal vaskiler disfonksiyona ve kan akiminda bozulmaya yol agarak baslangigtaki
renal hasari daha da arttirir (71).

Renal I-R hasari sonrasi, yaygin tiibiiler nekroz, fircamsi hiicrelerde kayip ve
kortikomedyiiller bileskede dilatasyon gosterilmistir. Elektron mikroskobu kullanilarak
yapilan morfolojik ¢alismalar, belirli derecede firgamsi hiicrelerde sinir kaybi, bleb
olusumu, sitoplazmik vakuolizasyon, hiicresel nekroz, mitokondriyal kayip,
cekirdeklerin gevresinde kromatin yogunlasmasi, nikleer parcalanma, tibdler epitel
hicrelerinde dokilme ve tibal limenlerinde tikanma gibi birgok yapisal bozulmalari
gdstermistir (42). iskemi temel olarak, tiibiil epitel hiicrelerinin yapi ve fonksiyonunu
etkiler (72). Renal i-R hasarinda, 6zellikle proksimal epitel hiicrelerinin dokiilmesi
sonucu limen tikanir ve intratlibller basing artarak filtratin geri sizmasina ve iyon geri
emiliminin bozulmasina neden olur (73). Tibuler tikaniklik ayni zamanda reperfiizyon
sonrasinda GFR'nin azalmasina da katkida bulunur. Ayrica hasarl proksimal tibiller

de sodyum geri emilimi bozulacak ve makiila densa'nin yiiksek sollt seviyelerini
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algilamasina ve tibilo-glomeriler feedback mekanizmayi tetiklemesine neden
olacaktir. Artan feedback mekanizma sonucu GFR'yi azaltan glomeriiler arteriyel
daralma daha da belirginlesecek (74) ve ilerleyen dénemde, epitel hiicre nekrozu
gelisecektir (72). Ayrica renal i-R hasari, trombosit agregasyonunu ve aktivasyonunu
uyarak pihtilasmayi artirir (75). Artan koagiilan etki, damarlarda daralma ve GFR’de
meydana gelen azalmaya katkida bulunur (76). Ayrica, i-R hasari sonucu vaskiiler
endotel de meydana gelen vyapisal degisimler inflamatuar yaniti (77) ve
vazokonstriktér maddelerin (trombosit kaynakli blylime faktéri-B ve endotelin-1)
tretimini uyararak vazokonstriksiyonu artirabilir (78). i-R hasari sonucu bozulan
vaskuler yapilar, AT-l, tromboksan A2 (TXA;), prostaglandin H2, I6kotrien C4 ve
adenozin gibi bircok endojen vazokonstriktér mediyatorlere karsi artan reaktivite
sergileyebilir (79). Hasara ikincil gelisen degisiklikler sonucu kapiller yogunluk azalr
ve bu durum bobreklerde geri doniistimsiiz fonksiyon bozukluguna ve fibrozise sebep
olur (80). intrarenal kilcal damarlarin azalmasi nedeniyle bozulan bébrek perfiizyonu,
tibller hasari siddetlendirerek doku hipoksisini daha da derinlestirebilir. Sonug
olarak, renal vaskiiler sistemdeki bu bozulma, geri donistimsiz fibrozise yol acar (81).
Vaskiler endotel, vaskiler gecirgenligi diizenleyen ayrica vazomotor, inflamatuar ve
hemostatik yanitlar modiile eden fonksiyonel bir yapidir. Renal i-R hasari sonrasinda,
endotel hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi bébrek perfiizyonunun bozulmasina dahasi
bobrek hipoksisinin devam etmesine ve bunu takip eden epitel hiicre hasarina yol
acar. Sonug olarak, GFR azalir ve ABH meydana gelir (5). Yapilan farkli calismalarda,
uzun sireli I-R (>45 dakika) sonrasi, bébrek transplantasyonunu takiben iskemik
bobrek yetmezligi olanlarda bobrek kan akiminda azalma gosterilmistir (6, 7). Yapilan
bir calismada kisa sireli iskemide kortikal ve i¢ mediller kan akimi reperfiizyon
sonrasi tamamen dizelirken dis mediller kan akimi tamamiyla eski haline
dénemedigi gosterilmistir. Iskemi sonrasi dis mediiller kan akimindaki disis,
reperflizyon sonrasi gelisen renal doku hasarinin uzamasina neden olabilir (82-84).
Yapilan sican bobrek i-R hasari ¢alismalarinda, i-R hasarinin patogenezinde uzun
sureli iskemi sonrasi mediller kan akimindaki azalmanin 6nemli rol oynadigl

dusltintlmektedir. Yapilan bir calismada, reperfiizyondan bir saat sonra floresan prob
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kullanilarak olgilen meddller plazma kan akiminda belirgin bir azalma oldugu
gosterilmistir (82). Farkh bir ¢alismada, reperflizyonu takiben dis mediiller kan
akiminda belirgin ve devamllik gosteren azalmalar lazer doppler flowmetre

Olciimleriyle gosterilmistir (85).



2.5. NO, sGC ve cGMP Yolagi
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Sekil 2.4. NO /sGC /cGMP yolagi.

NO, cok sayida molekiiler hedefi olan 6nemli bir haberci molekildir. NO,
norotransmisyon, vaskiler tonis, gen transkripsiyonunu, mesajci ribontkleik asit
(mRNA) translasyonunu ve proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlari gibi
dizenleyici fonksiyonlari kontrol eder. NO, L-arjininden L-sitrilin dénlisimu sirasinda
NO sentaz (NOS) enzimi tarafindan Uretilir. Bu enzimatik reaksiyonda kofaktor olarak
tetrahidrobiopterin (BH4), flavin adenin dinikleotid (FAD), flavin mononikleotid
(FMN), Ca?*/ kalmodulin ve NADPH kullanilir (Sekil 1.2; (86, 87). NOS enzimleri 3
izoformdur bunlar; néronal 'n'NOS (veya NOS I), indiklenebilir 'i'NOS (veya NOS Il) ve
endotelyal 'e'NOS (veya NOS lll) olarak adlandirilir (88). Guanilat siklaz (GC), bir a-alt
birimi ve bir B-alt birimi olan heterodimer hem proteinidir. B-alt birimi, guanozin-5'-
trifosfatin (GTP) cGMP ve pirofosfata donisimini katalize eden demirli hem grubu
icerir. GC enziminin membrana bagl ve sitozolik (solubl) formlari bulunur (89). sGC
bir sensér modiill, bir donistirici modil ve bir katalitik modtilden olusan allosterik

olarak aktive edilen bir enzimdir (17). NO'nun sGC enzimi sensor modiline



28

baglanmasi, enzimin B-alt Unitesinde demirli hem (Fe?*) kisminin varliginda
gerceklesir. Sensor modiline baglanma sonrasi donustlriici moddle iletilen ve
aktive olmasi igin allosterik olarak katalitik module aktarilan bir konformasyonel
degisiklik meydana gelir. Bunlarin sonucunda, GTP baglanma bdlgesini ve cGMP'yi
Uretir (89). ¢cGMP sinyal iletiminin net etkisi, vaskiler diiz kaslarda hiicre ici
kalsiyumun azalmasi ve kontraktil proteinlerin kalsiyuma olan duyarhliginda azalma
sonucu gelisen vaskiler gevsemedir (90). NO-sGC—cGMP sinyal yolagi, metabolik
fonksiyonlar, kardiyovaskiiler, renal ve santral sinir sistemleri izerinde diizenleyici
etkilere sahiptir (91). nNOS, beyindeki spesifik néronlarda, spinal kordda, sempatik
gangliyonlarda ve adrenal medullada bulunur (88). nNOS'un 6grenme, hafiza,
norogenez (92) ve kan basincinin santral etkiyle diizenlenmesi (93) gibi fizyolojik
fonksiyonlarin modiile edilmesinde rol oynadigi gésterilmistir. Artmig nNOS sinyalinin
inme sonrasi eksitotoksisite, multipl skleroz, Alzheimer ve Parkinson hastaliklari gibi
cesitli norodejeneratif patolojilere katkida bulundugu gosterilmistir (94). iNOS
genellikle hicrelerde eksprese edilmeyen, ekspresyonu bakteriyel lipopolisakaritler
ve sitokinler tarafindan uyarilan NOS izoformudur (95). Makrofajlar ve nétrofiller
tarafindan uretilen ylksek NO seviyeleri, sadece bakteriler, parazitler veya timor
hiicreleriicin toksik olmakla kalmaz, ayni zamanda saglikli hiicrelere de zarar verebilir.
Septik sok gelisiminde iNOS 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica septik sok kliniginde
gorilen kan basinci distist agirlikl olarak iINOS’un neden oldugu asiri NO Gretiminden
kaynaklanmaktadir (96). Bir diger izoform olan eNOS, ¢ogunlukla endotelyal
hiicrelerde eksprese edilir. Ayrica kardiyak miyositlerde, trombositlerde, beynin bazi
noronlarinda, insan plasentasindaki sinsityotrofoblastlarda da gosterilmistir (95).
eNOS aktivitesi transkripsiyonel ve translasyon sonrasi diizenlemelerle kontrol edilir.
eNOS transkripsiyonu, endotel sirtiinme gerilimi, hidrojen peroksit gibi oksidan
ajanlardan, oksitlenmis disik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve hipoksi tarafindan
glclendirilir (97). Prostaglandinler, adenozin, ATP'ye duyarli potasyum kanall
aktivatorleri ve endotel kaynakh hiperpolarizasyon faktorleri vaskiler tonusi
etkilerken, endotele bagimli vazodilatasyon biyik 6lctide NO'nun bir fonksiyonudur

(98). eNOS, asetilkolin uyarisi sonucu vazodilator yanita aracilik eden ve vaskiiler
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yatakta artan slirtinme stresi ile olusan NO’nun ana kaynagidir (87). eNOS ¢ok sayida
temel kardiyovaskiler ve renovaskiiler fonksiyonun homeostatik diizenleyicisi olarak
gorev alir. eNOS kaynakli NO, sGC'yi uyarip vaskiler diiz kas hiicrelerinde cGMP'yi
artirarak arterlerde gevsemeye yol acar (99). Vaskiler gevseme etkilerine ek olarak,
trombosit aktivasyonunu, agregasyonunu ve adezyonunu azaltarak pihtilasmayi
engeller (100, 101). Ayrica NO’nun fibrozisi, mitogenezi ve vaskiler diiz kas

proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (102).

2.6. I-R Hasarinda NO ve sGC'nin Rolii

I-R hasari artmis vaskiler gecirgenlik, endotelyal hiicre hasari, pihtilasma ve
kompleman sistemlerinin asiri aktivasyonu, vazokonstiriktor ve vazodilator faktorler
arasindaki dengenin bozulmasi ile karakterize patolojik bir durumdur (1). i-R hasary,
ozellikle inme, M, akut boébrek hastaligl, kanama ve periferik damar hastalig gibi
klinik patolojilerde siklikla gérilmektedir (103). Ornegin kalp gibi tek bir organin i-R
hasarina maruz kalmasi, bébrek gibi diger organlarda da inflamatuar aktivasyona
neden olarak ¢oklu organ yetmezligine yol acabilir (104). NO / sGC / cGMP yolagindaki
hasar veya inhibisyon esas olarak kardiyovaskiiler ve renal sistemler olmak lizere
bircok organ sistemi patogenezinde rol oynar (15). Vazomotor tonis, eNOS kaynakli
NO’dan glicli bir sekilde etkilenir. NO, vaza rekta kilcal damarlarinda gevsemeyi
artirarak ve vazokonstriktorlerin etkilerini azaltarak renal mediller perflizyonun
diizenlenmesinde énemli bir rol oynar (105-107). Bu agidan NO'nun renal i-R hasari
Uzerinde yararh bir etkiye sahip olmasi beklenebilir. Ancak iskemiye yanit olarak
Uretilen NO, slperoksit ile birleserek peroksinitrit liretebilir, bu durum oksidatif
stresin artmasina ve bobrek hasarinin alevlenmesine neden olur (4, 108). Bu nedenle,
NO'nun renal i-R hasarindaki etkisi, ozellikle iskemiyi takiben aktive edilen NOS
enziminin tipi dahil olmak {izere bircok faktére bagldir. Azalmis eNOS fonksiyonu, i-R
hasari ile iliskili endotel disfonksiyonunun ayirt edici O6zelliklerinden biridir.
Reperfiizyondan sonra daha yiliksek eNOS ekspresyon seviyeleri, artan iyilesme ile
baglantili oldugu ve iskemi sonrasi artan eNOS aktivitesinin de bdbrekleri i-R

hasarindan korudugu gdsterilmistir. eNOS'un renal i-R hasarinda 6nemli bir roli
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oldugu ortaya konmustur (71). Ozellikle, I-R hasari sonucu inflamatuar yanitin iki ana
Grini olan NO ve sliperoksitin reaksiyonuyla olusan peroksinitrit, eNOS’da
bozulmaya ve NO Uretiminde azalmaya neden olarak vaskiiler fonksiyon bozukluguna
yol acar (109). L-arginin ve BH4’Un siperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri
tarafindan tiketilmesiyle eNOS enziminde kenetsizlesme meydana gelebilir. Ayrica
kenetsizlesen eNOS, NO yerine serbest radikal olan peroksinitrit tGretimini artirarak
endotel fonksiyonundaki bozulmayi artirir (110).

ABH, ginimiizde %30 ila %70 arasinda degisen ylksek mortaliteden dolayi
klinik 6neme sahip patolojik bir durumdur. ABH gelisiminde etiyolojide bircok neden
olmakla birlikte en énemlisi i-R hasaridir (111). ABH, GFR’de hizli azalma ve nitrojen
metabolizmasinin son drinleri olan Ure ve kreatinin artisiyla karakterize yuksek
morbidite ve mortaliteye sahip tedavi segenekleri sinirli olan klinik bir durumdur
(112). NO / sGC/ cGMP sinyal yolagi, bobrek kan akimi ve glomeriler hemodinaminin
diizenlenmesinin yani sira tubuler sistemde su ve tuz tasinmasi dahil bir¢ok temel
bobrek fonksiyonunun diizenlenmesinde gorev alir (8). Sicanlarda yapilan bir
obstriiktif renal i-R modelinde, kontrol hayvanlarina kiyasla NOS inhibitéri L-arjinin
metil ester (L-NAME) kullanimiyla bobrek dokusunda fibrozis ve apoptozisde artis
bulunurken renal arter kan akim hizinda ve GFR’de azalma tespit edildigi
gosterilmistir (113). Sicanlarda yapilan farkli bir calismada, L-NAME uygulamasi ile
ortalama arter basincinda (OAB) artis ve renal kan akim hizinda azalma goézlenmistir.
NO inhibisyonu sonucu olusan hemodinamik etkilerin, sGC aktivasyonu ile
dizeltildigi, sonug olarak NO fonksiyonunun cGMP yolagi lizerinden etki gosterdigi
belirtilmistir (114). sGC enziminde bulunan hem grubunun (Fe2+ - Fe3+)
oksidasyonu, i-R hasarina bagli oksidatif stresten kaynaklanabilir. sGC enziminin hem
grubundaki ayrisma, enzimin NO'ya baglanma kabiliyetini ortadan kaldirir ve etkisiz
hale getirir (115). Yapilan bir calismada, NO ve cGMP eksikliginin hemodinamik
fonksiyonlarda bozulma ve fibrotik etkiler yoluyla bobrek hasarinin ilerlemesine
katkida bulundugu gosterilmistir. Ayrica, NO'nun bdbrek fonksiyonu, renal
interstisyel hasar ve renal tlbliler apoptoz (zerindeki koruyucu roliini ortaya

koymaktadir (113).



31

2.7. sGC Stimulatorlerinin Tanimi ve Etkileri

sGC enzimi, a ve B alt birimlerden olusan ve GTP’den c¢cGMP olusumunu
katalizleyen bir heterodimerik komplekstir. sGC'nin B-alt Unitesindeki prostetik hem
kismi, NO baglanmasi ve enzim aktivasyonu icin gereklidir (116). sGC, NO sinyal
yolunun 6nemli bir enzimidir (117). sGC stimilatorleri dual etki gosterirler. Hem
NO'dan bagimsiz olarak dogrudan enzimi uyarirlar (8) hem de NO-sGC baglanmasini
stabilize ederek enzimi aktif konfiglirasyonda tutarak sGC'yi diisiik NO seviyelerine
karsi daha duyarli hale getirirler (118). sGC stimilatorlerinin, sGC'ye baglanmasi ve
aktive etmesi icin, indirgenmis ferr6z demir varhig gereklidir. sGC stimulatorleri NO
ile glicll bir sinerijistik etkiye sahiptir dolayisiyla sGC'yi endojen olarak NO (iretmeye
de duyarh hale getirirler (119). sGC stimulatoérlerinin etkileri, hipertansif nefropati,
tek tarafh Greter tikanikhg, diyabetik nefropati ve akut glomeriler nefrit dahil olmak
Uzere cesitli bobrek hastaligi modellerinde test edilmistir. Yapilan bazi calismalarda
sGC stimulatorlerinin, proteindriyi ve albiminUriyi azalttigl, ayrica histopatolojik ve
molekiler galismalarda renal glomeriloskleroz ve renal fibrozis belirteglerinde
iyilesme sagladigi gosterilmistir (15, 120-122). Yapilan hayvan deneylerinde, sGC
stimilatorlerinin kalp ve bobrek lizerine koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Sicanlarda olusturulan obstriiktif renal i-R hasari modelinde, tek tarafli iiretral
obstriiksiyon sonrasinda uygulanan sGC stimulator tedavisinin cGMP (iretimini
arttirdigi bulunmustur. Ayrica tibulointerstisyel hasar ve inflamasyonun yani sira
tibuler atrofiyi ve apoptozu azalttigi gosterilmistir (123). Yapilan hayvan deneyi
calismalarinda, sGC stimilatori ilaglarin  pulmoner hipertansiyon ve akut
dekompanse kalp yetmezligi modellerinde pulmoner vaskiler hemodinamiyi
iyilestirdigi gosterilmistir (124-127). Literatirde yapilan sigan glomerilonefrit ve
glomeriiloskleroz modellerinde, sGC stimilatorlerinin antiproliferatif, antifibrotik ve
antihipertansif etkileri gosterilmistir (128, 129). sGC stimulatorleri ilaglar BAY 41-
2272, BAY 41-8543, BAY 60-4552, riosiguat ve_verisiguattir (130). Yapilan bir Faz IlI
klinik calismada, azalmis sol ventrikiler ejeksiyon fraksiyonuna sahip kalp yetmezlikli
5000'den fazla hasta, glinlik oral verisiguat veya plasebo ile tedavi edildi. Verisiguatin

mortaliteyi ve kalp yetmezligi nedeniyle hastaneye yatis oranini azalttigi gésterildi. Bu


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/riociguat
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faz Il calisma sonucunda verisiguatin, distk ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi
tedavisinde kullanimi onaylandi (131, 132). Yapilan bir ¢calismada, sinasiguatin kronik
bobrek hastaligi hayvan modelinde kreatinin klerensini, glomerilosklerozu ve
intrarenal arterlerde perivaskiler fibrozisi dlzelterek bdbrek fonksiyonunu

iyilestirdigi gosterilmistir (133).

2.8.Riosiguat
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Sekil.2.5. Riosiguatin kimyasal yapisi.
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Riosiguat’in NO-cGMP yolagi tizerine ikili bir etki mekanizmasi vardir.

NO varliginda,
Riosiguat, sGC-NO
baglanmasini stabilize
ederek sGC'yi endojen
NO'ya karsi duyarli hale
getirir

NO’den bagimsiz

' ; olarak,
Riosiguat Riosiguat Riosiguat, farkh bir
. ) \ baglanma bdlgesi yoluyla

‘, NO’dan bagimsiz olarak
) sGC'yi dogrudan uyarr

3

Vazodilatasyon

cGMP artisi cGMP artisl

Sekil.2.6. Riosiguat etki mekanizmasi, (134) numarali kaynaktan degistirilerek

alinmustir.

Riosiguat kimyasal olarak metil 4,6-diamino-2-[1-(2-florobenzil)-1H-pirazolo
[3,4-b]piridin-3-yl]-5-pirimidinil (metil) karbamattir (Sekil.2.5.). Molekil C2oH19FNgO>
formll ve molekdil agirligi 422,42 dir. Riosiguat hayvan deneylerinden kontrolli klinik
calismalara basarili gecis yapan ilk sGC stimilatéradir (135). Riosiguat yaklasik
%94'lik mutlak oral biyoyararlanima sahiptir (136). Oral alimdan yaklagik 1,5 saat
sonra doruk plazma konsantrasyonlarina ulasir. Riosiguat viicutta yaygin bir sekilde
dagilmamaktadir. Dagilim hacmi hem saglkh bireylerde hem de pulmoner
hipertansiyonu olan hastalarda yaklasik 30 L'dir. Riosiguat, esas olarak serum
alblmini ve al-asidik glikoprotein olmak lzere insan plazma proteinlerine yaklasik
%95 oraninda baglanir. Riosiguat metabolizmasinda gesitli sitokrom P450 (CYP)
enzimleri rol oynar (CYP1A1, CYP3A4/5, CYP2C8 ve CYP2J2), ancak ana aktif metabolit
M1'in olusumu biyik 6lctide CYP1A1 tarafindan katalize edilir.

Yari dmri yaklasik 7 saattir. Eliminasyonu biyilik 6lclide metabolitler halinde
idrarla (% 40) ve diskiyla (% 53) gerceklesir. Hepatik metabolizma ve renal
eliminasyona ugramasina ragmen, yapilan calismalar hepatik veya renal yetmezlik

durumlarinda doz ayarlamasi gerektirmedigini gostermektedir (137). Ayrica,
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riosiguatin ana CYP izoformlari ve tasiyici proteinler Uzerinde terapotik dozlarda
etkisinin olmamasi nedeniyle ilag etkilesimleri agisindan disiik bir riske sahiptir (138).
Riosiguat, sGC'nin aktivitesini in vitro olarak tek basina 73 kata kadar arttirir ve NO ile
sinerjistik olarak calisarak sGC aktivitesini 122 kata kadar artirabilir (139). Klinik
calismalar sonucunda, riosiguat PAH ve kronik tromboembolik pulmoner
hipertansiyon tedavisi icin onay almistir. Riosiguatin, PAH hastalarinda egzersiz
kapasitesini onemli Olglide iyilestirdigi pulmoner arter rezistansini ve kardiyak kan
cikisini anlamli 6lglide azalttigl gosterilmistir (140). sGC stimilatorlerinden BAY 41-
2272 ve BAY 41-8543, sicanlarda metabolik instabilite ve distk oral biyoyararlanim
sergilemis ayrica BAY 41-2272, CYP enzimlerini gligli sekilde inhibe ve aktive ettigi
gosterilmistir. Riosiguat (BAY 63-2521) diger sGC stimilatorlerinin aksine CYP
enzimleri ile etkilesime girmemesi ve oral biyoyararlaniminin daha iyi olmasi
sebebiyle oldukga iyi farmakokinetik profil sergilemistir (141). Bu 6zelliklerden dolayi
klinik kullanimda ilk onay alan sGC stimulatori ilag olmustur (142). Riosiguat,
farelerde bleomisin ile olusturulan pulmoner hipertansiyon (PH) modelinde, sag
ventrikil hipertrofisini, pulmoner inflamasyonu ve fibrozisi, sildenafil tedavisine gore
anlaml 6l¢lide azaltmistir. Ayrica riosiguatin, fare kronik obstriktif akciger hastaligi
(KOAH) modelinde PH'yi, sag ventrikiil hipertrofisini ve vaskiler hasari azalttig
gosterilmistir (16). Yuksek tuzlu diyetle beslenen tuza duyarli sicanlarda yapilan HT
modelinde, riosiguat ile tedavi edilen grupta sagkalim oraninin arttigi bulunmus
ayrica sistemik hipertansiyon ve sistolik fonksiyon bozukluguna bagh parametrelerde
dizelme saptanmistir. Kalp ve bobreklerde fibrotik doku olusumunda azalma ve

vaskiler disfonksiyonda iyilesme gosterilmistir (119).
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2.9. Hipotez

Riosiguat 6n tedavisinin sican bébrek i-R modelinde akut dénemde bozulan
renovaskiiler parametreler, bobrek damar yatagl fonksiyonel cevaplari, bdbrek

histopatolojisi Gzerine olumlu etkileri vardir.

2.10. Amag

Bu calismanin amaci, bébrek i-R hasari ile bébrekte meydana gelen akut ve
kronik bir dizi stire¢ sonucu bobrek yetmezligi gibi cok ciddi bir mortalite sebebi olan
ve tedavisi icin pek ¢ok calisma yapilan bir durumda riosiguat on tedavisinin bébrek
I-R’nin akut dénemindeki fonksiyonel, biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikler

Uzerine olan etkilerini degerlendirmektir.
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3.YONTEMLER
3.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada 200-300 gram (g) agirliginda 60 adet Sprague—Dawley erkek sican
kullanilmistir. Hormon dlzeylerinde gortlebilecek farkliliklar olabileceginden erkek
sicanlar  tercih edilmistir. Deney hayvanlari Kobay Deney Hayvanlari
Laboratuvar’ndan temin edilerek Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali’nda bulunan hayvan barinagina getirilerek deney suresi
boyunca uygun kosullarda barindiriimistir. Hayvanlar 18-21°C sicaklikta, nem aralig
%50-60"da tutularak, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde kosullarin
saglandigl ortamda, tim deney sliresince ad libitum standart laboratuvar yemi ile su
ihtiyaglari karsilanarak barinmalari saglanmistir. Hayvanlar barinaga geldikten sonra

ortama alisana kadar en az 5 giin islem yapilmamistir.
3.2. Etik Kurul izni

Projenin etik kurul izni Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 24.01.2023 tarihli etik kurul toplantisinda 2023 / 01-04 karar numarali,
52338575-08 sayili ve 2023 / 04 kayit numarali onayi ile alinmistir. Alinan bu onay
dogrultusunda hayvan deneyleri Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dali laboratuvarlarinda, histopatolojik degerlendirmeler ise Hacettepe Universitesi

Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapiimistir.
3.3. Deney Protokolii, Cerrahi Uygulamalar ve Kullanilan ilaglar

Bu calisma icin Sham-Kontrol (Sham), iskemi-Reperfiizyon (iR), I-R+Riosiguat
(iR-Rio) ve Riosiguat (Rio) olmak {izere dért deney grubu olusturuldu. Deney
protokoli iki tekrardan olusacak sekilde, birinci tekrar da fonksiyonel calismalarin
yapilmasi icin dokularin ¢ikarilmasi, ikinci tekrar da ise histopatolojik ve biyokimyasal
calismalarin yapilmasi icin dokularin toplanmasi planlandi. Anestezi oncesi tim

hayvanlarin agirliklari tartilarak kaydedildi.
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Cerrahi islemden 30 dakika 6nce siganlara gruplarina gore riosiguat (10 mg kg
1) veya vehikili olan %1'lik karboksimetil seltiléz (CMC) oral gavaj yoluyla uygulandi.
Riosiguat (10 mg kg?) 1 mL %1’lik CMC icinde ¢ozilerek uygulandi. Gruplarda oral
gavaj yoluyla hangi ilacin uygulandigl tablo 3.1’de gosterilmistir. Deneylerde
kullanilan ila¢ dozu ve vehikil icin literatlirdeki benzer calismalar kaynak olarak
kullanildi (143, 144). Oral gavaj uygulamasindan 30 dakika sonra, kloralhidrat (400 mg
kg?, i.p.) ile anestezi uygulandi. Anestezi derinligi parmak veya deri kistirmaya yanit
ile degerlendirilerek cerrahiisleme baslandi. Umblikusun 1 cm altindan, ksifoid—pubis
hatti boyunca orta hat insizyonuyla karin bosluguna girildi. Bagirsaklar orta hattin sag
tarafina alinip abdomen acilarak sol renal arter, ven ve bébrek cevre dokulardan izole
edildi. iR ve iR-Rio gruplarinda, 30 dakika boyunca avaskiiler klemp ile sol renal arter
ve ven sikistirilarak kan akisi kesildi. iskemi periyodu sonrasi klemp kaldirilip sol
bobrek 45 dakikalk reperfiizyon siirecine birakildi. Hayvanlarin viicut sicakhgl deney
suresi boyunca rektal termistor prob ile olgllerek, hayvanin yaklagik 40 cm
yukarisinda yerlesmis olan 150 W'lik bir lamba ve isitici fan yardimiyla 37°C’'de sabit

kalmasi saglandi.

Tablo 3.1. Deney gruplari ve deney protokoliinde gruplara verilen ilaglar

DENEY VE KONTROL Karboksimetil Riosiguat - 10 mg kg1
GRUPLARI seliiléz (CMC) -
10mg kg1
Sham Vehikal Vehikdl
IR Vehikdl Vehikiil
iR-Rio Vehikiil Riosiguat
Rio Vehikiil Riosiguat
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Sham ve Rio gruplarinda vaskiler klempleme islemi haricinde tim cerrahi
islemler uygulandi. Fonksiyonel c¢alismalar ile histopatolojik ve biyokimyasal
calismalar igin yapilan her iki deneysel tekrarda da ayni cerrahi islemler ve

prosedurler uygulandi.

Riosiguat Ex vivo
(10mg/kg) Anestezi ve olgtimler
veya vehikl iskemi / Reperflizyon ve
uygulamasi sham sureci dokularn

\ uygulamasi baslangici toplanmasi

. | l |
e

0.dk 30.dk 60.dk 105.dk

I In vivo &lgimlerin yapilmasi I

Sekil 3.1. Deney protokoli

Deney protokoliinde riosiguat (Y0002238, Sigma Aldrich, Almanya),
kloralhidrat (MERCK KGaA, Darmstadt, Almanya), fenilefrin (P6126, Sigma-Aldrich, St.
Louis MO, ABD), asetilkolin (A6625, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD), anjiyotensin-
Il (176804, Calbiochem-Behring), sodyum nitroprusiyat (PHR1423, Sigma-Aldrich, St.
Louis MO, ABD), norepinefrin (A7381, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD),
karboksimetil seliiloz (AKBEL kimya Bursa, TURKIYE) kullanildi. Riosiguat haricindeki

tim ilaglar serum fizyolojik icinde ¢6zilerek uygulandi.
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3.4 Fonksiyonel Degerlendirme

Fonksiyonel degerlendirmeler in vivo ve ex vivo deneyler olmak Gzere iki farkh
deneysel modelle incelendi. Tim gruplarda ex vivo degerlendirmelere gecilmeden
once in vivo olarak renal arter kan akim hizi degerleri ve bdbrek doku

perflizyonundaki degisimler analiz edilmek (izere kaydedildi.

3.4.1 In vivo Renal Kan Akimi Olgiimii

Fonksiyonel degerlendirmelerin in vivo kisminda, kloralhidrat ile anestezi
verilen hayvanlarda anestezinin derinligi parmak kistirmaya yanitile degerlendirilerek
cerrahi islemlere baslandi. Hayvanin rektal bolgesine yerlestirilen bir termometre
probu ile viicut sicakhigi takibi yapildi. Sicaklik takibine in vivo degerlendirme boyunca
devam edildi. Hayvanin karin én duvari agildiktan sonra renal arter etraf dokulardan
izole edilerek 6lglime uygun hale getirildi. Renal arter kan akim hizi, Doppler esasina
gore akim algilayan bir damar probu (Perivascular Flow Probes, Transonic Systems)
ve akim hizi 6lgen cihaz (Small animal blood flowmeter T 106X, Transonic Systems)
yardimiyla o6lcildi (Sekil 3.2.). Renal arter, damar probunun centikli kisminin i¢
tarafina yavasca yerlestirildikten sonra uygun pozisyon verilerek renal arter kan akim
hizi degerleri mL / dk olarak kaydedildi. Ayrica tim renal arter kan akim hizi degerleri

hayvan vicut agirligina oranlanarak ayrica hesaplandi.
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Sekil 3.2. Kan akimi 6lgiimiinde kullanilan cihaz ve prob. Transonic Systems T106
kiicik hayvan kan akim olcer (Small Animal Blood Flow Meter) (A). Damar probu,

Perivascular Flow Probes, Transonic Systems (B).

3.4.2 In vivo Bobrek Doku Perfiizyonu Olglimleri

Bobrek doku perflizyonundaki degisimleri o6lgmek icin mikrovaskiler
perflizyon monitori (OxyLab, ABD) ve eritrosit rofle miktarina duyarh doku probu
(TSD145, BioPac, ABD) kullanildi (Sekil 3.3.). Yaklasik 1 mm altindaki boébrek
dokusunun 1 mma3'linde kan akim hiziyla orantili bir voltaj sinyali lreten akim
probunun igne ucu, dogrudan dis mediller bolgedeki bobrek dokusuna temas ettirildi
ve yerinde tutuldu. Bobrek doku perflizyonundaki oransal degisimler bobrek dis
meddller kan akimindaki degisiklikler Olclilerek hesaplandi. Elde edilen ilk veri bazal
deger olarak kabul edilerek deney boyunca elde edilen degerler bazal degere
oranlanarak bobrek doku perflizyonundaki ylizdesel degisim analiz edildi. Tim in vivo

deneyler 75 dakika boyunca kesintisiz olarak yapildi.
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Sekil 3.3. Bobrek perflizyon degisimi dlciiminde kullanilan cihaz ve prob. OxylLab
Mikrovaskiler Perflizyon Monitoru ve eritrosit rofle miktarina duyarlh doku probu

(TSD145, BioPac).

3.4.3. Ex vivo Deneysel Model

Ex vivo degerlendirmede izole perfiize bobrek diizeneginde dl¢iimler yapildi.

3.4.3.1 izole Perfiize Bobrek Diizenegi

Sham ve Rio gruplarinda klempleme islemi haricinde tiim cerrahi islemlerin
uygulandigi 75 dakikalk siire ile iR gruplarindaki 30 dakika iskemiyi takiben 45
dakikalik reperflizyon sonrasinda hayvanin sol renal arteri ve bobregi cevre
dokulardan izole edildi. Abdominal aorta vaskiiler bir klemp yerlestirilerek sol renal
arterin aorttan ayrildigi noktanin 3 mm Ustlinden bir kesi yapilarak aorta 22G kandl
ile girilip kanlil renal artere dogru yavasca ilerletilerek sabitlendi. Kantl renal arterde
sabitlendikten sonra bir enjektor yardimiyla sol bobrek Krebs—Henseleit sollisyonu
(118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 2,5 mM CaClz, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgS0s, 25 mM
NaHCOs ve 11 mM glikoz) ile perfize edildi. Sonrasinda bobrek ve aortun kanil ile
girilen kismi ¢evre dokulardan ayirilarak sol bébrek, sol renal artere takilan kandil
vasitasiyla 6l¢timler igin kullanilacak perflizyon sistemine baglandi. Doku %95 O, ve
%5 CO; karisimi ile gazlandirilmis 37° C sicakliktaki Krebs—Henseleit sollisyonu ile
peristaltik bir pompa (MP-3 akim pompasi, Eyela, Japonya) araciligiyla 6,8 mL/dk
olacak sekilde 30 dk boyunca sabit hizda perflize edilerek dengeleme siirecine
birakildi. Perflizyon hizi laboratuvarda 6nceden yapilan ¢alismalar, literatiirdeki bazal

bobrek perflizyon basinci bilgileri ve yapilan 6n ¢alismalar ile belirlendi. Bu perfiizyon
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sistemi ile doku sabit bir akim ile perfiize edilirken bébrek damar yataginin i-R
hasarina ve ilag tedavisine verecegi yanitin basing transduseri araciligiyla olgtlmesi,
ardindan MP150 veri kazanim Unitesi (Biopac Systems, ABD) vasitasiyla veri
bilgisayarina aktarilarak degerlendirilmesi planlandi. Bu deneylerde vazokonstriktor
ajan olarak fenilefrin (PE), AT-Il ve NE, vazodilator ajan olarak ise SNP ve ACh verilerek
renal i-R hasarinda riosiguat tedavisinin etkileri incelendi. izole perfiize bdbrek
diizenegi tim deney boyunca 6,8 mL/dk hizla perfiize edildi. ila¢ dozlari 0,1 mL iginde
kanil aracihgiyla bolus enjeksiyon olarak uygulandi.

Kasici ajanlardan PE 10 pg/0,1mL, AT-Il ise 0,1 pg/0,1mL olarak tek doz
uygulanirken NE doz-yanitlari 0,03-10 pug/0,1mL doz araliginda degerlendirildi.

Gevseme yanitlarini degerlendirebilmek amaciyla izole bobrekte 6n kasilma
elde edebilmek icin 3x10°°M PE iceren Krebs—Henseleit sollisyonu ile doku perfiize
edilerek on kasilma olusturuldu ve gevseme yanitlari kaydedildi. ACh doz-yanitlari
0,001-100 pg/0,1mL doz araliginda, SNP doz-yanitlari ise 0,01-100 pg/0,1mL doz

araliginda degerlendirildi.

3.5. Histopatoloji i¢in Orneklerin Toplanmasi

Arastirma protokollnin ikinci tekrarinda da gruplara gore uygulanan cerrahi
protokol deneylerin birinci tekrarindaki gibi uygulandi. Deney sireci sonunda dokular
izole edilip sol bébrek numuneleri etrafindaki ¢evre dokularindan ayrilarak cikarildi.
Cikarilan bobrek dokulari %10’luk tamponlu notral formalin sollisyonu iginde
bekletilerek histopatolojik inceleme icin saklandi. Tim dokular Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’'na gétiiriilerek histopatolojik

acidan degerlendirildi.
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3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme icin formole koyulan 6rneklerden 4 mikron
kalinhiginda kesitler alinip rutin hematoksilen-eozin boyamasi uygulanarak 1sik
mikroskobu ile degerlendirmeleri yapildi. Histopatolojik degerlendirme igin
literatlrdeki benzer ¢alismalar incelenerek olusturulan skorlama sistemleri kullanildi
(145, 146). Histopatolojik degerlendirmede bébrekten alinan dokularda i-R hasari ile
iliskili degisikliklerin varligi ve iR-Rio grubunda i-R hasari ile iliskili degisikliklerde
gorilmesi beklenen olasi iyilesmelerin varhg arastirildi. Histopatolojik analizde

kullanilan degerlendirme parametreleri tabloda gosterilmistir (Tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Bobrek histopatolojik degerlendirme kriterleri

Patolojik Degisiklikler Skorlama
Glomeriil:

(0) Normal Glomeriil

(1) Glomeriillerde konjesyon ve

biziisme

Genel skorlama her bébrekte elde
Renal tiibiil: edilen patolojik degisim skorlarinin
(0) Normal Tiibdl toplamiyla elde edilmisgtir.

(1) Tubil epitelinde hafif sisme
(2) Tubil epitelinde fokal kayip
(3) Tiibiil epitelinde belirgin nekroz

Histopatolojik degerlendirmede kaydedilen mikro fotograflar igin mikroskopta
bobrekte 50x biiyiitme uygulandi.
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3.7. Biyokimyasal Degerlendirme

Siganlarda, vena kava inferiyordan (VKI) yaklasik 4 mL kan ornekleri alindi.
Ornekler uygun kan tiiplerine aktarildiktan sonra 2000 G ayarinda 20 dakika boyunca
santrifiij cihazinda bekletildi. Elde edilen serum 6rnekleri mikrosantriflj tiplerine
alinarak -20 derecede muhafaza edildi. IL-1B (Elabscience, E-EL-R0012) ve IL-10
(Elabscience, E-EL-R0016) olgiimleri igin ticari ELISA kitleri kullanildi. Kullanilan ELISA
kitleri, Sandwich-ELISA prensibine gére calismaktadir. isleme baslamadan énce biitiin
serum Ornekleri oda sicakhgina getirildi. Kitlerde bulunan mikro ELISA plakasi,
arastirilan Il’e 6zgl baglanan bir antikor ile kaplidir. Serum 6rnekleri antikor kapli
mikro ELISA plakasi kuyucuklarina eklendi ve kitlerin prosedirlerinde belirtilen
surede inkibe edildi. Antijen-antikor kompleksi olustuktan sonra baglanmamis
proteinler yikama basamaklari ile ortamdan uzaklastirildi ve hemen ardindan
arastirilan ILl’e spesifik biyotinlenmis tespit antikoru her bir plakaya eklendi.
Prosedirde belirtilen siire kadar sollisyon aspire edildi ve plakalar absorbent kagidi
ile kurulandi. Yikama isleminden sonra Horseradish Peroksidaz (HRP) eklendi ve
inklibasyona birakildi. Serbest bilesenler yikandiktan sonra substrat sollisyonu her bir
kuyucuga eklenerek 1siktan etkilenmeyecek sekilde kapatilarak inkiibe edildi.
izleminde enzim-substrat reaksiyonu, durdurma c¢ozeltisi eklenerek reaksiyon sona
erdirildi. Renk degisimi gozlenmis olan plaklarda optik yogunlugu (OD)
belirleyebilmek icin spektrofotometri (Multiskan Go, Thermo) kullanilarak 450nm’de
Olciim yapildi (Sekil 3.4.). Numunelerin OD degerleri standart egri ile karsilastirilarak

tespit edilen antijene ait konsantrasyon hesaplandi.
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Sekil 3.4. ELISA o6lgimlerinde kullanilan spektrofotometre cihazi, (Multiskan GO,

Thermo Scientific).

3.8. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler icin Microsoft Excel 2019 ve Graphpad Prism 9.0.0 (121)
yazilimlari kullanildi. Deneylerden elde edilen sonuglarin analizinde doz-cevap
egrilerinin karsilastinimasi igin ¢ift yonli varyans analizi, kan akimi ve doku
perflizyonu degerlerinin karsilastiriimasi icin tekrarlayan dlglimlerde iki yonli varyans
analizi ve histopatolojik degerlendirme disindaki diger analizler igin tek yonli varyans
analizi kullanildi. Coklu karsilastirma icin post hoc Tukey veya Dunnett analizleri
kullanildi. Histopatolojik skorlamalarin karsilastiriimasi icin non-parametrik Kruskal-
Wallis testi ve post hoc analizler icin Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. P
degerinin 0,05’ten kiglk olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Elde edilen

veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Genel Degerlendirmeler

4.1.1. Hayvan Viicut Agirligi Oranlan

Vucut Agirlhigi
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Sekil 4.1. Hayvan viicut agirligi oélctimleri. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin
standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin tek
yonlii varyans analizi testi kullanildi (n=6-8).

Deneysel protokol baslangicinda 6lglilen ortalama hayvan agirliklar sirasiyla
Sham: 255+ 11,40, iR: 259,37+ 15,16-, iR-Rio: 237,5+ 10,35 ve Rio: 235,83+ 5,68
olarak olcildd. Yapilan degerlendirmede gruplar arasinda viicut agirhgr acisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gérilmedi (Sekil 4.1.).
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4.2. Fonksiyonel Degerlendirmeler

4.2.1. in vivo élgtimler

Riosiguatin, bébrek i-R hasari modelinde, fizyolojik ve renal fonksiyonlara
etkisini genel olarak degerlendirmek amaciyla i-R veya sham uygulamasi siirecindeki

renal kan akimi ve bébrek doku perflizyonundaki degisimler incelendi.

4.2.1.1. Renal Arter Kan Akim Hizi Olgiimleri

Renal Arter Kan Akimi
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Sekil 4.2. Renal arter kan akim hizi 6lgimleri. Veriler aritmetik ortalama +
ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin tekrarlayan élctimlerde iki yonlii varyans analizi; ¢coklu karsilastirmalar
icin Dunnett’s post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, # IR’ye gére
anlamhlik. *p<0,05, # p<0,05 (n=5-7).

Renal arter kan akim hizlari i-R uygulanan gruplarda tiim iskemi ve takip eden

reperfizyon siiresi boyunca, sham ve Rio gruplarinda da tiim deney siiresi boyunca
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kaydedildi. Kontrol (sham) ve sadece riosiguat verilen (Rio) gruplardaki ilk 30 dakika
boyunca renal kan akim hizi élgiimlerinde bir artis gorildtga, bu artisin 30. dakika
sonrasinda devam etmedigi ve kararli bir seviyeye ulastigi izlendi (Sekil 4.2.). Deneyin
takip eden siirecinde ise bu kararli seviyenin ayni sekilde devam ettigi gorildi (Sham:
0. dakika: 0,94 + 0,11 mL/dk, 30. dakika: 2,38 + 0,12 mL/dk, 75. dakika: 2,4 + 0,08
mL/dk; Rio: 0. dakika: 0,85 + 0,12 mL/dk, 30. dakika: 2,5 + 0,45 mL/dk, 75. dakika:
2,52 + 0,4 ml/dk).

Sadece i-R uygulanan grupta (iR) reperfiizyon sonrasindaki ilk 25 dakika
boyunca renal akim hizinda bir artis gérilirken 25. dakika sonrasinda bu durumun
devam etmedigi ve belli bir dlciide azaldigi goriildi (iR: 55. dakika: 1,7 + 0,13 mL/dk,
75. Dakika: 1,4 + 0,09 mL/dk; Sekil 4.2.). Riosiguat &n tedavisi uygulanan i-R grubunda
(IR-Rio) ise reperfiizyon sonrasinda renal akim hizinda ayni sekilde bir artis gériiliirken
IR grubundan farkli olarak bu artisin 25. dakika sonrasinda da deney siiresi boyunca
devam ettigi izlendi (IR-Rio: 55.dakika: 1,87 + 0,33 mL/dk, 75. dakika: 2,7 + 0,2 mL/dk;
Sekil 4.2.).

Yapilan istatistiksel degerlendirmede renal kan akim hizi degerlerinin tiim
deney siiresi boyunca iR grubunda sham ve Rio gruplarina gére anlamli olarak azaldig
(p<0.001) goruldu (Sekil 4.2.). Sham ve Rio gruplari arasinda tim deney siresi
boyunca renal arter kan akim hizlari arasinda anlamh bir fark goriilmedi (Sekil 4.2.).
Bununla birlikte riosiguat ©6n tedavisi verilen grup ile sham grubu arasinda
reperflizyonu takip eden ilk 35 dakikadaki renal kan akim hizlari arasinda anlamli bir
fark gorilirken (p<0.001) bu anlamhlik reperfiizyonu takip eden 35. dakikadan sonra
izlenmedi (Sekil 4.2.). Riosiguat 6n tedavisi uygulanan grup (iR-Rio) ile sadece i-R
uygulanan grup (iR) arasinda reperfiizyon sonrasinda ilk 40 dakika boyunca renal kan
akim hizlari arasinda anlaml bir fark gézlenmezken, 40. dakikadan sonra riosiguat 6n
tedavisi verilen grupta renal kan akim hizlarinda anlaml bir artis (p=0.003) goérildi
(Sekil 4.2.). Bu sonuglar riosiguat 6n tedavisinin, i-R sonrasinda akut dénemde azalan
renal arter kan akimi degerlerini dizelterek kontrol seviyelerine getirdigini

gostermektedir.
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Renal Arter Kan Akim Hizinin
Viicut Agirhgina Orani
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Sekil 4.3. Renal arter kan akim hizinin viicut agirligina oranlanarak yapilan olgiimler.
Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu.
Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin tekrarlayan élgiimlerde iki yénli varyans
analizi; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunnett’s post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole
gore anlamlilik, # IR’ye gére anlamlilik. *p<0.05, #<0.05 (n=5-7).

Renal arter kan akim hizlari i-R uygulanan gruplarda tiim iskemi ve takip eden
reperflizyon sliresi boyunca, sham ve Rio gruplarinda da tim deney siiresi boyunca
kaydedildi. Elde edilen renal kan akimi degerleri hayvan viicut agirhgina oranlandi.
Kontrol (sham) ve sadece riosiguat verilen (Rio) gruplardaki ilk 30 dakika boyunca
renal kan akim hizi 6lglimlerinde bir artis gorildiGgli ve bu artisin 30. dakika
sonrasinda devam etmedigi ve kararl bir seviyeye ulastigi izlendi (Sekil 4.3.). Deneyin
takip eden sirecinde ise bu kararli seviyenin ayni sekilde devam ettigi izlendi (Sham:
0. dakika: 3,73 + 0,46 mL/dk/g, 30. dakika: 9,41 + 0,49 mL/dk/g, 75. dakika: 9,49 +
0,35 mL/dk/g; Rio: 0. dakika: 3,36 + 0,46 mL/dk/g, 30. dakika: 9,65 + 1,39 mL/dk/g,
75. dakika: 9,8 + 1,3 mL/dk/g).

IR-Rio
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Sadece i-R uygulanan grupta (iR) reperfiizyon sonrasindaki ilk 25 dakika
boyunca renal akim hizinda bir artis gérulirken 25. dakika sonrasinda bu durumun
devam etmedigi ve belli bir dlciide azaldigi gorildu (iR: 55. dakika: 6,33 + 0,68
mL/dk/g, 75. Dakika: 5,25 + 0,45 mL/dk/g; Sekil 4.3.). Riosiguat 6n tedavisi uygulanan
I-R grubunda (iR-Rio) ise reperfiizyon sonrasinda renal akim hizinda ayni sekilde bir
artis goriliirken IR grubundan farkli olarak bu artisin 25. dakika sonrasinda da deney
siiresi boyunca devam ettigi izlendi (iR-Rio: 55.dakika: 7,34 + 1,29 mL/dk/g, 75.
dakika: 10,55 + 0,81 mL/dk/g; Sekil 4.3.).

Yapilan istatistiksel degerlendirmede renal kan akim hizi degerlerinin tim
deney siiresi boyunca iR grubunda sham ve Rio gruplarina gére anlamli olarak azaldig
(p<0.001) gorildia (Sekil 4.3.). Sham ve Rio gruplari arasinda tim deney siiresi
boyunca renal arter kan akim hizlari arasinda anlamh bir fark goriilmedi (Sekil 4.3.).
Bununla birlikte riosiguat ©6n tedavisi verilen grup ile sham grubu arasinda
reperflizyonu takip eden ilk 35 dakikadaki renal kan akim hizlari arasinda anlamh bir
fark gorilirken (p<0.001) bu anlamlilik reperflizyonu takip eden 35. Dakikadan sonra
izlenmedi (Sekil 4.3.). Riosiguat 6n tedavisi uygulanan grup (iR-Rio) ile sadece i-R
uygulanan grup (iR) arasinda reperfiizyon sonrasinda ilk 40 dakika boyunca renal kan
akim hizlari arasinda anlaml bir fark gézlenmezken, 40. dakikadan sonra riosiguat 6n
tedavisi verilen grupta renal kan akim hizlarinda anlamli bir artis (p=0.002) gorldi
(Sekil 4.3.). Bu sonuglar riosiguat 6n tedavisinin i-R sonrasinda azalan viicut agirhgina
oranli renal kan akimi degerlerini dlizelterek kontrol seviyelerine getirdigini

gostermektedir.
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4.2.1.2. Bébrek Doku Perfiizyonu Olgiimleri

Sican bobrek doku perfiizyonundaki yizdesel degisim, i-R uygulanan
gruplarda tim iskemi ve takip eden reperflizyon siiresi boyunca, sham ve Rio

gruplarinda da tiim deney siiresi boyunca kaydedildi.

Bobrek Doku Perfiizyonu
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Sekil 4.4. Kontrol (Sham) ve Rio gruplarinda boébrek doku perflizyonu olglimleri.
Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu.
Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin tekrarlayan élgiimlerde iki yénlii varyans
analizi; ¢oklu karsilastirmalar icin Tukey’s post-hoc testleri kullanildi. (n=5-7).

Kontrol (sham) ve sadece riosiguat verilen (Rio) gruplardaki ilk 45 dakika
boyunca boébrek doku perflizyonunu dlgiimlerinde bir artis gorildigi bu artisin 45.
dakika sonrasinda devam etmedigi ve kararl bir seviyeye ulastigi izlendi (Sekil 4.4.).
Deneyin takip eden slirecinde ise bu kararli seviyenin ayni sekilde devam ettigi izlendi
(Sekil 4.4.). Yapilan istatistiksel degerlendirmede Sham ve Rio gruplari arasinda tiim
deney sliresi boyunca boébrek doku perflizyonu degisimlerinde anlamli bir fark

gorulmedi (Sekil 4.4.). Bu sonuglar riosiguatin i-R uygulanmayan sicanlarin bdbrek
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doku perfliizyonu Uzerine akut donemde anlamh bir degisiklik yapmadigini

gostermektedir.

Bobrek Doku Perflizyonu
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Sekil 4.5. IR ve iR-Rio gruplarinda bébrek doku perfiizyonu 6élciimleri. Yanitlar
reperfizyonun basladigi 30. dakikaki degerlere gore degisimin yizdesi olarak
hesaplandi. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde
sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin tekrarlayan él¢iimlerde iki yénlii
varyans analizi; ¢oklu karsilastirmalar igin Tukey’s post-hoc testleri kullanildi. #p<0.05

(n=5-7).

Sadece I-R uygulanan grupta (iR) reperfiizyon sonrasindaki ilk 20 dakika
boyunca bobrek doku perfliizyonunda bir artis gorilirken 20. dakika sonrasinda bu
durumun devam etmedigi ve kararh bir seviyeye ulastigi izlendi (Sekil 4.5.). Riosiguat
on tedavisi uygulanan i-R grubunda (iR-Rio) ise reperfiizyon sonrasinda bébrek doku
perflizyonundaki artisin reperflizyon baslangicindan sonra 40.dakikaya kadar devam
ettigi ve sonrasinda kararli bir seviyeye ulastigi gorildi (Sekil 4.5.). Yapilan istatistiksel

degerlendirmede, riosiguat 6n tedavisi uygulanan grup (iR-Rio) ile i-R uygulanan grup
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(IR) arasinda reperfiizyon sonrasinda ilk 25 dakika boyunca bébrek doku
perflizyonundaki degisimde anlamh bir fark gézlenmezken, 25. dakikadan sonra
riosiguat 6n tedavisi verilen grupta (iR-Rio) bébrek doku perfiizyonundaki yiizdesel
degisimde anlamh bir artis gortldi (Sekil 4.5.). Bu sonuglar riosiguat 6n tedavisinin
iskemiyi takip eden reperfilizyon siirecinin akut déoneminde azalan bébrek doku

perflizyonunu anlamli olarak arttirdigini gostermektedir.
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4.2.2. Ex vivo élgiimler

4.2.2.1. izole Perfiize Bobrek Diizenegi Sonuglar

4.2.2.1.1. Bazal Perfiizyon Basinci

Bobrek Bazal Perfuzyon Basinci
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Sekil 4.6. izole perfiize bébrek diizeneginde bobrek bazal basing diizeyleri dlgimi.
Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu.
Gruplar arasi istatistiksel inceleme igcin tek yénlii varyans analizi; ¢oklu
karsilastirmalar icin Tukey’s post-hoc testleri kullanildi (n=6-8).

izole sican perfiize bébrek diizeneginde 30 dakikalik istirahat siiresi sonunda
bazal perfiizyon basinci degerleri Sham: 116,7 + 14,83 mmHg, IR: 110,9 + 10,34
mmHg, iR-Rio: 121,3+ 8,818 mmHg ve Rio: 152,5+ 8,744 mmHg olarak 6lgiildi.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede bobrek bazal perflizyon basinci agisindan

gruplar arasinda anlamli fark gérilmedi (Sekil 4.6.).
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4.2.2.1.2. Fenilefrin Yanitlar

Fenilefrin
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Sekil 4.7A. izole perfiize bébrek diizenegin bébrek damar yataginda tek doz fenilefrin
(PE) kasilma yanitlari. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM)
seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin tek yonlii varyans analizi
testi kullanildi (n=6-8).

izole sican perfiize bobrek diizeneginde 10 ug/0,1mL PE ile tek doz kasilma
yanitlari elde edildi. Bazal perflizyon basinglari sham grubunda 113,19 + 20,55 mmHg,
iR grubunda 105,89 + 13,11 mmHg, iR-Rio grubunda 94,59 + 12,99 mmHg ve Rio
grubunda 88,09 + 18,59 mmHg olarak ol¢lildii. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede tek doz PE kasilma yanitlari agisindan anlaml bir fark gérilmedi

(Sekil 4.7A.).
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Sekil 4.7B. izole perfiize bébrek diizeneginde bébrek agirligina oranlanmis tek doz
fenilefrin (PE) yanitlari. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi
(SEM) seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin tek yénlii varyans
analizi testi kullanildi (n=6-8).

izole sican perfiize bobrek diizeneginde 10 pg/0,1mL PE ile tek doz kasiima
yanitlari elde edildi. Elde edilen deger bobrek agirligina oranlanarak analiz yapildi.
Bazal perfiizyon basinglari sham grubunda 74,14 + 14,11 mmHg/g, iR grubunda 74,66
+ 10,26 mmHg/g, iR-Rio grubunda 88,05 + 11,84 mmHg/g ve Rio grubunda 79,74 +
14,86 mmHg/g olarak 6l¢tildl. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede

tek doz PE kasilma yanitlari acisindan anlamli bir fark gorilmedi (Sekil 4.7B.).
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4.2.2.1.3. Norepinefrin Yanitlan
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Sekil 4.8. izole perfiize bdbrek diizenegi bobrek damar yataginda norepinefrin (NE)
kasilma yanitlari. Yanitlar 10pg/0,1mL PE kasilmasinin yuzdesi olarak hesaplandi.
Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu.
Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin ¢ift yonlii varyans analizi; ¢oklu
karsilastirmalar icin Dunnett’s post-hoc testleri kullanildi. # iR’ye gére anlamlilik.
#p<0,05 (n=6-8).

izole sican perfiize bébrek diizeneginde NE doz-yanit (0,003-10 pg/0,1mL)
egrileri tek doz (10ug/0,1mL) PE kasilmasina oranlanarak incelendiginde iR-Rio ve Rio
gruplarinda kasilma yanitlarinin iR grubuna gore anlamh olarak arttigi (sirasiyla
p=0,009 ve p=0,005) bulundu (Sekil 4.8.). Sham ve IR gruplari arasinda NE kasilma
yanitlarinda anlamli fark gériilmedi (Sekil 4.8.). Sham, Rio ve iR-Rio gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gérilmedi (Sekil 4.8.).

Sham

IR-Rio
Rio
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4.2.2.1.4. Anjiyotensin-Il Yanitlari

Anjiyotensin-Il

&°

Sekil 4.9. izole perfiize bébrek dizenegi bobrek damar yataginda tek doz
anjiyotensin-Il (AT-l) kasilma yanitlari. Yanitlar 10ug/0,1ml PE kasilmasinin ylzdesi
olarak hesaplandi. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM)
seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin tek yonlii varyans analizi
testi kullanildi (n=6-8).

izole sican perfiize bdbrek diizenegi tek doz (0,1ug/0,1mL) AT-Il kasilma
yanitlari 10ug/0,1mL PE kasilmasina oranlanarak degerlendirildi (Sekil 4.9.). Kasilma
yiizdeleri sham grubunda 36,43 + 9,65 mmHg, iR grubunda 37,12 + 6,10 mmHg, iR-
Rio grubunda 47,04+ 6,08 mmHg ve Rio grubunda 59,01 + 14,17 mmHg olarak
Olclildli. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede tek doz AT-Il kasilma

yanitlari agisindan anlamli bir fark gériilmedi.
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4.2.2.1.5. Asetilkolin Yanitlari
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Sekil 4.10. izole perfiize bébrek diizenegi bébrek damar yataginda asetilkolin (ACh)
gevseme yanitlari. 3x10°M PE 6n kasilmasinin yiizdesi olarak hesaplandi. Veriler
aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu. Gruplar
arasi istatistiksel inceleme icin ¢ift yonlii varyans analizi; ¢coklu karsilastirmalar igin
Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, # IR’ye gére anlamlilik.
*p<0,05, # p<0,05 (n=6-8).

izole sican perfiize bdbreginde siirekli perfiizyonla uygulanan 3x10°M PE
iceren Krebs sollisyonu ile olusturulan 6n kasilma sonrasi elde edilen ACh doza-
bagimli (0,001-100 pg/0,1mL) gevseme yanitlari incelendiginde iR grubunda gevseme
yanitlarinin sham grubuna goére anlamli olarak azaldigi (p<0,001) goralda (Sekil 4.10.).
IR grubunda azalan ACh gevseme yanitlari, riosiguat 6n tedavisi uygulanan iR-Rio
grubunda anlamli olarak artti (p=0,002; Sekil 4.10.). Ayrica iR grubunda azalan ACh
gevseme yanitlariile Rio grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark gorildi
(p=0,003; Sekil 4.10.). iR-Rio ve Rio gruplari ile sham grubu arasinda ise ACh gevseme
yanitlari agisindan anlamli bir fark gériilmedi (Sekil 4.10.). Bu sonuglar i-R sonrasinda

sican bobrek damar yataginda ACh gevsemelerinin akut donemde anlamli olarak
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azaldigini, riosiguat 6n tedavisinin ise I-R sonrasinda azalan ACh gevsemelerini

diizelterek kontrol seviyelerine getirdigini gostermektedir.
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4.2.2.1.6. Sodyum Nitroprusiyat Yanitlari

SNP
100 -~ Sham
* = iR
o # .
g 754 # -+ |R-Rio
Q
g -+ Rio
 50- *
O
X
25—
0 1 ' 1 ' I
-2 0 2

log SNP (ug/0,1ml)

Sekil 4.11. izole perfiize boébrek diizenegi bdbrek damar yataginda sodyum
nitroprusiyat (SNP) gevseme yanitlari. 3x10°M PE 6n kasilmasinin yiizdesi olarak
hesaplandi. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde
sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin ¢ift yonlii varyans analizi; ¢oklu
karsilastirmalar igcin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, #
IR’ye gére anlamlilik. *p<0,05, #p<0,05 (n=6-8).

izole sican perfiize bobreginde siirekli perfiizyonla uygulanan 3x10°M PE
iceren Krebs sollisyonu ile olusturulan 6n kasilma sonrasi elde edilen SNP doza-
bagimli (0,01-100 pg/0,1mL) gevseme yanitlari incelendiginde iR grubunda gevseme
yanitlarinin sham grubuna goére anlamli sekilde azaldigi (p<0,001) gorilda (Sekil
4.11.). IR grubunda azalan SNP gevseme yanitlari, riosiguat 6n tedavisi uygulanan iR-
Rio grubunda anlamli olarak artti (p=0,005; Sekil 4.9.). iR grubunda azalan SNP
gevseme yanitlari ile diger tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorildi (p=0,001). iR-Rio ve Rio gruplari ile sham grubu arasinda ise SNP gevseme
yanitlari acisindan anlamli bir fark gériilmedi (Sekil 4.11.). Bu sonuglar i-R sonrasinda

sican bobrek damar yataginda SNP gevsemelerinin akut donemde anlamli olarak
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azaldigini, riosiguat 6n tedavisinin ise I-R sonrasinda azalan SNP gevsemelerini

diizelterek kontrol seviyelerine getirdigini gostermektedir.
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4.2.2.1.7. Bobrek agirhgi élglimleri
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Sekil 4.12. Bobrek agirhg 6lctimleri. Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin
standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin tek
yonlii varyans analizi; ¢oklu karsilastirmalar igin Tukey’s post-hoc testleri kullanildi. *

Kontrole gére anlamlilik, # IR’ye gére anlamlilik. *p<0,05, #p<0,05, (n=6-8).

izole sican perfiize bobrek diizeneginde calisilan bobreklerin agirliklari
olgiildii. Sham (1,529 + 0,07 g) ve iR (1,46 + 0,07 g) gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gériilmezken, hem iR-Rio (1,08 + 0,04 g) hem de Rio (1,07 +
0,04 g) gruplarinda sham ve IR gruplarina gére bébrek agirliklarinda anlamli  bir
azalma (p<0,003) goralda (Sekil 4.12.). Bu sonuglar riosiguat 6n tedavisi verilen tim
gruplarda diger gruplara gore bobrek agirliklarinda anlamh bir azalma meydana

geldigini gbstermektedir.
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4.2.2.1.8. Bobrek Agirliginin Hayvan Viicut Agirligina Orani
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Sekil 4.13. Standardize bobrek agirligi. Bébrek agirligi hayvan vicut agirligina
oranlanarak hesaplandi. Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi
(SEM) seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin tek yénlii varyans
analizi; coklu karsilastirmalar icin Tukey’s post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére

anlamhilik, # iR’ye gére anlamlilik. *p<0,05, #p<0,05, (n=6-8).

izole sican perfiize bobrek diizeneginde calisilan bobreklerin agirliklari
olcilerek viicut agirhgina oranlandi. Sham (% 0,6 +0,02) ve IR (% 0,56 + 0,02) gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmezken, hem iR-Rio (% 0,45 + 0,01)
hem de Rio (% 0,45 + 0,01) gruplarinda sham ve iR gruplarina gére bébrek agirhg
oranlarinda anlamli bir azalma (p<0,006) gorildi (Sekil 4.13.). Bu sonuglar riosiguat
On tedavisi verilen tim gruplarda diger gruplara gore standardize bobrek agirlig

oranlarinda anlaml bir azalma meydana geldigini géstermektedir.
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4.3. ELISA Sonuglan

4.3.1. IL-1B Sonuglari
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Sekil 4.14. Sican serum oOrneklerinde 6lgillen IL-1B konsantrasyonu (pg). Sonuglar
aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu. Gruplar
arasi istatistiksel inceleme igin tek yénli varyans analizi; ¢coklu karsilastirmalar icin
Tukey'’s testleri kullanildi, (n=6-8).

Sican serum érneklerinde ELISA metoduyla élgiilen IL-1B konsantrasyonu I-R
hasari varliginda degisimi ve bu degisim Uzerine riosiguatin etkisi incelendiginde,
deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (Sekil 4.14.).
Yapilan degerlendirmeler sonucunda aritmetik ortalama * SEM olacak sekilde
gruplardaki IL-1B konsantrasyonlar sirasiyla; Sham: 7,6 + 1,97 pg/mL, iR: 10,99 + 0,97
pg/mL, IR-Rio: 8,98 + 1,64 pg/mL ve Rio: 6,68 + 1,63 pg/mL olarak &lciildi.
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4.3.2. IL-10 Sonuglar
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Sekil 4.15. Sican serum 6rneklerinde 6lcilen IL-10 konsantrasyonu (pg/mL). Sonuglar
aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde sunuldu. Gruplar

arasi istatistiksel inceleme igin tek yonlii varyans analizi; ¢oklu karsilastirmalar igin
Tukey’s testleri kullanildi * Kontrole gére anlamhlik. *p<0,05 (n=5-8).

Sican serum érneklerinde ELISA metoduyla él¢iilen IL-10 konsantrasyonu i-R
hasari varliginda degisimi ve bu degisim Uzerine riosiguatin etkisi incelendi. Sham
(8,51+ 2,72 pg/mL) ve iR (12,55 + 4,85 pg/mL) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gériilmezken, hem iR-Rio (25,76 * 4,47 pg/mL) hem de Rio (32,73 +
10,25 pg/mL) gruplarinda sham ve IR gruplarina goére IL-10 plazma
konsantrasyonunda anlaml bir azalma (p<0,01) goruldu (Sekil 4.15.). Bu sonuglar
riosiguat on tedavisi verilen tim gruplarda diger gruplara gore IL-10 plazma

konsantrasyonunda anlamli bir artis meydana geldigini gostermektedir.
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4.4. Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari

4.4.1. Bobrek Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari

Bobrek Histopatolojisi
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Sekil 4.16. Sican bobrek iskemi-Reperfiizyon (i-R) hasari deneysel modelinde olusan
bobrek hasarina riosiguatin etkisi. Bobrek hasari semi-kantitatif olarak 1sik
mikroskobunda degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin Kruskal-
Wallis; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunn’s post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamhlik. *p<0,05 (n=4-6).

Istk  mikroskobunda semi-kantitatif olarak degerlendirilen bébrek
histopatolojik incelemesinde IR grubunda bébrekte hasari gésteren histopatolojik
skorun sham grubuna goére anlaml sekilde arttigi (p=0,023) gorildi (Sekil 4.16.).
Bobrek histopatoloji skoru acisindan riosiguat verilen iR-Rio ve Rio gruplarinda iR
grubuna gore bir azalma gozlenirken bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli
bulunmad: (Sekil 4.16.). Ancak bununla birlikte ayni iR-Rio ve Rio gruplari ile sham

grubu arasinda da istatistiksel olarak anlaml bir fark gériilmedi (Sekil 4.16.). iR-Rio
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grubu histopatolojik degisiklikler acisindan IR grubuna gére anlaml bir azalma
gostermemekle birlikte sham grubuna gére de anlaml bir artis géstermediginden
dolayi, bu sonuclar riosiguat 6n tedavisinin i-R sonrasinda akut dénemde bobrekte

bozulan histopatolojik degisiklikler Gizerine olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.

U RSy 7
b EVH R
2".(* {‘;:":‘\
f 5\-9‘.-{ § YRS
Nod & o N
", S

<)
Koyl
STHRAY
Vi -‘ ’1"‘?"“‘1&“ ¢ c:

L&@ y

Sekil 4.17. Sican bébrek iskemi-Reperfiizyon (i-R) hasari patolojik bulgularini gsteren
1stk mikroskobu fotograflari. Normal bébrek histopatolojisi (A), tiibll epitelinde hafif
sisme (B), glomerillerde konjesyon ve tibil epitelinde fokal kayip (C), glomertllerde
konjesyon ve tiibiil epitelinde belirgin nekroz (D).

Bobreklerin histopatolojik olarak degerlendirilmesinde tiibil ve glomeriller sham
grubunda normal olarak izlenmektedir (Sekil 4.17. A). Rio grubunda ise glomerillerin
genelde normal oldugu ancak tiibil epitelinde hafif sismenin gorildigi izlendi (Sekil
4.17. B). IR grubunda genel olarak bébrek tiibiil epitelinde belirgin nekroze alanlar ve
glomeriillerde konjesyon iceren bélgeler goriildii (Sekil 4.17. D). iR-Rio grubunda ise
genel olarak glomeriillerde yer yer konjesyon odaklari ve tibll epitelinde kismi

hasarin olustugu izlendi (Sekil 4.1.).
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5.TARTISMA

Bu calismada bdbrek i-R modelinde sGC stimiilatérii olan riosiguat ©n
tedavisinin renal ve sistemik fizyolojik fonksiyonlara etkisi incelendi. Bu galisma,
bébrek i-R hasari modelinde olusan ABH’ye riosiguat 6n tedavisinin, bébrek
perflizyonundaki degisim ve renal arter kan akim hizi cevaplari Uzerine etkilerinin
karsilastirilarak degerlendirildigi ilk calisma olmustur. Bu calismada yine giincel
literatiir bilgileri dogrultusunda sicanda in vivo bébrek i-R hasari modelinde bébrek
perflizyonundaki degisim ve izole perfiize bobrek diizeneginde bdbrek vaskiiler
yataginin temel farmakolojik ajanlara yanitlari ilk kez degerlendirilmistir. izole perfiize
bébrek diizeneginde riosiguat, i-R sonrasi azalan doza bagimli ACh ve SNP gevseme
yanitlarini diizeltti. i-R hasari sonrasi bozulan renal arter kan akim hizi ve bébrek doku
perflizyonu riosiguat tedavisi ile kontrol diizeylerine geri geldi. Riosiguat 6n tedavisi
ile diizelen bobrek vaskiiler yatak gevseme yanitlari, renal vaskiler direnci azaltarak

renal arter kan akim hizini ve bébrek doku perflizyonunu artirdi.

Riosiguat oral biyoyararlaniminin % 94 oldugu ve uygulandiktan yaklasik 90
dakika sonra doruk plazma konsantrayonuna ulastigl bilinmektedir (138).
Calismamizda deney protokoli siiresi ve ilacin anestezi 6ncesi uygulanma stresi,
ilacin farmakokinetik profili ile uyumlu olup uyguladigimiz ilag dozu yapilan bazi
literatlir calismalari ile benzerdir (143, 144). Vicut agirliginda meydana gelen
degisimler Ozellikle kronik veya uzun sirecli patolojik ve fizyolojik durumlarda
gorilmektedir. Bu calismadaki bdbrek i-R modeli akut bir patolojiyi yansitmakta olup
hayvan vicut agirliklarinda anlamli degisim goriilmemesi beklenen bir sonugtur.
Ayrica ¢alismamizda hayvan agirliklarinda anlamli fark olmamasi deneylerde
kullanilan hayvanlarin vicut agirligl acisindan standardize oldugunun gostergesi

olarak yorumlanabilir.

Giincel literatiirde yapilan calismalarda, bébrek i-R hasari modellerinde
bobrek agirhginda azalma genellikle 24 saat ve Uzeri reperfiizyon hasari uygulanan
modellerde gérilmustir (147). Sham ve iR gruplar arasinda bébrek agirliklarinda

anlaml fark bulunmamasinin temel nedeni deney protokoliinde uyguladigimiz renal
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I-R hasari modelinin (30 dakika iskemiyi takip eden 45 dakika reperfiizyon) kisa sireli
olmasindan kaynaklanabilir. Ancak ¢alismamizda bununla birlikte riosiguat verilen her
iki grupta da bobrek agirliklarinda bir azalma gorilmis olmasi bu durumun riosiguatin
bir etkisi oldugunu dlstundirmektedir. Sican bobreginde tek tarafli Ureter
obstriiksiyonu modeliyle yapilan bir ¢alismada, farkli riosiguat dozu uygulamalari
denenmis ve sonucunda uzun dénemde Ureter obstriiksiyonu sonrasinda azalan
bobrek agirligi ve bobrek agirhiginin vicut agirhgina boélinmesi ile elde edilen
standardize bobrek agirligi degerleri Uzerine riosiguatin bazi dozlarinin etki
gostermedigi bazi dozlarinin ise olumlu etki gosterdigi belirtilmistir (9). Calismamizda
ise iR-Rio ve Rio gruplarinda goriilen bébrek agirhgindaki ve standardize bébrek
agirligindaki azalma akut dénemde meydana gelen bir bulgudur ve riosiguatin akut
dénemde bobrek agirhigi Gzerine farkh bir etkisinin olabilecegini disindirmdstir.
Mediiller dolasim Uzerinde lokal etki ile tonik bir vazodilator yanit olusturarak
medduller hemodinamiyi ve renal intersitisyel hidrostatik basinci etkileyen NO’nun
tlbdler tasinma Gzerine dogrudan bir etkiyle sodyum ve suyun tibdiler geri emilimini
azalttigl gosterilmistir (148). Bu bilgiler sonucu, calismamizda riosiguat uygulanan
gruplarda akut dénemde gorilen bobrek agirligindaki azalmanin temel nedeninin NO
veya sGC wuyarisi ile sodyum ve su geri emilimindeki azalma olabilecegi

dislntlmastir.

Bobrek dokusu izole perfiize bébrek diizenegine yerlestirildikten sonra 30
dakika sliresince sabit bir hizda perflize edilerek dokunun stabil hale gelmesi icin
beklenir. Literatiirde yapilan galismalarda ve laboratuvarimizda yapmis oldugumuz
onceki ¢alismalarda, sicanlarda sabit hizda perfiize olan bdbreklerde istirahat siresi
sonunda optimum bazal bobrek perflizyon basinci 100 + 20 mmHg arasindaki
degerlerde gosterilmistir (149, 150). Bu calismada sabit bir hizda bobregi perfiize
ettigimizde elde edilen sonuclar sham grubuyla literatiir sonuglarinin benzer
oldugunu géstermektedir. Yapilan bir kronik sican bébrek i-R hasari modelinde, 40
dakika iskemiyi takiben 35 giin reperflizyon siliresi sonunda, bébrek bazal perfiizyon
basincinin i-R uygulanan grupta (iR) sham grubuna gére anlaml élciide azaldig

gosterilmistir (151). Sonuglarimizda gruplar arasinda anlamh fark bulunmamasinin
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nedeni ise uyguladigimiz bébrek i-R hasari modelinin kisa siireli olmasindan ve/veya
bu sirecte bobrekteki kompansatuar mekanizmalarin olaya dahil olmasindan

kaynaklanabilir.

I-R sonrasi vaskiiler yapilarda goriilen kasilma yanitlari hasarin siiresine ve
damarin lokalizasyonuna gére degisiklik gdstermektedir. Yapilan mezenter i-R hasari
modelinde, mezenter vaskiler yatagin PE’ye karsi kasilma cevaplarinda azalma
gosterilmistir (152). Yapilan farkh bir ¢alismada ise siganlarda superior mezenter
arterde 45 dakika iskemi / 2 saat reperfiizyon ile olusturulan i-R hasari modelinin
pulmoner arter disfonksiyonu Uzerine etkileri incelenmis, pulmoner arter
preparatlarinin kasilma cevaplar organ banyosu diizeneginde kaydedilmistir. i-R
grubunda kontrol grubuna gore kiimiulatif konsantrasyonlarda uygulanan PE kasiima
yanitlarinda anlamli azalma bulunmustur. Sonug¢ olarak i-R’nin, a-adrenoseptér
agonisti olan PE’ye karsi hipokontraktiliteye neden oldugu gosterilmistir (153).
Yapilan korpus kavernozum 1 saat iskemi-1 reperfiizyon ile olusturulan i-R
modelinde, korpus kavernozum preparatlari ile yapilan organ banyosu deneylerinde
kiimilatif uygulanan PE kasilma yanitlarinin kontrol grubuna gore i-R grubunda
onemli Olglide azaldigr gosterilmistir (154). Ancak literatlirde vyapilan diger
calismalarda, uzun siireli bagirsak i-R hasarini (60 dakika iskemi / 240 dakika
reperflizyon ve 90 dakika iskemi / 24 saat reperfiizyon) takiben mezenter arterde PE
kasilma yanitlarinda artis gosterilmistir (155, 156). Literatir bilgileri dogrultusunda
ozellikle kisa siireli i-R hasari modellerinde PE kasilma yanitlari azalirken uzun siireli
I-R modellerinde PE kasilma yanitlarinda artis gdsterilmistir. Calismamizda, sham
grubu ile karsilastirildiginda IR grubunda bébrek damar yatagi PE kasilma yanitlarinda
azalma egilimi gériilmekle beraber istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmamasi i-
R’nin kisa siireli ve 6nceki calismalardan farkl dokularda olmasindan kaynaklanabilir.
Oksidan maddelerin dokunun cesitli ajanlara karsi kasilma yanitlarini degistirdigi
bilinmektedir. Ornek olarak ROS endotel disfonksiyonuna neden olarak vaskiler
reaktivitenin degismesine yol acar (157, 158). i-R sonrasi ROS Uretimindeki artisin
vaskuler dokularin kasici maddelere daha disik yanit vermesine neden oldugu

soylenebilir (154). Ayrica, bobrek damar yatagi PE kasilma cevaplarinda gruplar
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arasinda anlamli bir farklihk gérilmemesinin bir diger nedeni bébrek dokusunun iyi
kanlanmasidan kaynaklanabilir. Yapilan bir ¢alismada NOS inhibitéri olan L-NAME
varliginda mezenter damar yatagindaki PE kasilma yanitlarinda saptanan artis (152)
ile etkisini NO / sGC / cGMP yolagl Uzerinden gosteren riosiguat (11) verilen
gruplardaki PE kasilma yanitlarindaki azalma egiliminin birbiriyle uyumlu oldugu

dustndlebilir.

Vaskiiler kasilma yanitlarinda bozulma o&zellikle uzun sireli i-R hasar
calismalarinda gdsterilmistir (155). Calismamizda i-R sonrasinda bobrek damar
yataginda NE kasilma cevaplarinda bir degisiklik olmamasi, uyguladigimiz renal i-R
hasari modelinin kisa siireli olmasina bagl olarak iR sonrasinda vaskiiler kasiima
yanitlarinda olusabilecek degisikliklerin ortaya c¢ikmasini saglayacak bobrek igi
mekanizmalarin devreye girememis olmasi veya kasilmayl uyaran reseptorlerde
yukari yonde regilasyonun baslayamamasi gibi mekanizmalar icin yeterli slirenin
olmamasi ile agiklanabilir. ilging olarak bu ¢alismada, riosiguat verilen her iki grupta
da oOzellikle yiksek dozlarda olmak Ulzere kisa donemde boébrek damar yatagi NE
kasilma yanitlarinda diger gruplara goére anlamh bir artis gérilmustir. Riosiguatin
neden oldugu anlasilan NE kasilmalarindaki bu artis ile ilgili olarak literatlirde benzer
bir bilgiye rastlanmamistir. Bu ¢alisma riosiguat uygulamasi sonrasinda akut donemde
bobrek damar yatagi kasilma yanitlarinda bir artis oldugunu gosteren ilk calismadir.
Bu durum NO / sGC / cGMP yolag tizerinden etki gésteren riosiguatin kisa donemde
hiicre i¢ci mekanizmalar Uzerine yaptigl degisiklikler ile ilgili bobrekte hicre igi
kompansatuar mekanizmalarin  gelismis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Riosiguatin neden oldugu anlasilan akut donemdeki bobrek damar yataginda NE
kasilma yanitlarindaki bu artigin, daha uzun bir siire sonrasinda kronik olarak da
devam edip etmedigi ile riosiguat uygulamasini takiben gerek akut gerekse kronik
dénemde bobrek damar yatagindaki molekiiler mekanizmalarda meydana
gelebilecek olasi degisiklikler ileri ¢calismalarda incelenebilecek ilging bir arastirma
konusu olabilir. Literatiirde tavsanlarda yapilan bébrek i-R modelinde, renal arter
kasilma cevaplari artan konsantrasyonlarda uygulanan AT-Il ile organ banyosunda

degerlendirilmis ve anlamli fark bulunmamistir (159). Calismamizda, izole perfiize
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bobrek dizeneginde bobrek vaskiler yataginin tek doz AT-ll inflizyonuna verdigi
kasilma cevaplarinda literatir ile uyumlu olarak gruplar arasi anlamli fark bulunmadi.
Laboratuvarimizda gerceklestirilen dnceki izole perflize bébrek ¢alismalarinda AT-
[I'nin artan dozlarla izole perfiize bobrek diizeneginde olusturdugu bobrek damar
yatagi kasilma yanitlarinin geri dondirilemedigi anlasiimis, bu nedenle tek doz AT-I
uygulanmistir. Literatiirde yapilan bir sican bébrek I-R ¢alismasinda (60 dakika iskemi
/ 120 saat reperflizyon), bobrek dokusunda 6lcilen AT-II seviyelerinde 24.saatten
sonra artis goriilmeye baslamistir. Ayni ¢alismada, 60 dakikalik renal iskemiden
hemen sonra proksimal tibiler anjiyotensin-1 (AT-1) reseptorlerinin  mRNA
ekspresyonunda bir azalma saptanmis ve sham-kontrol grubuna gore reperflizyondan
1, 3 ve 24 saat sonra AT-1 reseptorii mRNA ekspresyonunun énemli 6l¢lide azalmaya
devam ettigi gosterilmistir (160). Bizim calismamizda i-R grubunda AT-1I ile bébrek
damar yataginda kasilma yanitlarinda bir artis olmamasinin nedeni olarak AT-1
reseptdr ekspresyonlarindaki azalma gosterilebilir. Ayrica, riosiguat verilen iR-Rio ve
Rio gruplarinda, bobrek damar yatagindaki AT-Il kasilma yanitlarinda anlamli fark
goriilmemesi bobrek damar yatagindaki diizeltici néronal veya diger mekanizmalara

bagli olabilir.

ACh’nin sican izole perflize bébregindeki vazodilator etkisi NO olusumuna
baghdir (6). ACh, endotelde NO (iretimini artirarak vaskuler diz kas gevsemesine
aracilik eder. i-R hasarinda ise bu mekanizma bozulur (161). i-R sonrasi endotel
disfonksiyonu gelisiminde temel neden NO (retimi ve biyoyararlaniminda gorilen
azalmadir. Bu azalma eNOS enziminde goriilen kenetsizlesme ve mevcut NO'nun
slperoksit radikali ile birleserek peroksinitrit olusturma egiliminden kaynaklanmaktir
(162). Tavsanlarda yapilan bébrek i-R modelinde, renal arter gevseme cevaplari organ
banyosunda metoksamin 6n kasilmasi sonrasinda artan konsantrasyonlarda
uygulanan ACh ile degerlendirilmis ve ACh gevseme yanitlarinin kontrol grubuna goére
I-R grubunda anlaml 6l¢lide azaldigi gdsterilmistir (159). Sicanlarda yapilan pulmoner
I-R ¢alismasinda, kontrol grubuna gore I-R grubunda pulmoner arter preparatlarinda
konsantrasyona-bagimli ACh gevseme vyanitlarinda anlamh bir azalma oldugu

gosterilmistir  (163). i-R hasarinin  pulmoner arter fonksiyon bozuklugu ile
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sonuglanmasi Uzerine endotel ve NO'nun bu fonksiyon bozuklugundaki rolinin
degerlendirilebilmesi icin pulmoner arterden endotel tabakasi mekanik olarak
cikartilarak, kontrol ve i-R gruplarinda ACh gevseme yanitlarinin azaldig gésterilmistir.
Ayrica ayni ¢alismada, pulmoner arter preparatlarinin L-NAME ile inkiibasyonu
sonrasl, her iki grupta da ACh aracili gevseme yanitlarinin kayboldugu gosterilmistir
(153). Calismamizda, sham grubu ile kiyaslandiginda iR grubunda ACh gevseme
yanitlarinin azalmasi beklenildigi sekilde literatiir sonuglari ile uyumlu bulunmustur.
Bir sican korpus kavernozum i-R ¢alismasinda, korpus kavernozum preparatlari ile
yapilan organ banyosu deneylerinde kiimulatif uygulanan ACh’nin olusturdugu
vaskiiler gevseme yanitlarinin, kontrol grubuna kiyasla i-R grubunda anlamli él¢iide
azaldigr gosterilmistir  (154). Baska bir calismada sicanlarda kronik hipoksiyle
olusturulan pulmoner hipertansiyon modelinde, sham-opere gruba goére riosiguat
tedavisi uygulanan grupta pulmoner arterde konsantrasyona-bagimli ACh gevseme
yanitlarinda artis oldugu gosterilmistir (164) Literatlrde yapilan bir sican pulmoner
hipertansiyon modelinde, riosiguat tedavisi uygulanan sicanlarda akciger dokusunda
Western blot analiziyle cGMP ve sGC enzim diizeyinde artis gdsterilmistir (144). izole
perflize bbdbrek diizeneginde izole tek bir arterin degil bitliin vaskiler yatagin
fonksiyonel yanitlarinin degerlendirilmesi renal fonksiyonel yanitlar agisindan 6nemli
olmakla birlikte, riosiguat verilen iR-Rio ve Rio gruplarinda gériilen ACh gevseme
yanitlarindaki artis literattirdeki bu sonuclar ile benzerlik gbstermektedir. Bu bilgilere
gore riosiguat tedavisi uygulanan gruplarda, riosiguatin sGC enzimini dogrudan
stimile etmesi ayrica hem mevcut NO’yu enzime karsi duyarli hale getirmesi hem de
NO uretiminde artisa yol actigi diistndllrse, riosiguatin renal vaskiler yatakta hem
endotele bagimli hem de endotelden bagimsiz vaskiiler gevseme yanitlarini artirdigi

soylenebilir.

I-R sonrasi bdbrek vaskiiler yatagi, sempatik sinir sistemi ve renin-anjiyotensin
sisteminin (RAS) aktivasyonundan etkilenebilir ve bunlarin sonucunda vaskiler
direncte artis gorulebilir (160). Endojen dretilen NO, vaskiiler diiz kas hiicrelerine
girerek sGC / cGMP / protein kinaz G (PKG) yoluyla gevsemeyi baslatir. i-R sonrasi bu

yolakta bozulma meydana gelerek vaskiiler gevseme yanitlarinda azalmaya neden
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olabilir (165). Sican izole interlober arterlerinde yapilan bir hipoksi/reoksijenasyon
¢alismasinda, izole edilen interlober arterlere 60 dakika hipoksi ve 10 dakika
reoksijenasyon uygulanmistir. Hipoksi/reoksijenasyon sonrasinda ACh aracili
gevseme yanitlarinda azalma oldugu ve L-NAME varliginda bu azalan gevseme
yanitlarinin degismedigi gosterilmistir. Ayrica, endotel bagimli gevseme yanitlarini
degerlendirmek icin kullanilan antagonist ve inhibitor ajanlarin ACh gevseme yanitlari
Uzerinde bir farklilik yaratmadigi izlenmistir. Sonug olarak hipoksi/reoksijenasyonun
interlober arter gevseme yanitlarinda olusturdugu azaltici etkinin endotel bagimh
vazodilatasyon mekanizmalarindan kaynaklanmadigi gosterildikten sonra endotelden
bagimsiz gevseme mekanizmalarindaki bozulmanin bir roliiniin olup olmadigi NO
donori olan SNP uygulamasi ve cGMP / sGC / PKG vyolaginin inhibisyonuyla
arastirilmistir. 1H- [1,2,4] Oksadiazolo[4,3-a] kuinokalin-1 (ODQ) kullanilarak sGC
enzim inhibisyonu ile H/R’nin olusturdugu bozulan gevseme yanitlarinin tersine
cevrildigi gosterilmistir. Ayni calismada cGMP konsantrasyonlarinin anlamli olarak
azaldigl saptanmis ve sonug olarak, hipoksi/reoksijenasyonun neden oldugu sGC
fonksiyon bozuklugunun cGMP konsantrasyonlarinda azalmaya neden olarak
interlober arterlerde gevseme yanitlarinda azalmaya yol actig1 gosterilmistir (166).
Yapilan bu calismada uygulanan hipoksi/reoksijenasyon modeli, calismamizda
uygulanan i-R hasari modelinin izole damar (izerinde in vitro olarak uygulanmasidir.
Calismamizda elde edilen sonuglar bu ¢alisma ile uyumlu bulunmustur. Calismamizda
her ne kadar tek bir vaskiler yapi kullaniimasa da bobrek vaskiiler yatagi bir bitin
olarak degerlendirilmis olup elde edilen sonuglarda, iR grubunda doza bagimli SNP
gevseme yanitlarinin sham grubuna gore anlamli olarak azaldigi, riosiguat 6n tedavisi
verilen IR-Rio grubunda ise azalan SNP gevseme yanitlarinin literatiir bilgileri ile
uyumlu bir sekilde anlamli olarak arttig1 gosterildi. SNP, glicli bir NO dondorii ajandir
(167). Riosiguat verilen gruplarda doza bagimli SNP gevseme yanitlarindaki artis
Ozellikle dogrudan sGC enziminin uyarilmasina ve sGC enzimininin NO’ya duyarhligini

artirmasindan kaynaklandigi disundlebilir.

ABH gelisiminin en dnemli nedeni olan bébrek i-R hasari, otoregiilasyon kaybi,

renal vaskiler direng (RVR) artisi ve renal kan akimindaki azalma ile iliskilidir (168).
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Renal arter kan akimi, bdbrek fonksiyonunun 6nemli bir parametresidir (169).
Bdbrekte i-R sonrasi endotel hiicre hasari ve fonksiyon bozuklugu sonucu olarak renal
arter kan akimi azalir (170). RVR, OAB’nin renal arter kan akim hizina bélinmesi ile
elde edilir (171). Renal i-R sonrasi RVR’deki yiikselisin temel sebebi AT-Il ve endotelin-
| gibi vazokonstriktor ajanlarin Giretimindeki asiri artistir (172). ROS ilretiminde artis
sonucu, vazokonstriktor ve vazodilatér maddelerin etkilerinde meydana gelen
degisim RVR’de artisa neden olabilir (173). Yapilan bir sican bébrek i-R modelinde,
renal arter kan akim hizinin azaldigi, OAB degerlerinin degismedigi ve RVR
degerlerinin arttig1 gosterilmistir (6). Benzer sekilde calismamizda elde edilen i-R
sonrasi akut donemdeki renal arter kan akimi degerlerindeki azalma literatir
sonuglarti ile uyumlu bulunmustur. iR grubunda renal arter kan akimindaki azalmanin
endotel hiicre hasari sonucu bozulan vazodilator yanitlarin bébrek vaskiler yatakta
RVR’yi arttirmasindan kaynaklandigi sdylenebilir. i-R sonrasinda gelisen endotel
disfonksiyonu ve vazodilator kapasitedeki degisikliklerin merkezinde NO-sGC-cGMP
sinyal yolu yer alir. Reperflizyonu takiben bazal ve agonist aracili NO Uretimi azalir
(174). Dolayisiyla fizyolojik kosullarda NO'nun bazal seviyesi bobrek kan akiminin
diizenlenmesi icin 6nemlidir (175). Yapilan bir sican kardiyak transplantasyon
modelinde, cerrahi islemden 2 saat 6nce oral gavaj yoluyla verilen riosiguatin sham-
kontrol grubuna goére OAB’yi anlamli 6lglide azalttigl gosterilmistir (143). Bu bilgiler
dogrultusunda elde ettigimiz sonuglar gostermektedir ki, riosiguat tedavisi
sonucunda I-R sonrasinda azalan renal arter kan akiminin normal seviyelere gelmesi,
ozellikle bobrek damar yataginda bozulan gevseme yanitlarindaki diizelmeye bagh
olarak RVR’de meydana gelen azalmayi isaret etmektedir. Riosiguatin renal kan akim
hizindaki olusturdugu bu dizeltici etkinin sGC enzimini dogrudan uyarmasi ve bu
enzimin NO’ya duyarligini artirmasi sonucu vazodilator mekanizmay! aktive
etmesinden kaynaklandigi soylenebilir. TiUm gruplarda gorilen baslangicta artan
renal arter kan akim hizinin belirli bir siireden sonra belirli bir seviyede sabitlenerek
kararli duruma gelmesi durumu, cerrahi islem sirasinda gorilen 1si kaybindan ve
hayvanlarin belirli bir slire cerrahi isleme maruz kalmasindan kaynaklandigi

dustndlebilir.
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Bobrek doku perflizyonu, renal arter kan akim hizi ve RVR ile baglantil
mekanizmalar icerir. i-R gibi RVR’yi artiran durumlar bdbrek doku perfiizyonunu
bozmaktadir. Calismamizda elde edilen [-R sonrasindaki bodbrek doku
perflizyonundaki azalma literatlirde yapilan bir ¢alisma ile uyumlu bulunmustur
(145). Yapilan baska bir ¢alismada, NOS inhibitériinin renal artere inflizyonu sonucu
renal kortikal ve papiller kan akiminin azaldigi gosterilmistir (176). Yapilan sican renal
I-R hasari modelinde, korteks ve medullada azalan bébrek doku perfiizyonunun nitrat
tedavisi ile dlzeldigi gosterilmistir. Calismamizda bobrek doku perflizyonu
Olgiiminde elde edilen sonuglar baslangic degerine gore ylizdesel degisimi ifade
etmektedir. Calismamizda riosiguat 6n tedavisinin, i-R sonrasinda akut dénemde
azalan bobrek doku perflizyonunu anlamli olarak arttirdigi gosterildi. Bununla birlikte
bobrek doku perflizyonundaki degisim oranlarinin renal kan akimi degerlerindeki
degisim slireci ile korele bir sekilde seyrettigi izlenmistir. Literatlir bilgileri
dogrultusunda, i-R sonrasi bozulan NO (iretimi ve duyarlihginin, riosiguat 6n tedavisi
ile duzeldigi ve bu etkinin bdbrek doku perflizyonunu iyilestirdigi soylenebilir.
Riosiguat on tedavisi sonrasinda bobrek doku perflizyonundaki artis oraninin, renal
arter kan akim hizindaki artis oranindan daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum
bébrek vaskiiler damar yataginda riosiguat sonrasinda artan gevseme yanitlarinin i-R
sonrasinda dizelen renal arter kan akimina ilave olarak doku perflizyonun daha iyi

saglanmasina olan katkisi ile aciklanabilir.

Sonuglarimiza gore, riosiguat tedavisi hem NO bagimli gevseme yanitlarini
dizelterek hem de NO‘dan bagimsiz olarak dogrudan sGC enzimini stimile ederek
bobrek damar yataginda azalan endotel-bagimli ve endotelden bagimsiz gevseme
yanitlarini diizeltip azalan renal arter kan akim hizini ve bébrek doku perfiizyonunu
artirarak normal seviyelere getirmektedir. Buna bagli olarak i-R sonrasinda azalan kan
akimi ve doku perfiizyonunun devaminda gelisebilecek ABH ve ABY ile mortalite artisi

Uzerine de koruyucu etkileri olabilecegi distnulebilir.

IL-1, bircok akut inflamatuar siirecin temel bilesenidir. Ozellikle i-R hasari
sonrasi dokuda hiicresel ve patolojik degisimlerin baslamasindan sorumlu

tutulmaktadir. Calismamizda iR grubunda IL-1B diizeyleri sham grubu degerlerine
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gore artis egilimi gostermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamis, bu
sonuclar literatiir de yapilan uzun sireli bir i-R hasar calismasi ile uyumlu
gorilmemistir (177). Bu durumun temel sebeplerinden biri uygulanan i-R modeli ve
modelin slresi olarak distnulebilir. Proinflamatuar sitokin saliverilmesi daha ¢ok
kronik i-R hasari durumlarinda goriilmektedir (178). iR grubuyla karsilastirilinca, iR-
Rio ve Rio gruplarinda IL-1f seviyelerinde azalma egilimi saptanmis ancak istatistiksel
olarak anlamli fark gériilmemistir. Yapilan bazi ¢alismalar riosiguatin i-R hasari sonrasi
proinflamatuar sitokin dizeylerini azalttigini géstermektedir (14). Bununla birlikte
uzun sireli renal i-R hasar sonrasinda antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10
seviyelerinin arttig1 bilinmektedir. Yapilan uzun siireli bir bébrek i-R hasari modelinde
(45 dakika iskemi / 7 gln reperflizyon), reperfiizyondan sonraki 1. glinden 7. giine
kadar IL-10 protein ekspresyonunun belirgin sekilde arttigi ve 3. glinde en yiksek
diizeye ulastigi gdsterilmistir (179). IR ve sham gruplar arasinda IL-10 diizeyinde
anlaml fark gériilmemesi, IL-10 diizeylerinde artisin en erken i-R hasarindan 1 giin
sonra baslamasiyla ve uyguladigimiz i-R hasari modelinin kisa siireli olmasindan

kaynaklanabilir.

Calismamizda riosiguat verilen her iki grupta da artan IL-10 seviyeleri
degerlendirildiginde riosiguatin antiinflamatuar sireci baslattigi anlasiimaktadir.
Yapilan bir calismada IL-10'un, IL-1, TNF-a, IL-6 ve IL-18 gibi proinflamatuar
sitokinlerin Gretimini inhibe ettigi gdsterilmistir (180). Sonuglarimiza gére riosiguatin
IL-10 dizeylerini artirarak antiinflamatuar siireci aktive edip IL-1B gibi proinflamatuar
yolak Uriinlerindeki artisi azalttigi diistiniilebilir. Yapilan bir sican bébrek i-R hasari
calismasinda, IL-10 enjeksiyonunun ABH’den koruyabilecegi gosterilmistir (181).
Ayrica, sicanlarda nefrotoksik bir ilag olan sisplatin uygulamasi sonrasi olusan ABHye
karsi renal dendritik hiicrelerde Uretilen IL-10’un koruyucu bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (182). Lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen monosit ¢alismasinda, sGC
aktivatori olan YC-1 6n tedavisi LPS grubuna uygulandiginda, YC-1 uygulanan LPS
grubunda dentritik hiicrelerde IL-10 dizeylerinde LPS grubuna gore anlamh bir artis
oldugu gosterilmistir. Ayrica, sGC enzim inhibitéri olan ODQ ve PKG inhibit6ri olan

KT5823’lin, YC-1 uygulanan grupta IL-10 diizeylerinde meydana gelen artisi geri
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cevirmedigi gosterilmistir (183). Bu sonuclara gore, sGC stimulatorleri ve
aktivatorlerinin cGMP’den bagimsiz farkh bir yolak ya da mekanizma Ulzerinden IL-10
dizeylerinde artis yaptigl soylenebilir. Farkli bir calismada, LPS enjeksiyonundan
sonra IL-107- farelerin karotis arterinde ACh gevseme yanitlarinin bozulmasi, fakat IL-
10*/* farelerde ise gevseme yanitlarinda bir degisim goriilmemesi, IL-10'un akut
inflamasyon sirasinda endotel-bagimli gevseme yanitlarini korudugunu géstermistir.
Ayrica, IL-107" farelerin karotis arterlerinde bozulan ACh gevseme vyanitlarinin, 45
dakikalik polietilen glikol stperoksit dismutaz (PEG-SOD) inklbasyonu sonrasi
normale déndiigi gdsterilmistir. Sonugta, LPS tedavisinden sonra IL-107/- farelerde
ACh gevseme vyanitlarindaki bozulmaya siperoksit radikalinin aracilik ettigi
gosterilmistir (184). Sonuglarimiza gore riosiguat uygulanan gruplarda artan IL-10
diizeylerinin, antiinflamatuar etkiye ek olarak izole perfiize bébrek diizenegi ile
Olcilen renal vaskiler yatakta bozulan NO bagiml (endotel bagimli) gevseme

yanitlarini iyilestirmesinde de katkisi olabilir.

Bobrekte i-R hasari sonrasi cesitli patolojik degisimler beklenilen bir sonuc
olup sebebi doku hipoperflizyonu, azalan kan akimi ve vaskiler hasar olabilecegi gibi
kontrolsiiz inflamasyon, apoptoz ve koagilasyon siireclerindeki bozulmalarda
etiyolojide rol oynayabilir (9). Calismamizda olusturulan bébrek i-R modelinde ABH,
histopatolojik olarak bobrek doku incelemelerinde gosterilmis olup sonuclar
literatlirde yapilan benzer ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur (185, 186). Farkli bir
doku olararak yapilan bir testikiiler [-R calismasinda, riosiguat tedavisinin
histopatolojik hasari diizelttigi gosterilmistir (14). Farelerde yapilan bir Ml modelinde
ise, iskemi sonrasi kalpte olusan enfarkt alaninin riosiguat tedavisi ile anlamli 6l¢tide
azaldigi MRG ile gosterilmistir (187). Literatlirde sicanda tek tarafli Greter ligasyonu
yontemiyle olusturulan uzun siireli renal hasar modeli histopatolojisinde, riosiguatin
kolajen-1, TGF-B, CTGF, a-SMA ve vimentinin protein sentezlerini azaltarak anfibrotik
etki gosterdigi, sonucunda da tlibllointerstisyel fibrozisi ve kolajen birikimini azaltarak
bobrek hasari Uzerine dizeltici etkisi oldugu gosterilmistir (9). Calismamizda ise
uyguladigimiz renal i-R modelinde riosiguat 6n tedavisinin bébrekte diizelme egilimi

gosterdigi ancak bununla birlikte istatistiksel olarak hem sham grubu ile hem de iR


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/connective-tissue-growth-factor
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grubu ile aralarinda anlaml bir fark bulunmadig gorilmustir. Riosiguat verilen
gruplar ile sham grubu arasinda bobrek histopatoloji sonuglari agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark gérilmemesi, riosiguatin bobrek histopatolojisinde ek bir
bozulmaya ve hasara yol agmadiginin gostergesi olabilir. Bu durum riosiguat 6n
tedavisinin i-R sonrasinda akut dénemde gelisen histopatolojik hasar tizerine olumlu
etkileri oldugunu seklinde yorumlanabilir. Histopatolojik bulgularimizin belirtilen
literatiir sonuclari ile tam uyumlu olmamasi, basta i-R siiresi ve model farkhhgi gibi
degiskenler ile birlikte riosiguatin verilis miktari, verilis yolu gibi farkhliklardan da
kaynaklaniyor olabilir. ilging olarak bu ¢alismada sadece riosiguat verilen hayvanlarin
bobreklerinde glomerillerin genelde normal oldugu ancak sham grubundan farkli
olarak tlbil epitelinde hafif sismenin gorildigi izlendi. Riosiguatin bu etkisiyle ilgili
olarak benzer bir duruma daha 6nce literatirde rastlanmamis olup, bu durumun
riosiguatin erken donemde bobrekte farkli kompansatuar mekanizmalar tizerine etkili

oldugu seklinde spekdle edilebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada sGC stimiilatérii olan riosiguatin sican bébrek i-R hasari modelinde
renal ve fizyolojik fonksiyonlara etkisi incelenmistir. Sican bdbrek i-R hasari
modelinde riosiguat 6n tedavisinin, ABH ile birlikte bobrek damar yatagi, renal arter
kan akim hizi ve bobrek doku perflizyonundaki degisim gibi fonksiyonel cevaplari ve
IL-1B ve IL-10 ELISA deneyleri gibi biyokimyasal sonuglari (izerine etkileri

karsilastirilarak degerlendirilmistir, elde edilen sonuglar ve 6neriler sunlardir:

1. Sican bébrek i-R hasarinda akut dénemde azalan renal arter kan akim hizi (izerine
riosiguat 6n tedavisinin dizeltici etkileri vardir.

2. Sican bébrek I-R hasarinda akut ddnemde azalan bébrek doku perfiizyonu lizerine
riosiguat 6n tedavisinin duizeltici etkileri vardir.

3. Sican boébrek i-R hasarinda bobrek damar yataginda riosiguat on tedavisinin
azalan ACh gevseme yanitlari Gzerine dizeltici etkileri vardir.

4. Sican bobrek I-R hasarinda bdbrek damar yataginda riosiguat 6n tedavisinin
azalan SNP gevseme yanitlari Gzerine diizeltici etkileri vardir.

5. Riosiguat akut donemde IL-10 dlzeylerini artirir.

ABH, siklikla ¢oklu organ yetmezligi ve kronik bébrek hastaligina dogru
ilerleyen mortalitede 2 ila 15 kat artisa neden olan, hastanede yatan hastalarda

sikhikla gortlen bir komplikasyondur.

Yogun bakim (nitesinde yatan hastalarda ve organ nakli alicilarinda
gorilebilen ve yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan renal i-R hasari, ABH'nin
onemli bir nedenidir ve uzun siireli bébrek fonksiyon bozuklugunun oénemli bir
belirleyicisidir. Ozellikle renal i-R sonrasi akut dénemde azalan bébrek kan akimi
ilerleyen siireclerde de devam edip i-R hasarina yol acarak ABH gelismesine neden
olur. ABH ise tedavi edilmedigi takdirde mortalitesi yiksek olan kronik bobrek

yetmezligine yol acabilir.



82

Bu galismada halen glinimuizde ruhsath bir ilag olarak kullanilmakta olan
riosiguat 6n tedavisinin renal i-R modelinde akut dénemde bozulan bébrek damar
yatagi gevseme yanitlarini artirarak azalan renal kan akimi ve doku perflizyonunu

dizelttigi gosterildi.

Elde edilen sonuglar, i-R sonucu ABH gelisme riski bulunan hastalarda ileride
yapilacak klinik ¢alismalar igin bir temel olusturmaktadir. Yapilacak klinik galismalarda
olumlu sonuglar elde edilmesi durumunda I-R hasarina bagl ABH gelisme riski olan

hastalarda riosiguat koruyucu bir tedavi yontemi olarak kullanilabilir.
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