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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek perflizyonunun akut veya gecici olarak bozuldugu iskemik
serebrovaskiler olay, miyokard enfarktisl, sok/resiisitasyon, boObrek nakili,
kardiyopulmoner cerrahi, travma ve iatrojenik yaralanmalar gibi durumlar renal
I/R(I/R) hasar1 tizerinden akut bobrek hasar1 (ABH) gelisimine yol agmaktadir, bu
da yiksek morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmektedir(1). Benzer sekilde,
parsiyel nefrektomi sirasinda uygulanan renal vaskiler klempleme de hasta yararina
yapilan bir girisim olmasina ragmen i/R stirecini tetikleyerek ameliyat sonrast ABH
riskini artirabilmektedir. Bu nedenle, parsiyel nefrektomi ya da transplantasyon gibi
renal cerrahiler sirasinda gelisen I/R hasarini azaltmaya yonelik antioksidan,
antiinflamatuar ve mikrosirkilasyonu koruyucu yeni stratejilere ihtiyag devam
etmektedir(2).

Mannitol, parsiyel nefrektomi ve transplantasyon gibi girisimlerde
geleneksel olarak renoprotektif amagla kullanilan bir osmotik dilretik olmakla
birlikte, gerek klinik ¢alismalarda gerek deneysel modellerde etkinligi tartismali ve
heterojen sonugclar icermektedir(3-6). Ote yandan, droloji kliniginde asir1 aktif
mesanede yaygin kullanilan selektif B3-adrenerjik agonist mirabegronun yakin
tarihli bir rat calismasinda renal I/R modelinde cAMP/pCREB ve GSK-3B/NF-xB
p65 yolaklarim1 modile ederek bobrek fonksiyon bozuklugu, inflamasyon ve
apoptozu anlamli 6l¢tde azalttig bildirilmistir(7).

Literatiirde mirabegronun rutin renal cerrahiye benzeyen bir I/R modelinde,

daha once gosterilmis vazodilatasyon, hipoksi-anjiyogenez yolaklar1 Uzerindeki



etkilerini degerlendiren veya mannitol ile kombine kullaniminin arastirildigi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Renal I/R modelinde mirabegron ve
mannitol uygulamalarinin I/R ile iligkili renal oksidan hasar tizerindeki etkilerini
vazodilatasyon ve anjiyogenez mekanizmalar1 Uzerinden arastirmak igin bobrek
dokusunda HIF-1o (Hipoksi ile indiklenen faktor 1-alfa), vaskuler endoteliyal
blytme faktort (VEGF), Kaveolin 1, TIMP 1 ve 2 (Matriks metalloproteinaz doku
inhibitord 1 ve 2) dizeylerinin 6l¢ilmesi, ayrica bobrek dokularinda Kaveolin-1,
TIMP 1, TIMP 2 dizeylerinin immunohistokimyasal yontemle de belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Bobrek Fizyolojisi ve Embriyolojisi

Bobrekler, vicut agirliginin yalnizca yaklasik %1’ini olusturmasina ragmen
kardiyak debinin yaklasik %20’sini alir ve bu sayede oldukca yuksek bir kan
akimina sahiptir. Bu perflizyon, bir¢ok iyi kanlanan organdan bile fazladir ve 100
gram doku i¢in dakikada 400 mL’ye kadar ulasabilir. Ancak bu blyik hacimdeki
kan akimina ragmen, olusan filtratin yalnizca yaklasik 1 mL/dk’lik kismi idrar
olarak atilir. Bu akim hizi, idrar olusum stirecinde belirleyici bir rol oynar ve bobrek
fonksiyonlarmin strdirtlmesi igin kritiktir. idrar olusumu igin harcanan enerji,
viicudun bazal oksijen tiketiminin yaklasik %10 unu olusturur(8).

Bobrekler giinde ortalama 200 litre filtrat olusturarak hayati plazma
bilesenlerinin dolasimda kalmasini saglar. Bu slireg, ayn1 zamanda sivi ve elektrolit
dengesini diizenleyerek plazma hacmi ve bilesiminin korunmasina katkida bulunur.
Bobrekler ayrica kan basmcini diizenleyen renini Uretir, asit-baz dengesini saglar
ve D vitamininin aktif formu olan kalsitriol sentezine katilir(9). Bébregin damar
yapist; glomeruler kapiller ag, kortikal peritlibller kapillerler ve medullay besleyip
drene eden kompleks bir mikrovaskiler sistemden olusur(8).

Insan embriyosunda gebeligin besinci haftasinda gelisen ve Ureter
tomurcugu olarak adlandirilan yapi, metanefrozun temelini olusturarak nefron
gelisimini baslatir. Ureter tomurcugunun proksimal uglar1 zamanla renal pelvisi,
kaliksleri ve toplayici kanallar1 olustururken, distale dogru uzanan bolumu Ureteri

meydana getirir. Kloak ise rektum, anal kanal ve trogenital sintise farklilasir(10).



Urogenital sintisiin ilerleyen dénemde mesane ve Uretraya déniismesiyle intrauterin
yagsamin Uglncl ayinda metanefrik bobrek idrar Gretme kapasitesine ulasir(11, 12).

Yetiskin bir insanda, bireysel farkliliklara bagl olarak bobreklerde 200 bin
ile 2,5 milyon arasinda nefron bulunur; eriskin bir rat bobreginde ise bu say1
ortalama 30 bindir. Nefron; glomeruller ve Bowman kapsullnin olusturdugu
Malpighi cisimcigi ile proksimal tubdl, Henle kulbu, distal tibil ve baglanti
tipinden olusur. Nefronun yapisal 0Ozellikleri tirler arasinda farklilik

gosterebilir(8).

2.2 Ratlarda Bobrek Anatomisi

Ratlarda, abdominal boslugun kraniyalinde yer alan sag bobrek, birinci ve
Uclinct lomber vertebra hizasinda iken sol bobrek daha kaudalde yerlesmektedir.
Ortalama 300 gr agirliginda bir rat bobregi 2 cm boyunda, 1,3 cm eninde ve 0,8-1
cm kalinhigindadir(13). Bobrek vaskiler yapisi, abdominal aortanin bir dali olan
renal arter ve vena kava inferiora dokilen renal venden meydana gelmektedir.

Ureterler ise bobrekten ¢iktiktan sonra mesaneye dorsolateral taraftan ulasirlar(14).

2.3 Akut Bobrek Hasari (ABH)

ABH, metabolik atik Grlnlerin uzaklastirilmasi, elektrolit ve sivi dengesinin
dizenlenmesi ve asit-baz durumunun stabilizasyonu gibi baz1 bdbrek
fonksiyonlarimin aniden azalmasi ile karakterizedir(15). Bobregin bosaltim
fonksiyonunun belirteci, serum kreatinin seviyeleri ile idrar Uretiminin kantitatif bir

belirteci olan oliglridir. KDIGO grubuna gére ABH, serum kreatinin diizeyinde 48



saat icinde >0,3 mg/dl artis olmasi, son 7 gun iginde bilinen ya da tahmin edilen
bazal degere gore >1,5 kat yukselmesi veya idrar ¢ikisinin en az 6 saat boyunca
<0,5 ml/kg/saat diizeyine diismesi ile tanimlanir(16).

Bobrek hasarinin nihai degerlendirilmesi ancak biyopsi ile mumkin
oldugundan glomertler veya tlbuler hasar1 gosteren birgok Uriner biyobelirtecin
kullanilmasi 6nerilmistir(17). ABH tanisinda kullanilan belirtecler geleneksel ve
yeni nesil belirtecler olarak simiflandirilmaktadir. Geleneksel belirteclerden serum
kreatinin ve sistatin C, glomerler filtrasyon azalmasini1 ge¢ yansittiklari igin erken
tanida duyarliliklart sinirhidir; idrar ¢ikisi takibi hemodinamik degisikliklerden
etkilenmektedir, idrar mikroskopisi tubdler hasar1 gosterebilse de degerlendiren
kisiye bagimli kalmaktadir(18). Buna karsilik yeni biyobelirtecler arasinda Bobrek
Hasar Molekull (KIM-1) proksimal tibul hasarinin spesifik gdstergesi olarak 6ne
cikarken(19) oOzellikle ilag iligkili proksimal tibull toksisitesi icin dizenleyici
otoritelerce onaylanmis biyobelirtegler arasinda yer almaktadir. Notrofil Jelatinaz
Iligkili Lipokalin (NGAL) iskemi ve nefrotoksik hasar1 takiben saatler icinde
yikselerek hem erken Akut Tibuler Nekroz (ATN) tanisinda hem de prerenal hasar
ayriminda deger tasimaktadir(20). Karaciger Tipi Yag Asidi Baglayici Protein (L-
FABP) oksidatif stres ve iskemiye duyarli bir belirte¢ olup kontrast nefropatisi,
sepsis ve kardiyak cerrahi gibi farkli klinik senaryolarda erken risk belirlemede
yardimcidir(21). Uromodulin (Tamm-—Horsfall proteini) (UMOD) tibdler rezervi
ve saglam nefron kitlesini yansitirken, diisik dizeyleri artmis ABH riski ile
iliskilendirilmistir(22). Interlokin 18 (I1L-18) ve Monosit Kemoatraktan Protein 1

(MCP-1) inflamatuar sirecler ve tubuler hasarla iliskili belirteclerdir(23). Doku



Metalloproteinaz Inhibitdrii 2 (TIMP-2) ve Insiilin Benzeri Biyime Faktori
Baglayici Protein 7 (IGFBP-7), G1 fazinda hiicre dongusu arrestini ve tubtler hiicre
stresini yansitan erken belirtegler olup 0zellikle yogun bakim ve yuksek riskli
cerrahi hastalarinda, Uriner [TIMP-2]-[IGFBP-7] kombinasyonu ile 12-24 saat
icinde evre 2-3 ABH gelisme riskini 0ngormede gucli performans
gostermektedir(24); bu kombinasyon NephroCheck adiyla FDA ve CE onayli ilk
ABH risk biyobelirteci olarak klinik kullanima girmistir(25). Giincel kanitlar, tek
bir biyobelirtecin tanisal olarak yeterli olmadigini; bu nedenle hasar (6r. KIM-1,
NGAL, L-FABP, IL-18, MCP-1), stres/hiicre dongisu belirtecleri
([TIMP-2]-[IGFBP-7]) ve fonksiyon belirteclerinin (kreatinin, sistatin C, idrar
cikist) birlikte degerlendirildigi ¢oklu biyobelirte¢ yaklasimmin ABH’nin erken
tani, risk tabakalandirmasi ve prognoz degerlendirmesinde daha Ustlin performans
sundugunu gostermektedir(18, 26).

Wistar ratlarda I/R modelinde idrar protein, tire, kreatinin, protein/kreatinin
orani; serum Ure ve kreatinin; fraksiyonel Na/K atilimi, idrar akimi ve kreatinin
Klirensi gibi parametrelerdeki degisikliklerin RIFLE siniflamasina gére ABH
riskini ve seyrini gostermekte etkili oldugu bildirilmistir(27). Sisplatin ile
indiiklenen ABH modellerinde klasik BUN ve serum kreatinin artisina ek olarak
idrar KIM-1, NGAL, IL-18, nefrin ve serum sistatin C duzeylerinin, Kkreatinin
yukselmesinden dnce anlamli bigimde arttig1 ve bu nedenle erken tani igin duyarl
biyobelirtecler olarak kullanildigi gosterilmistir(28, 29). Mannitol, siikroz ve
kontrast madde ile olusturulan osmotik/tubdler hasar modellerinde, idrarda KIM-1,

NGAL, clusterin, sistatin C, alblimin ve total protein gibi biyobelirteclerin, hem



duyarlilik hem de hasar siddeti ile korelasyon agisindan geleneksel serum kreatinin
ve kan ure azotu (BUN)’dan daha Ustiin oldugu rapor edilmistir(30, 31).

Son yillarda rat modellerinde kreatinin klirensinin belirlenmesinde klasik
idrar toplama yontemlerine alternatif olarak plazma kreatinin ve vicut agirligina
dayali tahmin modelleri gelistirilmis ve bu yaklasimlarin deneysel olgtimlerle
yiksek korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Pellicer-Valero ve ark., erkek Wistar
ratlardan elde edilen 1554 adet (6l¢iilmiis kreatinin klirensi (mCICr), plazma
kreatinin, vicut agirlig: Gclisind kullanarak) 6lcim sonucunda yalnizca plazma
kreatinin ve vicut agirligina dayali bir yapay network ile CICr tahmin eden bir
model gelistirmistir(32). Bu yaklasimin ¢evrimici ara yuzi olan ACLARA
hesaplayicisi, pratikte yalnizca plazma kreatinin ve vicut agirligini kullanarak CICr
tahmini(eCICr) yapmaktadir. ACLARA, baslangigta Wistar rat verileriyle
gelistirilmis, daha sonra spontan hipertansif ratlarda akut bébrek hasart modellerini
iceren 1458 dlcuimde yeniden test edilmis; bu analizde 6l¢iilmiis ve tahmin edilen
CICr arasinda korelasyon yaklasik 0.90, ortalama mutlak hata ise 0.18 mL/dk olarak
raporlanmistir(33). Kronik bdbrek hasart modeliyle ydritilen 90 ginlik takip
calismasinda, mCICr ile ACLARA tahminleri (eCICr) arasinda Pearson korelasyon
katsayis1 r=0.83 (p<0.0001) bulunmus, deneyin genel seyri agisindan mCICr ve
eCICr’nin neredeyse ozdes bilgi sagladigi ve idrar toplama kaynakli deneysel

hatalarin eCICr ile kismen asildig1 belirtilmistir(34).



2.3.1 Risk Faktorleri

ABH icin risk faktorleri genel olarak Uc¢ grupta toplanabilir. Cevresel
faktorler arasinda bulasic1 hastaliklarin yeterince kontrol edilememesi ve saglik
bakim sistemlerinin yetersizligi yer alir. Hastaya bagli faktorler; hipovolemi,
hipotansiyon, anemi, hipoksi ve nefrotoksik ila¢ kullanim1 gibi kontrol edilebilir
durumlarin yani sira kronik bobrek, kalp, karaciger veya gastrointestinal sistem
hastaliklari, diyabetes mellitus, ciddi enfeksiyonlar ve sepsis gibi degistirilemeyen
ek hastaliklar1 icerir. Ayrica genetik yatkinliklar kapsaminda miyoglobindri,
hemoglobindri ve Urolitiyazis de ABH gelisimi i¢cin 6nemli risk faktorleri arasinda

say1lmaktadir(35).

2.3.2 Akut Bobrek Hasanr Etiyolojisi

Klinik olarak ABH postrenal, renal ve prerenal olarak t¢ ana etiyolojiye
ayrilabilir.

Postrenal ABH adindan da anlasilacagi gibi bobrekten sonra gelen yapilarda
gerceklesen  patolojiler  nedeniyle  bodbrek  fonksiyonlarmin  bozuldugu
durumlardir(36). Postrenal ABH'nin nedenleri arasinda Ureter taslari, nérojenik
mesane, papiller nekroz, retroperitoneal fibrozis, asiklovir veya indinavir gibi ¢esitli
maddelerin  ¢okelmesine bagli intratlibller tikanma, erkeklerde prostat
hiperplazisi/kanseri ve kadmlarda jinekolojik kanserler yer almaktadir(37). Idrar
akisin1 engelleyen idrar yolu tikanikliklar1 sonucu tlballerde sivi basinci artar ve

buna bagh olarak GFR azalir. Akut idrar yolu tikanikligi bobrek kan akisinin



bozulmasina ve yine GFR'nin azalmasina katkida bulunan inflamatuar slireclere de
yol acabilir(38).

Renal ABH, intrarenal ABH olarak da adlandirilir ve bobrekte kan
damarlar, tiblller ve glomerilleri de icerebilen, kisacasi bobregin kendisinde
gerceklesen patolojilerden kaynaklanir(36).

Bébreklere giden kan akiminin azalmasindan kaynaklanan prerenal ABH en
sik karsilasilan ABH nedenidir ve iskemik ABH olarak da adlandirilir. Normalde
bobreklere dakikada 1100 ml (kalp debisinin %20-25’1) kan ulasir. Viicut sivilarinin
ve bunun icinde ¢oziinmiis madde konsantrasyonlarinin hassas sekilde
ayarlanabilmesi icin GFR’nin korunmas: sarttir(39). Glomerillere gelen kan
akimindaki azalma, GFR’de diisiise neden olarak bdbrek hasarini baslatabilir(40).
ABH baz1 durumlarda birden ¢ok nedenle baslayabilir 6rnegin prerenal hasar ve

renal hasar ayni1 anda bulunabilir.

2.3.3 iskemik Akut Bobrek Hasar1

Yuksek mortalite oranlartyla iliskilendirilen ABH’nin yaygin bir nedeni
olarak renal iskemi bobrek transplantasyonu, enfeksiyonlar, vaskiler oklizyonlar
veya hidronefroz gibi durumlarda gelisebilir ve bu durum akut bobrek hasarina
neden olabilmektedir(36, 40). Bobrekler normal sartlar altinda kan akimindaki
azalmalara cevaben GFR’yi diizenleme yetenegindedir ancak vaskuler okllizyon
gibi kompanse edilemeyen durumlarda oksijen ve metabolik substratlar yeterince
bobrege ulastirilamaz(41). Bu nedenle tibdl hiicreleri hiicresel metabolizma igin

gerekli ATP Uretimine devam edemez(42).



Iskemik ABH patofizyolojisinde bobrekte hasarin basladig: ilk yer tibiil
epitel hiicreleridir. Ozellikle proksimal tiibil hiicreleri bobrekte iskemik hasardan
en cok etkilenen hicrelerdir. Bunun bir nedeni yiksek metabolizmaya sahip
olmalar1 ve anaerobik glikoliz kapasitelerinin gorece diisiik olmasidir(43). Bir diger
neden ise dis medullada bulunan proksimal tibll segmentlerinin mikrovaskuler
yapilanmasinin ¢ok zayif olmasidir. iskemi sonlandiginda bile bu bélgeler yeterli
perflizyonu almakta gecikir. Lokal mikrovaskiler akimin azalmasi hipoksinin
devam etmesine yol acarak hasara katkida bulunur(44).

Iskemi stiresince hiicresel metabolizmanin bozulmasi sonucu tiibil hiicreleri
siser, hiicre iskeleti degisiklikleri meydana gelir ve fonksiyonlar1 bozulur(45) Tim
nefron segmentlerinde iskeminin neden oldugu hicre sismesi, baslica luminal
membrandan alinan Na® miktar1 degismeksizin ATP yoksunluguna bagh
bazolateral membrandaki Na*/K* ATPaz pompasinin aktivitesinin ve hizinin
azalmasindan kaynaklanir(46). Bu durum renal tibdler hiicre kaybina ve bobregin
fonksiyonlarii sirdiirememesine neden olur. Metabolik atiklar uzaklastirilamaz;
su ve elektrolit dengesi sirduriilemez hale gelir. Vicutta olusan elektrolit birikimi
hizla renal fonksiyonlar1 bozar. ABH’nin devam etmesi durumunda metabolik
asidoz gelisebilir(42).

Proksimal tubul hicrelerinden vazokonstriksiyona ve hiicre adezyon
molekdllerinin asir1 ekspresyonuna neden olan proinflamatuar sitokinler salinir ve
dokuya I6kosit hicre infiltrasyonu gergeklesir(47). Endotel fonksiyonlarinda
bozulmanin baglamasi ve inflamasyonun gelismesi ABHyi siddetlendirir. Dahasi

bobrek yeniden kanlansa yani reperflizyon saglansa bile bdbrek hasarlanmasi
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devam eder. I/R hasar1 olarak bilinen bu paradoksal durum, temelinde bircok

mekanizmay1 barindirir(48).

2.3.4 Iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Iskemi, organ ya da dokuya yetersiz kan akis1 sonucunda gelisen ve
baglangicta reversible olmakla birlikte ilerlediginde irreversible hucre ve doku
hasar1 ile sonuglanabilen bir siirectir(49). irreversible hasarm 6nlenebilmesi icin
dokuya kan akimminin mimkin olan en kisa sirede yeniden saglanmasi
(reperfiizyon) gerekir(50). Ancak reperflizyonla birlikte kan akimimnin yeniden
saglanmasi, paradoksal olarak iskeminin yol agtig1 hasar1 daha da artirabilir. iskemi
ve reperflizyon evrelerinin bir arada olusturdugu bu zararh etkiler bitiintne iskemi-
reperfiizyon (I/R) hasar1 ad1 verilir(51).

Iskemik dénemde kan akimiin azalmasina bagl oksijenlenme diiser, buna
paralel olarak aerobik metabolizma sekteye ugrar, anaerobik metabolizma baskin
hale gelir. Enerji Uretimi giderek azalir ve mitokondriyal disfonksiyon baslar(52).
Anaerobik sireclerin neden oldugu laktat birikimi ve metabolik artiklarin
uzaklastirilamamasi hiicre ici asidoza yol acar; hicresel enerji Uretimi zamanla
tamamen durur(53). Bu dénemde reaktif oksijen radikalleri (ROS), sitokinler ve
kemokinler gibi hasarin baglamasina aracilik eden molekillerin de biriktigi
gosterilmistir(54).

Iskemide hasarlanan mitokondriler, reperfiizyon sirasinda oksijen yeniden

saglansa dahi vyeterli ATP (retemezler(55) ve bu durum mitokondriyal
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disfonksiyonu derinlestirir(56). Bunun sonucunda ATP hizla tukenir ve ROS
uretimi belirgin sekilde artar(57).

I/R hasar1 restriksiyon, restorasyon ve reoksijenizasyon dénemleriyle
karakterizedir(58), bobrekte mikrovaskiler hasar ve akut inflamatuar degisiklikler
yoluyla belirgin fonksiyon bozukluguna neden olur(58). Silperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi ROS molekilleri bébrek dokusunda olusan bu
hasarmn temel aracilarindandir(59). Artmis I6kosit adezyonu ve buna bagli endotel
aktivasyonu/hasari I/R ile tetiklenen inflamatuar yaniti énemli bilesenleridir(60).
Doku, I/R hasarina kars1 antioksidan savunma sistemlerini aktive ederek yanit verse
de hasarin agir oldugu durumlarda bu koruyucu mekanizmalar yetersiz kalmakta ve
sonugta akut bobrek hasari gelismektedir.

Bébrek perfiizyonunun bozuldugu; iskemik serebrovaskiiler olay, miyokard
enfarktlsu, sok/restisitasyon, bobrek transplantasyonu, kardiyopulmoner cerrahi
islemler, kazalar veya iatrojenik travma gibi bircok nedenle indiiklenen renal 1/R
hasari, ABH'ye yol acan yaygin bir komplikasyondur(58). Gerek bobrek cerrahisi
gerekse iskemik olaylar neticesinde ABH iliskili yuksek morbidite ve mortalite s6z
konusudur.

[/R hasarinda reperfiizyon sonrasi viicudun verdigi hasar yanitinin
biyiikligii iskeminin suresine baglidir(61). Uzun iskemi periyotlari, reperfiizyona
bagli doku hasarini, hicresel islev bozuklugunu ve/veya hicre o6limini
indukleyerek cevabi siddetli hale getirebilir.

Renal parankim boyunca oksijenasyon kortekste en yiiksek, dis medullada

orta ve papillada en diistiktiir(62). Diisiik oksijen gerilimine fizyolojik olarak adapte
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olmus i¢ medulla ve papilla hiicreleri, daha belirgin anaerobik glikoliz kapasiteleri
sayesinde iskemiye karsi gorece daha dayanikli kabul edilirken; yuksek enerji
gereksinimi ve sinirli anaerobik kapasitesi olan proksimal tibdl hucreleri ise

Ozellikle savunmasizdir(63).

2.3.5 Parsiyel Nefrektomi ve I/R Hasar1

Cerrahi endikasyonu olan kiiclk bobrek tlimdérlerinde standart yaklasim
nefron koruyucu cerrahi, yani parsiyel nefrektomidir(PN)(59). ideal bir PN’de
amag, tumoral alanin rezeke edilerek kalan bobrek parankiminin fonksiyonel
rezervinin korunmasidir. Vakalarin ¢ogunda, tumoérin rezeke edilmesi sirasinda
intraoperatif kanamay1 azaltmak amaciyla renal arter ve ven birlikte klemplenerek
iskemi olusturulur. TUmOor rezeksiyonunu takiben timor yatagi onarilir ve klemp
acilarak bobrek reperfiize edilir. Bu asamada reperfiizyon fazinda reaktif oksijen
radikallerinin artistyla I/R hasar geligebilir; bunun sonucunda glomeriil ve tiibiler
epitelyum bitiinliigii bozulur ve akut tubuler nekroz ortaya cikabilir(64). Bu
nedenle timaor cerrahisi gibi iskemik stirecler renal I/R hasari icin 6nemli bir risk

faktorudir.

2.4 Deneysel I/R Hasar1 Modelleri ve Daha Once Denenmis ilaglar

I/R hasarmin etkilerini ve altta yatan patofizyolojik mekanizmalar1 ortaya
koyabilmek icin deney hayvanlari ile olusturulan modeller vazgecilmez bir aragtir;
ozellikle kemirgenler diisiik maliyet, kolay barindirma ve iyi tanimlanmis cerrahi

protokoller nedeniyle bébrek ve diger organ I/R calismalarinda en sik kullanilan
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tirlerdir(2, 65). Farkli organ sistemleri icin koépek, domuz gibi daha buyuk
memeliler translasyonel modeller sunsa da drolojik organlara (basta bobrek ve
testis) yonelik I/R deneylerinde cerrahi islemin teknik olarak daha kolay olmasi,
ila¢c uygulamasiin pratikligi ve genis metodolojik birikim nedeniyle ¢cogunlukla
sigan Ve fare modelleri tercih edilmektedir(2, 66).

In vivo ve in vitro renal I/R modelleri, bobrek hipoperfiizyonu, parsiyel
nefrektomi ve transplantasyon gibi klinik durumlarin patofizyolojisini kontrolli
bicimde taklit ederek ABH’den Kronik Bobrek Hastaligi (KBH)’na giden siireci
ongormeye olanak saglar(2).

Deneysel bobrek I/R hasar1 modellerine yonelik literatiirde, ¢ogunlukla rat
veya farelerde 30-50 dakikalik tek tarafli ya da bilateral sicak iskemi sonrasi 24—
48 saat reperfiizyon uygulanan modellerde serum kreatinin, BUN, NGAL, KIM-1,
LDH, CK, MY O gibi fonksiyonel belirtecler ile doku diizeyinde MDA, SOD, GSH,
GSH-Px, katalaz, 8-OHdG, 4-HNE, MPO, TNF-a, IL-1p, IL-6, NLRP3, Bax/Bcl-2,
kaspaz-3, TUNEL, VCAM-1, a-SMA gibi oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz ve
fibrozis parametreleri ayrintili bicimde degerlendirilmistir(2, 67-69). Cesitli
calismalarda antioksidan (N-asetilsistein, vitamin C/E, resveratrol), antiinflamatuar
(kortikosteroidler, nonsteroid antiinflamatar ilaglar (NSAIl), statinler),
vazodilator/nitrik oksit sentez (NOS) modulatéri (L-arjinin, NO vericileri) ve
sitoprotektif/antiapoptotik ajanlarin (eritropoietin, melatonin, bazi
immunmodulatorler) etkileri, ilacin iskemi 6ncesi ya da reperflizyon baslangicinda
verilmesiyle test edilmis; bu ilaglarin MDA ve MPO gibi oksidatif/inflamatuar

belirtecleri azaltmasi, SOD, CAT ve GSH duzeyleri gibi antioksidan savunmay1
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artirmasi, proinflamatuar sitokin ve adezyon molekulu ekspresyonunu baskilamasi
ile birlikte histolojik bobrek hasarin1 ve fonksiyon kaybimi anlamli diizeyde
hafiflettigi gosterilmistir(70-76).

Renal I/R hasarmi azaltmak igin rutin Uroloji pratiginde kullanilan birtakim
molekdller de denenmistir. Bu kapsamda mannitol gibi ozmotik didretikler,
fosfodiesteraz inhibitorleri (tadalafil,sildenafil,udenafil), p3-agonist (mirabegron)
ve ¢esitli diger Urolojik ilaclar kullanilarak bébrek fonksiyonlari, oksidatif stres ve
histolojik hasar Uzerine etkileri arastirilmis; bazi ¢alismalarda bu ajanlarin belirgin
koruyucu etki sagladigi, bazilarinda ise anlamli bir iyilesme gostermedigi
bildirilmistir(7, 77-80).

Fosfodiesteraz 5 inhibitori tadalafil, Li ve arkadaslarmin 45 dakikalik
unilateral renal iskemi sonras1 11 giin boyunca 1-3 mg/kg/gun oral verildigi murin
I/R modelinde asir1 mezangial proliferasyon ve ekstraselliiler matriks birikimini
azaltarak yapisal hasar1 ve glomeriler filtrasyon fonksiyonunu iyilestirmis; bu
renoprotektif etkinin Akt/NF-xB sinyal yolunun inhibisyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir(81). Onceki rat I/R galismalarinda tek doz intraperitoneal veya oral
tadalafil, MDA’y1 azaltip total antioksidan kapasiteyi artirmus, tibiler nekroz,
notrofil infiltrasyonu, Apaf-1, INOS, eNOS, kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak
histolojik skoru iyilestirmistir(82). Bir baska PDES5 inhibitori sildenafil icin de
benzer protokollerde MDA, MPO, iNOS mRNA, p53 ve eNOS duzeylerini
baskilayarak nefroprotektif etki bildirmistir(82).

Klinik pratikte yaygin kullanilan ilaglardan SGLT2 inhibit6éri dapagliflozin,

Zhu ve arkadaslarinin bilateral 30 dakikalik I/R iceren rat ¢alismasinda 1 mg/kg

15



oral dozda NGAL, KIM-1, kreatinin, BUN, IL-6, TNF-a ve MDA’y1 anlamli
azaltirken SOD ve GSH-Px’i artirmis; PI3K/Akt aktivasyonu ve BMP4 (izerinden
apoptozu baskilayip otofajiyi uyararak fonksiyonel ve histolojik iyilesme
saglamistir(83). ACE inhibitori trandolapril, Jallawee ve arkadaslarinin bilateral 30
dakikalik iskemi-24 saat reperfiizyon modelinde 0,3 mg/kg oral 6n tedaviyle serum
kreatinin/Ureyi, renal 1L-6, KIM-1 ve kaspaz-3 dizeylerini diistirmiis; GSH, LC3
ve Akt’1 yikselterek oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu azaltirken otofaji
yolunu aktive etmistir(84). Modafinil, Asli ve arkadaslarinin bilateral 45 dakikalik
iskemi-24 saat reperfuzyonu iceren Wistar ratlarinda 50-100 mg/kg dozlarda
glomeriler, vaskller ve interstisyel hasar1 hafifletmis; TNF-a, IL-18, LDH,
kreatinin, Gre, NGAL duzeylerini diistirip SOD ve katalaz1 artirarak belirgin
renoprotektif etki saglamistir(85). Sonu¢ olarak ¢ok sayida farmakolojik girisim,
iyi tammlanmis renal I/R modellerinde benzer panele sahip biyokimyasal,
molekdler ve histolojik parametreler Gizerinden gicli antioksidan, anti-inflamatuar,

anti-apoptotik ve antifibrotik etkiler géstermektedir.

2.5 Mannitol

Mannitol, glomerillerden serbestce filtre edilen ve tlbdllerden minimal
reabsorbe edilen bir osmotik dilretiktir. Hlcre icinden su cekerek ekstraselltler
volimu artirir, kan viskozitesini azaltir; renal kan akimini artirir, renin salinimini
inhibe eder ve serbest radikal supiriici etkisiyle tubiler limeni yikayarak
obstriiktif silendirleri ve nefrotoksinleri diltie eder, teorik olarak renal i/R hasarim

sinirladig bildirilmistir(86). Baz1 deneysel I/R modellerinde mannitol, artmis renal
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kan akim, oksidatif stresin azalmasi ve tlbuler nekrozun hafiflemesi yoluyla akut
tlbller hasara karsi koruyucu etki gostermistir(77, 86, 87). Ancak Kklinik
caligmalarda elde edilen sonuclar celiskilidir. Yuksek ABH riski tasiyan
erigkinlerde intravaskiler mannitol + hidrasyon ile yalnizca hidrasyonun
karsilastirildig: randomize kontrolli caligmalarin sistematik
derleme-metaanalizinde (9 c¢alisma, 626 hasta) mannitoliin serum kreatininini
azaltmadigi, genel ABH insidansinda hidrasyona ek bir yarar saglamadigi, kontrast
alan hastalarda kontrast nefropatisi riskini olumsuz etkiledigi; yalnizca 1980’lerden
kalma smurl1 verilerde kadaverik bébrek nakli alicilarinda akut bobrek yetmezligi
ve diyaliz ihtiyacini azaltabilecegi bildirilmektedir(77, 88). 22 calismay1 iceren
daha gincel bir sistematik derlemede mannitollin aort cerrahisi, kardiyopulmoner
bypass veya parsiyel nefrektomi gibi girisimlerde kanita dayali bir renoprotektif
ajan olarak onerilemeyecegi vurgulanmistir(4). Akut bobrek hasarinda mannitol
uygulamasin1 inceleyen meta-analizler ve klinik veriler, 6zellikle inme gibi
durumlarda yogun ve tekrarlayan mannitol tedavisinin ABH riskini anlamli
derecede artirabildigini goOstermektedir(89-91). Buna karsin suprarenal aort
klemplenmesi sirasinda 6nceden KBH bulunan hastalarda mannitol kullaniminin
postoperatif diyaliz ihtiyacin1 azaltabildigi, yani se¢ilmis I/R durumlarinda ve
belirli alt gruplarda olas1 renoprotektif etkiler gosterebilecegi bildirilmistir(92, 93).
Tum bu veriler 1s1831nda, mannitoliin renal I/R hasarmi 6nlemedeki olas: etkileri;
hemodiliisyon ve kan vizkozitesinin azalmasina bagl renal kan akimi artisi, tlbul
hilicre sismesini azaltarak filtrasyon yiizeyinin korunmasi, serbest radikal supurici

etkisiyle oksidatif stres ve endotelyal disfonksiyonun azaltilmasi ve limen
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yikamasi ile silendir/nefrotoksin temizligine dayanmakla birlikte, klinik ABH ve
I/R modellerinde bu mekanizmalarin tutarl ve giiglii bir sekilde klinik sonlanimlara
yansimadigi, hatta kontrast nefropatisi veya nérolojik hastalarda ABH riskini
artirabildigi igin guncel kanitlarin mannitoll rutin renoprotektif ajan olarak

desteklemedigi gortulmektedir(4, 77, 88, 89, 94)

2.6 Mirabegron

Mirabegron, selektif bir p3-adrenerjik reseptor agonistidir, Groloji
kliniginde asir1 aktif mesane(AAM) tedavisinde detrisor duz kasindaki [33
reseptorleri aktive ederek mesane kompliyans ve kapasitesini artirir, noktiri,
pollakiiri ve urgency ataklarimi azaltir(95). Renal I/R baglaminda kullanilma
gerekcesi, bobrek ve vaskiler dokuda eksprese edilen B3 reseptorleri tGzerinden
CAMP artis1, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik yolaklarin aktive edilerek akut
bobrek hasarmin smirlandirilabilecegi hipotezidir(96, 97). Bilateral renal I/R rat
modelinde cerrahi indiiksiyondan dnce iki giin boyunca 30 mg/kg oral mirabegron
verilen ¢alismada, mirabegronun serum kreatinin ve BUN dizeylerini, KIM-1,
MCP-1, TNF-a gibi hasar ve inflamasyon belirteclerini, GSK-3p ve NF-kB p65
aktivitesini azalttigi; IL-10, cAMP ve pCREB diizeylerini artirarak bobrek
disfonksiyonunu, histolojik tubtler hasari, inflamasyonu ve apoptozu anlamli
Olglide hafiflettigi gosterilmistir. Bu renoprotektif etkilerinin cAMP/pCREB ve
GSK-3B/NF-kB p65 sinyal yolaklarmin modilasyonu ile iliskili oldugu
belirtilmistir(7). Baska bir modelde HgCl-indiiklenmis ABH’de mirabegronun

B3-reseptor aracili olarak NF-xB p65, iINOS ve proinflamatuar sitokinleri
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baskiladigi, M1/M2 makrofaj polarizasyonunu inhibe ettigi, oksidatif stresi
azalttigi, erken (NGAL, KIM-1, sistatin-C) ve ge¢ (kreatinin, BUN) bobrek hasari
belirteclerini iyilestirdigi bildirilmistir(98). AAM’de yaygin kullaniminin yani sira
B3-reseptdr uyariminin NO-bagimli ve bagimsiz cGMP artigi, RhoA/Rho-kinaz
yolunun inhibisyonu ve vazodilatasyon/anjiyogenez Uzerinden erektil ve kadin
cinsel fonksiyonlarinda potansiyel yararli etkiler saglayabildigi, ayrica direng
damarlarinda ve aortada CcGMP aracili vazorelaksasyon olusturdugu
gosterilmistir(99-103). Bu veriler mirabegronun vazodilatasyon, anjiyogenez ve
anti-apoptotik mekanizmalar yoluyla hipoksi iliskili doku hasarin1 modile

edebilecegini diistindiirmektedir.

2.7 Biyokimyasal Parametreler

2.7.1 HIF 1 alfa ve VEGF

Hipoksinin dokuda oksidatif stresi artirarak HIF-1a iliskili anjiyogenez
yolaklarimi aktive ettigi bilinmektedir(104). Bu yolakta bircok mediatér ve ara
eleman rol oynamaktadir. I/R hasarin1 azaltmak icin tizerinde ¢alisilan farmakolojik
ajanlar bu yolaktaki ara basamaklar1 hedeflemektedir. Doku hipoksisinde, ayrintili
hlicre ici oksijen sensor proteinleri, protein hidroksilaz alani iceren proteinler
(PHD) 1-3 ve HIF-1 ve 2 hiicresel oksijen igerigini analiz eder ve eksik oksijen
kaynagina kars1 koymak icin bir yanit indikler(105). HIF'in artis1 sadece PHD'ler
tarafindan degil, normoksik kosullarda bile NO tarafindan da kontrol edilir. NO,

gen transkripsiyonu ve translasyonundan bagimsiz olarak degradasyonunu
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onleyerek HIF-1a proteininin birikimini etkiler. VEGF, endotelyal hiice hipoksisi
sirasinda HIF-1a bagimli bir sekilde indiklenir, HIF-1a ve 2a anjiyogenezde farkli
roller Ustlendikleri igin birbirlerinin yerine kullanilamazlar(106). HIF-1a. hipoksiye
adaptasyonda rol oynayan cesitli genlerin ekspresyonuna yol actigi icin hipoksiye
kars1 hlicre yanitinin ana diizenleyicisidir(107). HIF, oksijenle diizenlenen bir alfa
alt birimi ve yapisal olarak eksprese edilmis bir beta alt birimi iceren bir
heterodimerik proteindir. Alfa alt birimleri, normoksi sirasinda, iki prolin
kalintisinin PHD'ler tarafindan hidroksilasyonundan sonra esas olarak proteazoma
bagimli bir yol araciligiyla pargalanir. Hipoksi sirasinda, PHD'ler inhibe edilir ve
HIF-10. alt birimi birikir, HIF-1b ile dimerize olur ve VEGF veya eritropoietin
(EPO) gibi anjiyogenez ve doku onariminda rol oynayan genleri iceren HIF hedef
genlerinin ekspresyonunu artirir(106, 108). I/R hasarmm 6nlenmesindeki anahtar
mekanizma, hicre ici bir transkripsiyon proteini olan HIF’in upregilasyonu gibi
gorinmektedir. HIF metabolik adaptasyona, anjiyogeneze, eritropoeze, hiicre
bilyiimesine, hayatta kalmaya ve apoptoza aracilik eder. Iskemik &nkosullama
(IPC) veya hipoksiyi simule eden ilaclar (hipoksi-mimetikler) yoluyla HIF-1a 'nin
upregiile edilmesi, I/R hasarimi azaltmaya yénelik bir yontem olarak arastiriimstir.
HIFnin /R modellerinde iskemik hasara ve toksik nefropatilere karsi nefron
koruyucu roli daha ©nce agiklanmistir(105, 109). Ayrica, bobrek nakli
modellerinde demir selatorleri gibi PHD inhibitérlerinin  kullanilmasi, HIF
indlksiyonunun  tabdler  hicreleri  iskemik  hasardan  korudugunu
gostermektedir(109). Bu arastirmalar HIF-1'in iskemi 6ncesinde veya sirasinda

stabilizasyonda rolinl kanitlamaktadir.
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VEGF, her tirlt kan damarinin fizyolojik ve patolojik olarak biytmesini
anjiogenik ve vaskulojenik slrecler araciligi ile diizenler. Proteolitik enzimlerin
(matriks metalloproteinaz, plazminojen aktivatorii) sekresyonu ve aktivasyonu,
ekstraselltler matriksin yikimmin indiklenmesi, endotel htcrelerin gogl ve
proliferasyonu, damar yapisinin organizasyonu gibi anjiogenezin her asamasinda
rol oynadigi bilinmektedir(110). Hipokside diisiik oksijen basincina maruz
kalmakla Uretilen HIF-1, VEGF geninin promoter bélgesinde HIF-1’i baglayan
yere baglanarak VEGF mRNA 'nin transkripsiyon hizini ve VEGF Uretimini uyarir.
VEGF-A,VEGF-Ailesinde anjiogenez surecinde birinci derecede 6nemli olan

molekildiir(111).

2.7.2 Kaveolin-1

Kaveoller endotelyal, diiz kas, epitel hicreleri ve fibroblast gibi c¢esitli
hlcrelerin plazma membranlarinda lipid yigmlarmin bir alt kimesi olarak
bulunmustur. Kaveoller transitoz, endositoz, hiicre ¢ogalmasinin dizenlenmesi,
diferansiyasyon ve apoptoziste rol almaktadir(112). Kaveol proteinin yapi tasi olan
kaveolinler 3 izoformda bulunmaktadir. Kaveolin-1’in bir¢ok kas dis1 hiicre tipinde
en ¢ok da endotelyal hiicrelerde bulundugu rapor edilmektedir(113). Kaveola ve
kaveolinler, makromolekdllerin  hareketi, sinyal iletim  molekdllerinin
organizasyonu ve doku onariminda yer alan buyime faktorleri ve bunlarin
reseptorleri gibi molekillerle etkilesimi iceren gesitli temel hiicresel fonksiyonlara
sahiptir(114). Iskemik bobrek hasarinda Kaveolin-1'in degisen ekspresyon

paternleri gosterilmistir. Ozellikle, hasarli proksimal tibuler epitelde artmus
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ekspresyon ve yogun noktasal membran ve sitoplazmik ekspresyon
gosterilmistir(115). Apoptoz veya nekroz nedeniyle adezyon 6zelligini kaybeden
veya Olen yarali hlcrelerde yogun Kaveolin-1 ekspresyonu bulunmustur. Renal
tibuler epitelyal ve vaskuler endotelyal kultrleri kullanan in vitro model ¢alisma,
iskemi-reperflizyona g6re modellenen baslaticilarin neden oldugu hasarin,
membrana bagli Kaveolin-1 proteininin sitoplazmaya translokasyonuyla baglantili
oldugunu gostermistir(115). Bu ¢alismalarin sonucunda Kaveola ve Kaveolin-1’in,
renal hicre hasarim azaltmak icin hedeflenecek reseptorler olabilecegi
diistiniilmiistiir. I/R hasarinda Kaveolin-1 miktarinin dokular1 korumak igin artt1g1
belirtilmektedir(116). Kaveolin-1 amin grubu (NH2) iceren iskele bdlgesi,
fosfokinaz C (PKC) ve endoteliyal NO sentaz (eNOS) gibi proteinlerle etkilesime
girer. PKC, eNOS u inhibe eder bdylece endotel hiicrelerinden salinan NO miktari
azalir. Bundan dolay1 Kaveolin-1 gibi PKC yi inhibe eden maddeler slperoksit
uretimini inhibe etmek ve endotel hicrelerinden NO salinimini  artirmak

egilimindedir(113).

2.7.3 KIM-1

KIM-1, proksimal renal tibller epitelin apikal yizeyinde lokalize olan ve
hasarl1 epitelde ylksek dizeyde eksprese edilen bir transmembran glikoproteindir.
Proksimal renal tibuler epitel, bobregin iskemiye en duyarli kismidir. Artmig KIM-
1 seviyesi, tlbuler hasarin siddeti ile iliskilidir. Daha Once yapilmis hayvan
deneyleri ve insan calismalarinda KIM-1 seviyesinin I/R hasarmi1 gosteren bir

belirte¢ oldugu gosterilmistir(117-119). KIM-1’in en erken ve en belirgin artisi

22



idrarda goriilmiis, Uriner KIM-1 serum kreatinin ve diger klasik belirteclerden ¢ok
once ve ¢ok daha yuksek kat artislariyla tubuler hasari gostermistir(120, 121).
Klinik ve meta-analiz verileri de KIM-1’in 6zellikle idrarda Ol¢cimiinin akut
tlbuler hasarin erken ve duyarli bir gostergesi oldugunu, serum KIM-1’in yararh
olmakla birlikte tanisal performansinin Uriner diizeylere benzer veya daha diisiik

oldugunu desteklemektedir(122, 123).

274 TIMP

TIMP-1, MMP’leri inhibe ederek ekstraseltler matriks dongusuni ve doku
yeniden sekillenmesini diizenler; ayrica. MMP’den bagimsiz, blylme faktori—
benzeri ve hiicre adezyonuna bagli sinyal yolaklari Gizerinden hiicre bliyiimesi ve
apoptozu moddule eden sitokin-benzeri etkiler gosterir (124).

TIMP-2, ABH’ye yol acan bir 6éncil durumu gosteren, ABH’nin anahtar
mekanizmas1  olarak  kabul edilen G1 hicre dongisi  durmasinin
biyobelirteclerdendir(125, 126). ABH, hicresel ve molekiler yollardaki
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoz mekanizmalariyla iliskilidir(127). TIMP-2
bu mekanizmalara katilabilir ve bobregin erken hasarini yansitabilir(128). TIMP-
2'nin hasarli tubiler epiteli isaretleyebildigini ve septik ve iskemik hasar
durumunda bobrek stresi igin uyar1 veren sinyaller gonderebildigini gdsteren

kanitlar vardir(129).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden
(GUDAM) 200-250 gram arasinda degisen yaklasik 12 haftalik Wistar-Albino irka
sahip 42 adet erkek rat ile gergeklestirilmistir. Bu deneysel ¢alisma icin Gazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (HADYEK) onay alinmustir
(Karar no: GU.ET-24.110). Tum prosedirler “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” ve Gazi Universitesi deney hayvanlar1 kullanim kilavuzuna

uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.1 Deney Gruplari

Calismada Orneklem biiyikligii G*Power 3.1.9.7 programi kullanilarak
yapilan gug¢ analizi ile hesaplanmustir. Tek yonli ANOVA igin sabit etkiler modeli
kullanilarak, etki biiyikligii f = 0.8, %95 gli¢ ve %5 hata payt a = 0.05 ile yapilan
hesaplamada, 7 grup icin gerekli minimum o6rneklem biyiikligii 42 olarak
bulunmustur. Her grup icin n=6 olmak Uzere ratlar rastgele GUDAM veteriner
hekimi tarafindan bilgisayar tabanli rastgelelestirme ile 7 gruba ayrilmistir.
Biyokimyasal ve histopatolojik analizler, gruplardan habersiz arastirmacilar
tarafindan degerlendirildi.

Grup 1 (Sham Grubu, n=6); I/R prosediirleri olmadan cerrahi insizyon ve
kapama islemleri uygulandi.

Grup 2 (I/R Grubu, n=6); sag renal pedikiil 30 dakika boyunca bulldog

damar klempleri ile oklide edildi ve ardindan 24 saat boyunca reperflizyon
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saglandi(130). Rata uygulanan ventral linea alba kesisi ile karina girildi. Makas ve
pens kullanilarak kunt diseksiyonla kesiden cilt ve deri alti1 katmanlari ayrildi. Sag
bobrek steril cubuklarla kesiden disari itilerek sag bobrek pedikilu agiga ¢ikartildi.
Bobrek Ust ve alt kutuplarini gevreleyen dokulardan dikkatlice ayrildi. Sag bobregin
pedikld, arteri ve veni bulldog klemp ile klemplendi. Tam iskemi, bobregin birkag
saniye icinde kirmizidan mora renk degisikligi ile teyit edildi. iskemiden sonra
30.dakikada vaskiler klemp c¢ikartilarak reperflizyon baslatildi. Bobrek renginin
kirmiziya donmesi reperflizyon gostergesi olarak kabul edildi. Nefrektomi
uygulanarak alinan sag boébrek uzunlamasina ikiye ayrildi, yarisi biyokimyasal
parametrelerin tayini icin, diger yaris1 histopatolojik inceleme amaciyla kullanildu.

Grup 3 (Mannitol Grubu, n=6); Mannitol (bir kez / tek uygulama) lateral
kuyruk veninden intraventz yolla bolus sekilde 1 mL %20 lik dozda(77) verildi.
Uygulamadan 6nce ratlarin kuyruklar1 40-45 ° C’lik sicak suyla isitilarak vendz
dilatasyon saglandi, kuyruk veni tespit edildikten sonra 26 G numarali kandl
kullanilarak 45 derecelik ag1 ile kuyruk venine girilip tek seferde verildi.

Grup 4 (Mirabegron Grubu, n=6); Mirabegron (bir kez / tek uygulama)
ratlara oral gavaj yoluyla 10 mg/kg dozda ¢esme suyuyla taze olarak hazirlanarak
verildi(131). Ratlar 24. Saat sonunda sakrifiye edildi, kan, idrar ve doku érnekleri
topland.

Grup 5 (I/R + Mannitol Grubu, n=6); Rutin klinik uygulamay1 taklit
edecek sekilde iskemiden 15 dakika dnce %20 lik Mannitol, kuyruk veninden 1 mL

dozda lateral kuyruk venlerinden intravendz yolla bolus olarak verildi(130).
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Sonrasinda I/R modeli olusturma basamaklar1 grup 2 ye uygulandigi sekilde
uygulandi.

Grup 6 (I/R + Mirabegron Grubu, n=6); I/R prosediiriinden 4 saat
oncesinde(132, 133) 10 mg/kg mirabegron oral gavaj yoluyla verildi ve sonrasinda
I/R modeli olusturma basamaklar1 grup 2 ye uygulandig: sekilde uyguland.

Grup 7 (/R + Mannitol +Mirabegron Grubu, n=6); I/R prosediriinden
4 saat 6ncesinde 10 mg/kg mirabegron oral gavaj yoluyla, %20 lik Mannitol 1 mL
dozda iskemiden 15 dakika 6nce lateral kuyruk veninden intravendz yolla bolus
sekilde verildi ve sonrasinda I/R modeli olusturma basamaklar1 grup 2 ye

uygulandigi sekilde uygulandi.

3.2 Cerrahi Prosediir ve I/R Modeli Olusturulmasi

Deney oncesinde, ratlara 50 mg/kg dozunda Ketamin (Ketalar® % 10,
Pfizer) ve 5 mg/kg dozunda Xylasin (Rompun®, Bayer) intraperitoneal yolla
verilerek anestezi saglandi. Hayvanlar sirt Ustll yatirildiktan sonra karin bolgesi tiras
edildi ve %10’luk povidone-iodine (Batidex®, Tosel) soliisyonu ile dezenfekte
edildi.

Sol bdobrek pedikili gonadal ve adrenal vaskiler yapilarla iliskili
oldugundan komplikasyon ve etkilenimi azaltmak icin iskemi reperflizyon
modelinde sag bobrek tercih edildi. Cerrahi islem tek bir operat6r tarafindan
uygulandi. Orta hat laparotomi ile abdominal alana erisilip sag bobrege ulasildi ve
hilus/pedikiil izole edildi. Iskemi uygulanan gruplarda 30 dakika siireyle bulldog

damar klempleri yardim ile iskemi gerceklestirildi. Iskemi esnasinda, karmn ici

26



organlar isitilmis % 0,9’luk steril salin soliisyonu ile nemlendirildi ve batin gegici
olarak kapatildi. iskemi stresinin (30 dk) tamamlanmasmin ardindan klempler
dikkatlice ¢ikarildi ve reperfizyon asamasina gegildi. Sag bobregin renginin
normale dondigi, kan akiginin tekrar saglandigi 1-2 dakika gozlemlenerek
dogrulandi. Anestezi seviyesi bu slre¢ boyunca surekli olarak izlendi. Ardindan
karmn cildi primer olarak kapatildi. Satirlerin cilt yizeyinde kalacak ucu ratlarin
kemiremeyecegi kadar kisa birakilarak kesildi. 24 saat sonra reperflizyon fazi

tamamlaninca sakrifikasyona gecildi.

H i
Sekil 1. Iskemi Reperfiizyon Modeli Asamalar1

a) Normal gériinimli bobrek dokusu, vaskiiler klemp yerlestirilme asamasi (iskemi baslangici)

b) Iskeminin 30.dakikasinda bébrek dokusu rengi koyulasmis (Iskemi fazi)

c) Vaskuler klempin gikartilmast ile reperflizyon baglamig, kanlanmaya baslayan alanlar ile koyu
renkli alan arasinda demarkasyon hatt1 goriinmektedir. (Reperfiizyon fazi)
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3.3 Mannitol Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Mannitol uygulamalart igin ticari serum seklinde hazirlanmis %20’lik
mannitoliin 100 cc suda intravendz inflizyon ¢ozeltisi temin edildi. Mannitol 1 mL
dozda iskemiden 15 dakika 6nce lateral kuyruk veninden intraven6z yolla bolus

sekilde verildi(130).

3.4 Mirabegron Hazirlanmasi ve Uygulamasi

Mirabegron Sigma marka (CAS Numarasi: 223673-61-8, SML2480) saf
etken madde halinde temin edilmistir. I/R prosediiriinden 4 saat éncesinde ratlarin
tek seferde igebilecegi sivi miktar1 olan 0.5 cc ¢esme suyu icinde 10 mg/kg

mirabegronun ¢dziinmesi saglandi ve oral gavaj ile verildi(131).

3.5 Idrar, Serum ve Doku Orneklerinin Eldesi

Ratlar gruplarina gore cerrahi prosedir uygulanmasi, ilag verilmesi ve/veya
I/R prosediirlerinden sonra tek tek metabolik kafeslere alinarak barindirildi ve 24
saat boyunca genel durumlari izlendi.

Bu strrecte metabolik kafeste 24 saatlik idrarlar1 toplanarak idrar hacimleri
kayit altina alindi. 24 saatlik idrar total protein ve kreatinin dizeyleri ayn1 gin
Roche Cobas ¢703 biyokimya otoanalizériinde standart laboratuvar yéntemlerle
6lcldi. Kalan idrarlar porsiyonlanarak -80°C de ¢alisma glnune kadar saklandi.

24 saatin sonunda, ksilazin (5 mg/kg) kas ici yolla ve ketamin (45 mg/kg)
kas ici yolla olacak sekilde derin anestezide intrakardiyak yoldan sag atriuma 21G

enjektor ile girilerek 6-7 ml kan 6rneklemesi gergeklestirilerek hayvanlar feda
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edildi, kanlar sar1 kapakli jelli kan alma tlplerine konuldu, 3000 rpm de 10 dk
santrifaj edildi.

Ayrilan serumlardan ayni gin Roche Cobas ¢703 biyokimya
otoanalizoriinde standart laboratuvar yontemlerle serum BUN ve kreatinin dlzeyi
olcglldu. Kalan serumlar porsiyonlanarak -80°C de ¢aligsma giinline kadar saklandi.

Histopatolojik ve biyokimyasal doku analizleri igin sag bobrek cikartildi.
Almman bobrek doku Ornekleri uzunlamasina ikiye bolindi; bir yarisi
immunhistokimya boyamalari i¢in %10’luk paraformaldehit i¢inde 24 saat boyunca
sabitlendi, diger yaris1 ise hizlica sivi azota atilarak donduruldu, diger biyokimyasal

parametrelerin ¢alisilma zamanina kadar derin dondurucuda -80°C’de saklandi.

Sekil 2. Sakrifikasyon sonrasi ratlardan elde edilen normal gérinimde (Ustteki) ve
iskemik goriintimde (alttaki) uzunlamasina ikiye ayrilmis bobrek dokulari
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3.6 24 Saatlik Idrarda Protein Diizeyinin Ol¢iim Prensibi

Idrar protein diizeyi kolorimetrik yontem ile belirlendi. Bu yontemde
proteinler, asidik ortamda kompleks olusturucu boya (pirogallol kirmizisi) ile
reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturur. Olusan renk yogunlugu
spektrofotometrik olarak ol¢tlir ve drnekteki toplam protein konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. Sonugclar 24 saatlik idrar hacmine (dl) oranlanarak mg/giin olarak

verildi.

3.7 Rat Idrar ve Serum Kreatinin Olgiim Prensibi

Serum ve 24 saatlik idrar kreatinin dlizeyi, tam otomatik biyokimya
analizorinde kinetik Jaffe yontemi kullanilarak belirlendi. Bu yontemde kreatinin,
alkali ortamda pikrik asit ile reaksiyona girerek turuncu-kirmizi renkli bir kreatinin-
pikrat kompleksi olusturur. Olusan renkli kompleksin absorbansi belirli bir dalga
boyunda (genellikle 500-520 nm araliginda) spektrofotometrik olarak ol¢ulir.
Reaksiyonun kinetik olarak izlenmesi, 6zgilliigi artirmak amaciyla interferans
olusturan maddelerin etkisini azaltmaya yoneliktir. Olgiilen absorbans degisimi,
ornekteki kreatinin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Serum kreatinin degerleri
mg/dl, idrar kreatinin dizeyi 24 saatlik idrar hacmine (dl) oranlanarak mg/gin

olarak verildi.

3.8 Rat Serum BUN Olciim Prensibi

Serum Ure dizeyleri, enzimatik ultraviyole yontemi ile belirlendi. Bu

yontemde Ure, Ureaz enzimi tarafindan amonyak ve karbondioksite hidrolize edilir.
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Aciga cikan amonyak, glutamat dehidrogenaz (GLDH) enzimi varliginda a-
ketoglutarat ile reaksiyona girerek glutamat olusturur. Bu reaksiyon sirasinda
NADH, NAD*"a oksitlenir. NADH’nin azalmasi, 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik  olarak  Olculir.  Absorbans degisimi, Ornekteki Ure
konsantrasyonu ile ters orantilidir. Serum Ure degerleri 2.14 e bolunerek BUN
seviyeleri  hesaplanmustir, sonuclar  mg/dl  olarak  verilmistir  (Ure

(mg/dL)=BUNx2.14).

3.9 Kreatinin Klirensi Hesaplanmasi

Bébrek fonksiyonunun degerlendirilmesinde glomerler filtrasyon ve
tlballer klirens gostergeleri olarak glomertler filtrasyon hizi (MGFR) ve kreatinin
klirensi (ACLARA) parametreleri kullanilmistir. ACLARA hesaplanirken 24
saatlik idrar Kkreatinin konsantrasyonu, idrar hacmi, serum kreatinin dizeyi ve
hayvan viicut agirligi dikkate alinmistir (32). ACLARA, kreatininin bobreklerden
atilim hizin1 gosteren bir indeks olarak degerlendirilmis ve asagidaki formdl
kullanilarak hesaplanmaistir:

ACLARA (eCrCL) = Idrar Kreatinini x24 saatlik idrar hacmi/ Plazma
KreatininixVicut agirlig

MGFR ise serum Kkreatinin diizeyine dayali uygun hesaplama formulu
kullanilarak elde edilmis ve bobregin filtrasyon kapasitesini dolayli olarak yansitan
bir parametre olarak degerlendirilmistir.

MGFR = Idrar Kreatinini x24 saatlik idrar hacmi/ Plazma Kreatininix1440
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3.10 Rat idrar ve Serum KIM-1, Bébrek Dokusunda HIF-1a , VEGF-A,

Kaveolin-1, TIMP-1 ve TIMP-2 Duzeylerinin Belirlenmesi

Serumda ve 24 saatlik idrarda KIM-1 duzeyini belirlemek icin sandvig
ELISA metodu ile 6l¢im yapan BT Lab marka ( Shanghai, China, E0549Ra) ticari
kit kullanildi.

Bobrek dokulari ¢alisilacagi zaman dondurucudan ¢ikarilip 1/10 oraninda
(100 mg doku, 900 mikrolitre PBS) fosfat buffer salin (PBS) ile homojenize edildi,
kullanilan ticari kitin 6nerileri dogrultusunda santrifilj edilerek doku homojenatinin
siipernatantindan sandvi¢ ELISA metodu ile ticari kit kullanilarak 6lguildi. HIF-1a
(BT Lab, Shanghai, China, E0210Ra), VEGF-A (Elabscience, Texas, USA, E-EL-
R2603), Kaveolin-1 (BT Lab, Shanghai, China, EO354Ra), TIMP-1 (BT Lab,
Shanghai, China, E0322Ra) ve TIMP-2 (BT Lab, Shanghai, China, E0323Ra) eliza
Kitleri icin ¢alisma ici ve glinler aras1 CV <%10 idi. Sonuclar doku protein diizeyine
oranlanarak mg protein basina verildi.

Sandvig elisa yonteminde oOlcilecek antijeni (KIM-1, HIF-1a, VEGF-A,
Kaveolin-1, TIMP-1 ve TIMP-2) sandviclemek icin iki spesifik antikor kullanilir;
bunlar genellikle eslesmis antikor ¢iftleri olarak adlandirilir. Ticari kitte yakalama
antikoru ile c¢oklu kuyucuklu mikroplaka kaplanmistir. Mikroplakada ilgili
kuyucuklara 6lcum yapilacak 6rnekler, kalibratér ve i¢ kalite kontrol numuneleri
eklenir ve Olcilecek proteinin/antijenin baglanmasi icin inklbe edilir. Daha sonra
biyotin ile konjuge bir tespit antikoru eklenir ve bu ikinci antikor hedef protein
uzerindeki ek bir epitopa baglanir. Streptavidin-HRP ile biyotin birleserek immin

kompleks olusumu saglanmis olur. Inkiibasyon ve yikama sonrasinda baglanmamus
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enzimler uzaklastirilir. Uzerine enzimin substrat1 pipetlenir ve 6rnekte bulunan
analit miktariyla orantili bir renk uUretilir. Reaksiyonu durdurmak igin asitli bir
sollisyon eklenir. Standart ve numunelere ait absorbanslar reaksiyon sonunda
olusan renge gore uygun dalga boyunda ol¢ulur. Standart konsantrasyonlari ve
absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen forml kullanilarak

calisma orneklerinin hormon/antijen konsantrasyonlar1 hesaplanir.

3.11 Doku Protein Duizeyi Olgimii

Biyokimyasal parametreleri 6l¢tiigiimiiz doku siipernatantindan Bradford
yontemi ile total protein dizeyi O6lculdi (Otto Scientific, Ankara, Turkiye,
Otto3057)(134). Bradford protein konsantrasyonunun hizli, hassas ve pratik bir
sekilde belirlenmesini saglayan spektrofotometrik bir analiz teknigidir. Bu yontem
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi sonucu meydana
gelen renk degisimine dayanir. Asidik ortamda kirmizi-kahverengi formda bulunan
boya, proteinlerle etkilesime girdiginde mavi renge doniisiir ve bu doniistim 595 nm
dalga boyunda o6lgllir. Elde edilen absorbans degeri, standart protein ¢ozeltileri
kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi ile karsilagtirilarak Ornekteki protein
miktar1 hesaplanir. Dokulardaki protein diizeyi mg protein/ml olarak hesaplanmus,

dokuda ¢alisilan parametreler bu sonuca oranlanarak verilmistir.

3.12 Histopatolojik Degerlendirme

Rat nefrektomi materyalleri dncelikle %10’luk formaldehit sollisyonunda

fikse edilmis, tamami 6rneklenmis, klasik doku takip prosedurlerinden gegirilmis,
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parafine gomiilmiis ve 4 mikrometre kalinligindaki kesitler alinarak hematoksilen
& eozin boyal1 preparatlar hazirlanmistir. Bu preparatlar tek bir patolog tarafindan
incelenerek yeterlilikleri degerlendirilmis ve tum dokular yeterli bulunmustur.
Tubdler zedelenme icin tubll firgcams1 kenarinda kayip, apoptotik hiicre varligi,
tlbuler silendir formasyonu varligi, tlbdl epitel hicrelerinde nekroz varlig:
degerlendirilmistir. 0= Yok, 1= <%10 tibdl, 2= %10-50 tubil, 3= >%50 tubl
olarak skorlanmustir. Sonrasinda formalin ile fikse, parafine goémuli bu dokulara ait
4 mikrometre kalinligindaki Kesitler pozitif sarjli lamlara alinmistir. TIMP-1
(Genetex, Rabbit Poliklonal, 1:200 diliisyon), TIMP-2 (Proteintech, Rabbit
Poliklonal, 1:200 dilisyon), Kaveolin-1 (Proteintech, Rabbit Poliklonal, 1:200
dilusyon) ekspresyonunu belirlemek icin, Ultraview Universal DAB Detection Kit
kullanilarak streptacidin-biyotin c¢lu indirekt imminoperoksidaz ile otomatik
immunhistokimyasal boyama yodntemiyle Ventana Benchmark XT cihazinda
boyama yapilmistir. Pozitif kontrol olarak TIMP-1 ve TIMP-2 icin kolon
adenokarsinom, Kaveolin-1 icin diiz kas dokusu kullanilmistir. Degerlendirme
yapilirken hicrelerin sitoplazmik olarak pozitif olmasi dikkate alinmistir. TUm
immunohistokimyasal belirteclerin yayginlhig: ve siddeti degerlendirilmistir.

Ekspresyon yaygimligi igin skorlama:

0= Yok, 1= <%10 tibil, 2= %210-50 tubil, 3= >%50 tubl.

Ekspresyon siddeti icin skorlama:

0= negatif, 1= Zayif, 2= Orta, 3= Siddetli(135)
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3.13 istatistiksel Analiz

Tlm istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics (strim 28.0, IBM Corp.,
Armonk, NY, ABD) programi kullanilarak gergeklestirildi. Tek yonli ANOVA igin
sabit etkiler modeli kullanilarak, etki biyiikliigii f = 0.8, %95 gi¢ ve %5 hata pay1
a =0.05 ile yapilan hesaplamada, 7 grup i¢in gerekli minimum 6rneklem biiytikligi
42 olarak bulunmustur. Degiskenlerin dagilim Ozellikleri, grup basma diisiik
orneklem sayis1 (n=6) nedeniyle Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Cogu
parametre normal dagilim gostermediginden, parametrik olmayan yontemler tercih
edildi. Gruplar arasi1 karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis testi uygulandi; anlaml
fark saptanan degiskenlerde ikili karsilastirmalar Dunn-Bonferroni diizeltmeli post
hoc analizle yapildi. Sonuclar ortanca, ¢eyrekler araligi (IQR) ve minimum-—
maksimum degerler seklinde sunuldu.

Histopatolojik veriler ordinal 6zellikte oldugundan, bu veriler de parametrik
olmayan testlerle analiz edildi. Kruskal-Wallis testleri igin etki biiyiikliigii eta-kare
(m?, Mann-Whitney U testleri icin sirali biserial korelasyon katsayist (r) ile

hesaplandi.
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4. BULGULAR

Caligsmada idrar, serum ve doku o6rneklerinden elde edilen biyokimyasal ve
histopatolojik veriler Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis, anlaml1 fark saptanan
degiskenler icin Dunn-Bonferroni duzeltmeli post-hoc analiz uygulanmustir,
0.05/21=0.002 ve altindaki p degerleri anlamli kabul edilmistir. TUm gruplarda
n=6"dir. Tim sonuglar tablo 1,2 ve 3 de Ortanca (1. ve 3. ¢eyrek; Min: Minimum
ve Max: Maksimum ) olarak ifade edilmistir.

Calismada gruplara ait 24 saatlik idrar hacimleri, total protein, total
kreatinin ve idrar KIM-1 duzeylerine iliskin tanimlayic istatistikler Tablo 1’de
sunulmustur. Gruplar arasinda bu parametreler agisindan yapilan Kruskal-Wallis
testi analizinde, 24 saatlik idrar hacmi (p=0,000) ve idrar KIM-1 dizeyleri
(p=0,000) bakimindan istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir. Idrar hacmi
ortanca degerleri incelendiginde, Sham grubuna kiyasla I/R ve tedavi gruplarinda
artis egilimi gdzlenmis olup en yiiksek ortanca degerin I/R+Mannitol+Mirabegron
grubunda oldugu gériilmiistiir. Benzer sekilde, idrar KIM-1 dizeylerinin 1/R
grubunda arttig1, tedavi uygulanan gruplarda ise azalma egilimi gosterdigi dikkati
¢cekmistir (Tablo 1).

Buna karsin, total protein (p=0,113) ve total kreatinin (p=0,052) dlzeyleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Total
kreatinin degerlerinde sinirda anlamlilik g6zlenmesine ragmen, bu fark istatistiksel

olarak anlamli degildir (Tablo 1).
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24 saatlik idrar hacmi dizeylerinde saptanan genel farkliligin hangi
gruplardan kaynaklandigini belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni duzeltmesi ile
diizeltilmis  ¢oklu karsilagtirmalar sonucunda ise gruplar arast ikili
karsilastirmalarda Sham ve Mirabegron grubu arasinda, I/R ve Mirabegron grubu
arasinda, Mannitol ve Mirabegron grubu arasinda, Mirabegron grubu ile
I/R+Mannitol, I/R+Mirabegron ve I/R+Mannitol +Mirabegron gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (tim karsilastirmalarda
p<0,002).

Idrar KIM-1 dizeylerinde saptanan genel farkliligin hangi gruplardan
kaynaklandigini belirlemek amaciyla yapilan Bonferroni diizeltmesi ile diizeltilmis
coklu karsilastirmalar sonucunda ise gruplar arasi ikili karsilastirmalarda

istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0,002).
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Tablo 1. 24 saatlik idrar Hacmi, 24 saatlik Idrar Protein, Kreatinin ve KIM-1

dizeyleri
idrar Total Total idrar
Grup Hacmi Protein Kreatinin | KIM1
ml/24saat | mg/24saat | mg/24saat | ng/24
saat
Ortanca 3,75 12,47 7,38 0,34
Minimum 3,00 11,32 4,23 0,20
Sham Maksimum 5,25 15,55 10,88 0,67
Ceyreklik 25 3,00 11,96 5,22 0,29
75 5,06 13,36 10,28 0,50
Ortanca 6,00 13,70 4,63 0,40
Minimum 5,50 11,87 3,92 0,30
i/R Maksimum 6,50 15,07 6,14 0,60
Ceyreklik 25 5,50 12,32 4,08 0,31
75 6,12 14,93 5,49 0,46
Ortanca 7,50 12,93 6,37 0,26
Minimum 7,00 10,64 4,38 0,20
Mannitol Maksimum 8,00 14,16 10,96 0,48
Ceyreklik 25 7,00 11,88 5,33 0,20
75 8,00 14,04 9,88 0,35
Ortanca 11,00abec 17,51 7,33 0,20
Minimum 11,00 14,52 6,47 0,14
Mirabegron Maksimum 11,00 22,14 12,65 0,36
Ceyreklik 25 11,00 14,68 6,57 0,16
75 11,00 21,32 11,05 0,26
Ortanca 10,00¢ 14,73 8,14 0,26
Minimum 9,00 12,50 6,10 0,12
i/R+Mannitol Maksimum 10,50 27,60 10,79 0,35
Ceyreklik 25 9,37 12,79 6,75 0,15
75 10,50 24,80 9,35 0,33
Ortanca 13,00¢ 12,12 6,81 0,23
Minimum 12,00 8,76 4,40 0,14
i/R+Mirabegron Maksimum 15,00 20,93 11,56 0,30
Ceyreklik 25 12,37 8,88 5,65 0,15
75 15,00 20,30 8,57 0,27
Ortanca 18,50¢ 14,40 7,59 0,12
Minimum 17,00 10,20 5,76 0,08
i/R+Mannitol+Mirabegron| Maksimum 28,00 26,10 9,05 0,15
Ceyreklik 25 17,37 10,66 6,92 0,09
75 22,00 20,80 8,96 0,14

a: Sham grubu ile karsilagtirmada p<0.002
b:I/R grubu ile karsilastirmada p<0.002
c:Mannitol grubu ile karsilagtirmada <0.002

d: Mirabegron grubu ile karsilagtirmada <0.002

Calismada serum kreatinin, BUN, serum KIM-1, mGFR ve ACLARA
parametrelerine ait tanimlayici istatistikler Tablo 2’de sunulmustur. Gruplar

arasinda bu parametreler agisindan yapilan Kruskal-Wallis testi analizinde; serum
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kreatinin (p=0,585), BUN (p=0,688), serum KIM-1 (p=0,658), mGFR (p=0,737) ve
ACLARA (p=0,735) degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir (p>0,05). Elde edilen bulgular, incelenen serum
parametrelerinin ¢alisma gruplar1 arasinda benzer dagilim gosterdigini ortaya

koymaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Serum Kreatinin, BUN ve KIM-1 diizeyleri

Serum BUN Serum mGFR | ACLARA

Grup Kreatinin| mg/dl KiM1 ml/dk | (eCrCL)
mg/dl ng/ml ml/dk

Ortanca 0,49 21,50 2,20 0,95 0,61

Minimum 0,45 17,8 1,65 0,62 0,51

Sham Maksimum 0,58 35,4 4,38 1,69 0,73

Ceyreklik 25 0,45 18,85 1,84 0,65 0,58

75 0,55 27,37 3,44 1,57 0,66

Ortanca 0,42 25,45 2,95 0,72 0,71

Minimum 0,33 19,8 1,85 0,54 0,57

i/R Maksimum 0,53 28,4 3,57 1,27 0,95

Ceyreklik 25 0,33 21,75 2,39 0,62 0,57

75 0,52 27,65 3,31 1,03 0,89

Ortanca 0,48 20,30 2,47 1,07 0,67

Minimum 0,34 13,9 2,38 0,32 0,39

Mannitol Maksimum 0,95 28,0 3,69 1,64 0,98

Ceyreklik 25 0,38 16,37 2,39 0,38 0,55

75 0,64 25,22 3,09 1,60 0,78

Ortanca 0,57 25,00 2,79 0,82 0,54

Minimum 0,38 19,5 1,42 0,65 0,46

Mirabegron Maksimum 0,70 27,3 3,31 2,64 0,94

Ceyreklik 25 0,44 21,45 1,67 0,68 0,47

75 0,67 25,72 3,12 2,40 0,81

Ortanca 0,54 24,15 2,98 1,22 0,60

Minimum 0,35 14,0 2,54 0,75 0,41

i/R+Mannitol Maksimum 0,72 27,1 3,53 2,08 0,92

Ceyreklik 25 0,35 18,12 2,54 0,82 0,47

75 0,66 26,87 3,18 1,72 0,88

Ortanca 0,47 20,60 3,06 1,00 0,65

Minimum 0,38 13,3 2,27 0,56 0,43

i/R+Mirabegron Maksimum 0,70 32,4 3,76 2,12 0,93

Ceyreklik 25 0,37 16,37 2,63 0,70 0,51

75 0,58 30,60 3,44 1,39 0,90

Ortanca 0,56 22,35 2,48 0,95 0,55

Minimum 0,43 14,9 1,90 0,88 0,34

i/R+Mannitol+Mirabegron | Maksimum 0,95 25,9 3,26 1,23 0,73

Ceyreklik 25 0,43 17,97 2,02 0,91 0,40

75 0,74 25,30 3,15 1,08 0,70
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Bobrek dokusunda HIF-1a, VEGF-A, Kaveolin, TIMP-1 ve TIMP-2
diizeylerine ait tanimlayict istatistikler Tablo 3’de sunulmustur. Gruplar arasinda
bu parametreler acisindan yapilan Kruskal-Wallis testi analizinde HIF-1a
(p=0,153), VEGF-A (p=0,491), Kaveolin-1 (p=0,610), TIMP-1 (p=0,284) ve
TIMP-2 (p=0,097) dizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p>0,05).

Bununla birlikte, ortanca degerler incelendiginde bazi parametrelerde grup
bazli belirgin egilimler dikkati ¢ekmektedir. HIF-1a dizeylerinin 6zellikle
Mannitol ve I/R+Mannitol gruplarinda Sham grubuna kiyasla daha yiiksek ortanca
degerler gosterdigi, VEGF-A ekspresyonunun I/R+Mannitol grubunda artis egilimi
sergiledigi, Kaveolin-1 diizeylerinde ise gruplar arasinda daha heterojen bir dagilim
bulundugu gdzlenmistir. TIMP-2 diizeylerinin ézellikle I/R+Mirabegron grubunda
diisiis egilimi gostermesi dikkat ¢ekmekle birlikte, bu degisimler istatistiksel
anlamlilik diizeyine ulasmamustir.

Genel olarak elde edilen bulgular, bébrek dokusunda incelenen anjiyogenez,
hipoksi yanit1 ve ekstraselliler matriks diizenlenmesine ait belirteclerde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadigini, ancak bazi tedavi
gruplarinda  yonsel biyolojik  degisim egilimlerinin mevcut oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 3. Bobrek Dokusu HIF 1 «,

VEGF-A, Kaveolin 1, TIMP 1 ve TIMP 2

dizeyleri
Bobrek | Bobrek Bobrek | Bobrek | Bobrek
HIFla | VEGFa | Kaveolin-1 | TIMP1 | TIMP2
Grup

ng/mg | pg/mg ng/mg ng/mg | ng/mg
protein | protein protein | protein | protein
Ortanca 0,89 707 14,845 1,46 18,90
Minimum 0,77 510 11,0 ,98 13,6
Sham Maksimum 1,40 903 16,7 1,70 27,6
Ceyreklik 25 0,79 646 11,50 1,27| 16,15
75 1,10 841 16,17 166| 2527
Ortanca 0,85 682 11,28 162| 1585
Minimum 0,59 503 75 1,40 5,8
i/R Maksimum 1,07 998 23,1 1,99 24,7
Ceyreklik 25 0,71 588 7,73 1,42| 10,15
75 1,03 819 16,73 1,96| 22,30
Ortanca 1,39 735 11,94 155| 15,35
Minimum 0,51 536 5,4 1,00 5,5
Mannitol Maksimum 1,74 1844 27,0 2,06 18,5
Ceyreklik 25 0,72 555 9,47 1,33 6,77
75 1,53 1130 19,28 1,81| 18,50
Ortanca 1,06 784 13,29 1,83| 2355
Minimum 0,86 652 11,8 1,63 16,1
Mirabegron Maksimum 1,89 1035 20,4 2,97 35,9
Ceyreklik 25 0,86 668 12,16 1,73| 18,12
75 1,44 923 15,60 251 2727
Ortanca 1,44 708 15,12 1,80 21,40
Minimum 0,88 630 12,0 73 13,9
i/R+Mannitol Maksimum 1,68 1805 27,0 2,80 26,2
Ceyreklik 25 0,89 667 12,40 127 17,72
75 1,63 1029 19,63 2,43| 26,05
Ortanca 0,93 754 12,31 1,50 9,65
Minimum 0,53 699 8,4 72 3,0
i/R+Mirabegron Maksimum 1,20 848 23,8 3,05 29,9
Ceyreklik 25 0,67 723 10,76 1,11 7,27
75 1,17 809 17,94 2,01| 20,82
Ortanca 1,01 573 12,19 169| 18,55
Minimum 0,76 467 8,7 1,16 4,8
. . . Maksimum 1,29 869 20,0 2,39 38,4
I/R+Mannitol+Mirabegron 25 0.80 469 9,40 123 8.70

Ceyreklik
75 1,25 774 15,48 196| 2580
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I/R grubunda tilbil hasar1 (fircams1 kenar kaybi, nekroz, silindir
formasyonu) anlamli sekilde arttig1 (p=0.001-0.003), apoptoz skorunun yiikseldigi
(p=0.001) tespit edilmistir. I/R modelinin basarili sekilde hasar olusturdugu ortaya
konmustur.

Tubul firgamsi kenarinda kayip (p<0.001), tubdler silindir formasyonu
(p<0.001), apoptotik hiicre varligi (p<0.001) ve tibul epitel nekrozu (p<0.001)
skorlar1 ag¢isindan gruplar arasinda anlamli fark saptandi. Grup 5, 6 ve 7 bu
parametrelerde en ylksek ortanca degerlere sahipti. Grup 2’ye kiyasla Grup 5, 6 ve
7°deki artislar istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.05). Grup 1’e gore tiim I/R iceren
gruplarda patolojik skorlar artmis olarak izlendi.

TIMP-1 ve TIMP-2 immunohistokimyasal yayginlik ve c¢arpim skorlar
acisindan da gruplar aras1 anlamli fark gozlendi (p<0.001). Her iki belirte¢ igin

Grup 6 ve Grup 7 bu parametrelerde en yiiksek degerlere ulasti.
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Tablo 4. Histopatolojik Parametrelerin Gruplar Arasinda Dagilimi

Parametre

Sham

iR

Mannitol

Mirabegron

iR+
Mannitol

iR+
Mirabegron

iR+
Mannitol +
Mirabegron

Tubdl
Fircamsi
Kenar
Kayb:

0(0-0, 0-1)

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2, 0-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.001

Apoptotik
Hicre Skoru

0(0-0, 0-1)

1(0-1,0-2)

2 (1-2,0-2)

2 (1-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.001

Tubuler
Silindir
Formasyonu

0 (0-0, 0-1)

1(0-1, 0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2, 0-3)

3(2-3, 1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.002

Tubul Epitel
Hucre
Nekrozu

0 (0-0, 0-1)

1(0-1,0-2)

2 (1-2, 0-3)

2 (1-3, 1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.003

TIMP-1
Siddet Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2,0-3)

2 (1-2,0-3)

2 (1-2,0-3)

2 (1-3,1-3)

2(1-3,1-3)

0.326

TIMP-1
Yayginhk
Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2, 0-3)

2 (1-3, 0-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.004

TIMP-1

Carpim
Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2,0-3)

2 (1-3,0-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.005

TIMP-2
Siddet Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2, 0-3)

2 (1-2,0-3)

2 (1-2, 0-3)

2(1-3,1-3)

2(1-3,1-3)

0.482

TIMP-2
Yayginhk
Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2,0-3)

2 (1-3,0-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.002

TIMP-2

Carpim
Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

2 (1-2,0-3)

2 (1-3,0-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

3(2-3,1-3)

0.003

Kaveolin-1
Yayginhk
Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

0.612

Kaveolin-1
Siddet Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

0.576

Kaveolin-1

Carpim
Skoru

1(0-1,0-2)

1(0-2,0-2)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

1(0-2,0-3)

0.583

Veriler ortanca (IQR, min—-maks), n = 6 olarak verilmistir.
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Sekil 3. Grup 7’de rat bobrek dokusuna ait histopatolojik (H&E) ve
immunohistokimyasal (TIMP-2 ve kaveolin) bulgular

Goruntd, Grup 7°de yer alan 6 numarali ratin bébrek dokusuna aittir.

(a) Epitel hiicre dokilmesi, apoptoz ve ¢iplak bazal membran alanlari (0k) ile karakterize tubuler
hasar (H&E, x200 biyiitme).

(b) Proksimal tuibtllerde TIMP-2 ekspresyonu (immiinoperoksidaz, x400 biyitme).

(c) Proksimal tiibiillerde kaveolin ekspresyonu (immiinoperoksidaz, x400 buyitme).

Sekil 4. Rat bobrek dokusunda TIMP-1 imminohistokimyasal ekspresyonu (x120
blyutme)

Goruntd, Grup 7°de yer alan 6 numarali ratin bébrek dokusuna aittir.

44



5. TARTISMA

Kuclik bobrek kitlelerinin standart cerrahi tedavisi olan parsiyel
nefrektomide timor rezeksiyonu esnasinda kanama kontrolt icin vaskuler
klempleme sikca basvurulan bir yontemdir. Bu asamada gelisen I/R hasarim
azaltmaya yonelik literatiirde uzlasilmis bir 6neri bulunmamakla birlikte c¢esitli
antioksidan, antiinflamatuar ve mikrosirkilasyonu koruyucu stratejiler
denenmektedir. Bu deneysel calismada bobrek I/R hasarinda mannitol ve
mirabegronun potansiyel renoprotektif etkileri arastirilmis, Klasik histopatolojik
skorlama ve biyokimyasal oksidatif stres parametrelerinin yani sira yeni
biyobelirtecler kullanilarak renal hasarin daha duyarli bigimde ortaya konmasi
amaclanmustir.

Calismamizda /R grubunda sham grubuna gére belirgin fonksiyonel
bozulma, oksidatif stres artis1 ve tubulointerstisyel hasar gozlenirken, mannitol ve
mirabegron verilen gruplarda biyokimyasal ve histopatolojik diizeyde koruyucu
etkiler gorilmemistir. Bu bulgular, I/R hasarmi azaltmada kullanilabilecek
ajanlarin ve tedavi dozlarinin dikkatle secilmesi gerektigini, herhangi bir molekdlun
literattirde henuiz net bir 6neri diizeyine ulasamadigini destekler niteliktedir.

Mannitol, ozmotik dilretik ve serbest radikal temizleyici 6zellikleri
nedeniyle hem deneysel i/R modellerinde hem de klinik ABH senaryolarinda uzun
stredir renoprotektif bir ajan adayr olarak degerlendirilmektedir. Ancak
literatiirdeki bulgular oldukca celiskilidir. Renal I/R sirasinda artan intratubuler

basing, viskozite ve filtrat stazinin yan1 sira silendirlerin ve kristallerin limende
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birikimi thbuler obstriksiyon ve ikincil iskemiye katkida bulunur; mannitolin
ozmotik ditrezi, lumeni yikamas: ve intrattbller viskoziteyi azaltict etkisi bu
mekanizmalara kars1 teorik bir avantaj sagladigi belirtilmektedir (osmotik
deswelling—mikrosirktlasyon hipotezi)(136). Calismamizda mannitol, mirabegron
ve kombinasyon tedavisinin I/R kaynakli biyokimyasal bobrek hasari belirtecleri
Uzerinde anlamli bir iyilestirici veya kotiilestirici etkisi gosterilmemisken bazi
histopatolojik belirtecler Gizerinde olumsuz etkilere sahip olabilecegi gosterilmistir.

Rat renal I/R modellerinde mannitol; kreatinin, BUN, kreatinin klerensi,
NGAL ve histopatolojik tlbuler hasar skorlar1 tzerinden degerlendirilmis, bazi
calismalarda kismi iyilesme saglasa da ¢ogu zaman Yyetersiz veya zayif
renoprotektif etki gostermistir(69, 74). Ozlulerden ve ark.’min ratlarda
olusturduklar renal /R modeli ¢alismasinda Mannitol verilen gruplarda, kreatinin
ve kreatinin klirensi kismen iyilesmis, BUN artmis, doku ve serum MDA ile
doku/serum/idrarda NGAL dlzeyleri azalmis fakat histopatolojik hasar skoru
artmistir. Bu grup histolojik hasar skorunda en kotii grup olarak raporlanmistir(77).
Etil pirivat ¢calismalarinda ise mannitol, oksidatif stres ve 6zgil bobrek hasar
belirtecleri (NGAL, KIM-1) tizerinde anlaml1 koruyucu etki géstermemis, BUN/Cr
dizeyleri ve histolojik bulgularda belirgin bozulma gézlenmistir(87). Yang ve
ark.’nin meta-analizinde, intravaskiler mannitoliin yiksek ABH riski tasiyan
eriskinlerde yalnizca uygun hidrasyona kiyasla serum Kreatinin artisin
azaltmadigini ve genel olarak ek renal koruma saglamadigini, hatta radyokontrast
nefropatisi durumunda kreatinin artisin1 belirgin bicimde artirarak potansiyel zarari

olabilecegini gostermistir(88). Ayni meta-analizde, yalnizca kadaverik bobrek
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nakli alicilarinda, klempler agilmadan hemen 6nce verilen mannitoliin akut bobrek
yetmezligi/diyaliz gereksinimini azaltabildigi, ancak bu bulgunun 1980°lere ait iki
kiicuk calisma ile sinirli oldugu ve cerrahi ile immunsipresyon protokollerindeki
degisiklikler nedeniyle dikkatle yorumlanmasi gerektigi vurgulanmistir(88). Bazi
hayvan I/R modellerinde mannitol, osmotik diiirez, serbest radikal stipiirme ve
hlicresel sismenin azalmasi yoluyla bobrek perfuzyonunu ve histolojik hasar
iyilestiren renoprotektif bir ajan olarak rapor edilmistir; alt ekstremite I/R
modelinde mannitol uygulamasi akut bobrek hasarini1 azalttigi gibi(137), pankreas
I/R modelinde de mannitol ksantin oksidaz aracili bobrek hasarmi anlaml1 bicimde
hafiflettigini gosteren galismalar mevcuttur(138). Celikmen ve ark. yaptigi
calismada mannitol, deneysel mekanik ezilme modelinde ne bébrek fonksiyonlarini
anlamli 6l¢lde iyilestirmis ne de sistemik etkilerin énlenmesinde tek basina belirgin
bir yarar gostermistir(139). Bazi rat renal I/R modellerinde mannitol biyokimyasal
ve histolojik bobrek hasarini azaltabilse de koruyucu etkisi yeni ajanlar kadar giclu
bulunmamis ve kombinasyonlarda (6r. krisin + mannitol) etkiyi zayiflatabilen
farmakokinetik etkilesimler bildirilmistir(86) Klinik tarafta, perioperatif ABH’yi
onlemek amaciyla mannitol kullanimini inceleyen bir sistematik derleme; kardiyak
cerrahi, aort cerrahisi ve parsiyel nefrektomi gibi alanlarda ABHyi 6nledigine dair
ikna edici kanit bulamamis ve mannitoliin kanita dayali bir standart yaklasim olarak
Onerilemeyecegini vurgulamistir(4).

Renal transplantasyonda ¢oklu biyobelirte¢ paneli (KIM-1, NGAL, IL 18,
IGFBP7 vb.) ile yapilan randomize ¢alismalarda mannitoliin I/R hasarini azaltmada

belirgin fayda saglamadigi, yalnizca bazi biyobelirteglerde simirli degisiklikler

47



olusturdugu gosterilmistir(144, 159). iki ayr karaciger nakli kohortunda da
intraoperatif mannitol inflzyonu ne postreperflizyon sendromunu ne de
postoperatif ABH insidansini azaltmis, bir ¢calismada kardiyak komplikasyonlari
artirmakla iligkili bulunmustur(140, 141). N6rocerrahi ve serebrovaskiler olay
hastalarinda genis serilerde mannitol inflizyonu sonrasinda ABH oranlar1 %13-17
civarinda bildirilmis; yiksek kiimulatif doz, 6nceden bobrek hastaligi ve eslik eden
kardiyovaskdler hastaliklar ABH riskini anlamli sekilde artiran faktorler olarak
tammlanmistir(142, 143). Literatirde meta-analiz ve sistematik derlemeler
mannitolin ABH’yi Onleyici ek bir yarar sunmadigini, hatta bazi durumlarda
bobrek fonksiyonunu olumsuz etkileyebilecegini vurgulamaktadir(3, 75). Bizim
modelimizde de mannitol verilen gruplarda iyilesme gdzlenmemesi, bu deneysel ve
klinik verilerle uyum géstermektedir. Mannitoliin renal I/R’de renoprotektif ajan
olarak kabul edilmesinin sorgulanmasi gerektigini gucli bigimde desteklemektedir.

Son yillarda AAM tedavisinde sik¢a kullanilan B3-adrenerjik reseptor
agonist ajan Mirabegron’un(144), mesane detrusor kasindaki Beta-3 reseptorlere
baglanarak mesane kompliyansinda ve kapasitesinde artis ile nokturi, pollakiri
yakinmalarin1 azalttigi, urgency ataklarimi kontrol altina aldigi bilinmektedir.
Yapilan bir calismada NO-cGMP yolundan bagimsiz olarak p3-adrenoseptorlerini
aktive ederek vazodilatasyon etkisi olusturdugu(100), baska bir calismada
RhoA/Rho-kinaz yolunun inhibisyonunu iceren ve erektil fonksiyonu kolaylastiran
cGMP'ye bagimli ancak NO'dan bagimsiz bir vazorelaksasyonu ortaya ¢ikardigi
gosterilmistir(99). Baska bir calismada B3-reseptdr uyariminin, NO sentazin

aktivasyonu ve buna bagh olarak cGMP'nin doku seviyelerinde artis yoluyla rat
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aortunda vazorelaksasyonuna neden oldugu gosterilmistir(101). Bu sonuglar
Mirabegronun AAM disinda Ozellikle erektil disfonksiyon ve kadin cinsel
fonksiyonlar1 Uzerine olumlu etkileri (145, 146) olabilecegini ve bu etkisini
vazodilatasyon/anjiyogenez yolagi Uzerinden yapabilecegini desteklemektedir.
Uroloji pratiginde son 10 yilda yayginlasarak kilavuzlara giren Mirabegron’un hem
beta adrenerjik reseptor aktivitesi hem de hipoksi ile indlklenen ve anjiyogenez
iliskili mekanizmalar tizerinden olas ikincil etkileri ile renal I/R hasarinda iyilesme
saglayabilecegi hipotezini dogurmustur. Yakin zamanda sonuglanmis az sayida
calismanin olumlu sonuglari mevcut olsa da literatlirde mirabegronun bobrek
koruyucu etkisine dair bosluk devam etmektedir.

2024 yilinda yapilan bir rat modelinde mirabegron'un renal I/R hasarina
potansiyel koruyucu etkileri arastirilmus, erkek ratlara I/R cerrahi indiiksiyonundan
once iki gun boyunca 30 mg/kg'lik oral dozda verilen mirabegronun, rat bobrek
dokularinda bobrek disfonksiyonunu, histolojik anormallikleri, inflamasyonu ve
apoptozu 6nemli Olcude azalttigr rapor edilmistir(7). Bu ¢alismada mirabegronun
I/R hasarindan koruyucu etkilerini serum kreatinin, BUN, KIM-1, inflamatuar
sitokinler ve apoptozu anlamli olarak azaltarak histolojik hasar1 hafifletip
CAMP/pCREB ve GSK-3B/NF-kB p65 sinyal yolaklariin modulasyonu yoluyla
yaptig1 belirtilmistir. Bagka bir ¢aligmada HQCI ile indiiklenmis ABH modelinde
mirabegron, B3-AR ve miR-127 ekspresyonunu artirip NF-«kB p65, iNOS,
IL-4/-13/-17 ve MDA gibi inflamatuar/oksidatif belirtecleri baskilamis; M1/M2
makrofaj aktivasyonunu inhibe ederek klodin-2, erken (KIM-1, NGAL, sistatin-C)

ve geg (kreatinin, BUN) bobrek hasar gostergelerini ve tubiler yapiyr korumus, bu
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etkiler B3-AR blokaji ile kaybolmustur(98). Renal I/R sonrasi karaciger hasari
modelinde, 0,3 mg/kg mirabegron 6n tedavisi, hepatik lobul mimarisini biyutk
6lcude duzelterek sintizoid dilatasyonu ve hepatosit dejenerasyonunu azaltmus,
artmig INOS immiinboyanmasini tersine gevirerek uzak organ (karaciger) Uzerinde
de koruyucu etki gostermistir(147). Diyabetik nefropati modelinde kronik
mirabegron tedavisi, yag dokusu ‘“browning”ini ve UCP1 aracili termogenezisi
artirarak glukolipid metabolizmasini, insilin duyarliligini ve bébrek fonksiyonunu
iyilestirmis, inflamasyonu ve renal fibrozisi azaltmistir(102). Literatiirdeki az
sayida c¢alismada mirabegron koruyucu gorinirken, bizim c¢alismamizda
mirabegron verilen I/R grubunda biyokimyasal ve histopatolojik agidan diizelme
olmamasi hatta histopatolojik olarak belirgin kotiilesme saptanmasi, literatrdeki
verilerle ¢elisen ve dikkat ¢ekici bir bulgudur. Bu fark; doz (30 mg/kg ile 10 mg/kg),
uygulama stiresi (2 guinliik 6ncil tedavi ile tek doz), I/R stiresi ya da kullandigimiz
histopatolojik skorlama yontemi gibi metodolojik farkliliklar ile iliskili olabilir(7,
147). Calismamiz mirabegronun her kosulda renoprotektif olmadigi, bazi
protokollerde hasari artirabilecegi olasihigina dikkat gekerek literatiire énemli bir
kars1 tez saglamaktadir.

Bizim klinigimiz dahil olmak Uzere bircok Uroloji merkezinde parsiyel
nefrektomi esnasinda I/R hasarin1 azaltmak icin peroperatif intravenéz mannitol
uygulamas1 devam etmektedir. Literatiirde son donemde I/R hasarmi azaltmak igin
bircok ila¢ denenmis ancak hicbiri net olarak éneri dizeyine ulasmamustir. Biz de
son yillarda Uroloji pratiginde yer edinmis, ginde tek doz oral yolla alinan, kolay

ulasilabilir ve nispeten ucuz bir ilag olarak Mirabegron’un literatiirde gosterilen I/R
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hasarindaki olasi olumlu etkilerini test edip rutin kullanimdaki intravendz Mannitol
uygulamasi ile karsilastirmayr ve iki molekulin kombine kullanimin etkilerini
arastirmay1 amacladik.

Calismanin Orneklem biiyiikliigii guc analizi dogrultusunda hesaplandi ve
diger hayvan deney modellerindeki ile benzerdi(2). Bu saymin test ettigimiz
yontem icin yeterli oldugunu diisiinmekteyiz. I/R grubunun Sham grubuna gore tim
parametrelerde anlamli fark géstermesi I/R modelimizin dogrulugunu teyit etmekte
idi.

I/R grubunda beklenen biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikler
g6zlenmesine ragmen ilag verilen gruplarda beklenen koruyucu etki gézlenmedi.
Bu da ilag dozlarinin uygunlugu ve uygulama yontemi lzerine diisiindiiriicii bir
bulgu idi. Mannitol dozu literatiirdeki calismalara(77) ve insandaki peroperatif
klinik kullanimia uygun dozda idi. Mirabegron ise deneysel I/R modellerinde daha
yuksek dozlarda verildigi ¢alismalar olmasina ragmen(7) literatiirde daha ¢cok kabul
goren givenli dozda verilmisti(131, 148). insanlarda OAB tedavisinde verildigi
gibi oral yolla giinde tek doz seklinde verilerek uygulanabilirlik ve klinik kullanim
taklit edilmeye c¢alisilmistir. Uygulama yontemleri de daha dnceki ¢alismalar ile
benzer idi.

Calismamizda Ozellikle Idrar KIM-1 diizeylerinde I/R grubunda artis ve
tedavi gruplarinda azalma egilimi gozlenmesine ragmen, gruplar arasi varyasyonun
yiksek olmasi ve Bonferroni dizeltmesinin korumaci yapisi nedeniyle ikili

karsilastirmalarda anlaml fark saptanmamustir.
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Bu calismada elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, idrar
parametreleri ile serum parametreleri arasinda belirgin bir duyarlilik farki oldugu
gorilmektedir. Idrar volimi ve idrar KIM-1 diizeylerinde yapilan Kruskal-Wallis
testi analizinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmasina
ragmen, serum Kkreatinin, BUN, serum KIM-1, mGFR ve ACLARA (eCrCl)
parametrelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Bu durum, renal hasarin
ozellikle erken dénemde serum biyobelirteclerinden ziyade idrar biyobelirtecleri ile
daha duyarl bir sekilde ortaya konulabildigini diisiindiirmektedir.

Ozellikle idrar KIM-1 diizeylerinde I/R grubunda gézlenen artis ve tedavi
uygulanan gruplarda izlenen istatistiksel anlamli olmayan azalma egilimi, tibuler
hasarin idrar biyobelirtecleri araciligiyla daha erken ve belirgin sekilde
izlenebildigini desteklemektedir. Buna karsin serum kreatinin ve BUN gibi
geleneksel bdbrek fonksiyon gostergelerinin gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemesi, bu parametrelerin akut ve erken dénem renal hasar1 saptamada sinirli
duyarliliga sahip olabilecegini gostermektedir.

Idrar parametrelerinde genel anlamlilik saptanmasina ragmen, Bonferroni
dizeltmesi ile yapilan ikili karsilastirmalarda anlamli fark bulunmamasi, grup ici
varyasyonun yiiksekligi ve 6rneklem biiyiikliigiiniin sinirli olmasi ile agiklanabilir.
Bununla birlikte, ortanca degerlerde gdzlenen yonsel degisimler, tedavi gruplarinin
ozellikle idrar biyobelirtecleri Uzerinde potansiyel diizenleyici etkileri olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismada mGFR ve ACLARA degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik saptanmanustir. Bu durum, I/R modelinde uygulanan
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tedavilerin bobregin global filtrasyon kapasitesi Uzerinde belirgin bir degisiklik
olusturmadigini diisiindiirmektedir. Ozellikle serum kreatinin temelli turetilen
mGFR’nin erken donem bobrek hasarimi yansitmakta yetersiz kalabilecegi
bilinmektedir.

Benzer sekilde ACLARA formulu ile hesaplanan eCrCl degerlerinde de
anlamli degisiklik olmamasi, kreatinin Klirensinin bu modelde erken fonksiyonel
degisiklikleri yakalamada sinirli duyarliliga sahip olabilecegini gostermektedir.
Buna karsin idrar biyobelirteclerinde gozlenen degisiklikler, bébrek hasarmin daha
erken ve duyarli gostergelerinin tbdler diizeyde ortaya ¢iktigin1 desteklemektedir.

mGFR ve ACLARA glomeruler filtrasyonu yansitan daha ge¢ degisen
fonksiyonel parametrelerdir. Bizim modelimizde erken donemde 6zellikle tlbdler
hasar 6n planda oldugu igin idrar KIM-1 gibi duyarli biyobelirteclerde degisim
goriilmiis, ancak glomeriler filtrasyon rezervi korundugu igin mGFR ve
ACLARA’da anlamli degisiklik saptanmamustir.

Sonuc olarak, bu bulgular I/R hasarmin degerlendirilmesinde idrar
biyobelirteclerinin serum parametrelerine kiyasla daha duyarli olabilecegini ve
deneysel modellerde erken dénem bdbrek hasarinin ortaya konulmasinda 6ncelikli
olarak degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

TIMP-1, TIMP-2 ve Kaveolin-1 duzeyleri 6zellikle Mirabegron+Mannitol
kolunda (Grup 7) en yiksek degere ulasmis; hem TIMP-1 ve 2 hem
imminohistokimyasal yayginlik skorlar1 Mirabegron verilen I/R gruplarinda (Grup

6-7) belirgin olarak yiikselmistir. Histopatolojik olarak firgamsi kenar kaybu,
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tubtiler silindir, apoptoz ve tiibiler nekroz skorlart Grup 6 ve 7°de I/R grubuna
kiyasla anlamli artmustir.

Tek basina veya kombinasyon gruplarinda tubil hasarini geriye
cevirilememis oldugu, skorlarin I/R seviyesinde kaldigi, mannitol, mirabegron ve
kombinasyonun koruyucu etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. TIMP-1 ve TIMP-2’de
baz1 parametreler anlamli (yayginlik/¢arpim) ancak Kaveolin-1 tedavi gruplarinda
istatistiksel acgidan anlamsiz bulunmustur. Fibrozis ve ekstraselller matriks
remodeling Uzerinde net bir ilag etkisi olmadigr gériilmiistiir. Ancak bazi matriks
sinyallerinde kiicuk degisimler mevcuttur. Mannitol ve mirabegron uygulamalari,
I/Rile indliklenen bébrek doku hasarinda histopatolojik iyilesme saglamamustir.

Bu calisgmada hem biyokimyasal hem histopatolojik degerlendirme igin
secilen parametreler, renal I/R hasarmin erken, molekiiler ve morfolojik boyutlarini
ayn1 anda yakalamasi agisindan literatiire gére daha bitincul bir panel sunmaktadir.
Biyokimyasal olarak KIM-1, TIMP-1, TIMP-2, Kaveolin-1, HIF-1o. ve VEGF
kullanilmasi, literatirdeki bircok deneysel modelle benzerdir. KIM-1’in mRNA,
protein ve idrar/serum dlzeylerindeki artisin tibudler hasar skoru ile paralel
seyrettigi, klasik hasar belirteglerine Ustlin oldugu gdsterilmistir(117).
Calismamizda da KIM-1’in hem biyokimyasal hem histopatolojik dulzeyde
kullanilmasi, Dase ve Hu’nun c¢alismalarindaki tibdler hasar skoru ile KIM-1
korelasyonuna benzer bir yaklasim sunmaktadir(117, 149). HIF-1a ve VEGF, diger
caligmalarda cogunlukla doku ekspresyonu ve hiicre sagkalimi/anjiyogenez
uzerinden ele alinmig; HIF-1o’nin mitofaji ve apoptoz, VEGF’nin ise onarim ve

fibrozis ile iligkili oldugu gosterilmistir(2, 150). Bizim modelimizde bu iki
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belirtecin birlikte kullanilmasi, hipoksi yaniti ile vaskillogenez yanitinin ayni
modelde iliskilendirilebilmesini saglamaktadir.

Histopatolojik agidan literatlirde siklikla kullanilan parametreler; tbuler
nekroz, firgams1 kenar kaybi, silindir formasyonu, vakuolizasyon, interstisyel
inflamasyon ve fibrozis i¢in semikantitatif skorlamalardir(2, 117, 151). Bizim
calismamiz bu klasik skorlamalara ek olarak TIMP-1, TIMP-2 ve Kaveolin-1 i¢in
yayginlik ve c¢arpim skorlar1 Kkullanarak immunohistokimyasal ekspresyonu
kantitatif morfolojiyle entegre etmektedir. Cakir ve ark. serum Kaveolin-1
diizeylerini renal I/R sonras1 zamana bagl olarak degerlendirmis ancak ayrintili
doku skorlamasi yapmamistir(152). TIMP-2 (zerine yakin tarihli ¢alismalar daha
cok fibrozis, mitokondriyal disfonksiyon ve metabolik reprogramlama odaklidir;
tibal epitel dokusunda detayli immunhistokimya skoru ile klasik akut hasar
bulgularini ayni anda inceleyen ¢alismalar sinirlidir(153, 154).

Literatiire benzer sekilde KIM-1, HIF-1a, VEGF gibi iyi bilinen 1/R
belirteclerinin ve Kklasik histopatolojik skorlamalar1 kullanilmasinin yaninda
TIMP-1/TIMP-2 ve Kaveolin-1’i hem biyokimyasal hem de yaygmlikxsiddet
skorlariyla degerlendirip bunlar1 firgamsi kenar kaybi, apoptoz, silindir olusumu ve
nekroz gibi ayrintili morfolojik parametrelerle ayn1 model iginde iliskilendirmemiz
calismamizin 6zglnliigiine katki saglamaktadir. Bunun akut hasarin molekiler
matriks duzenleyicileri ve endotel/tiibll etkilesimiyle baglantisin1 ortaya koyan
daha genis bir biyobelirtec-histopatoloji birlikteligi sagladigini diistinmekteyiz.

Sonuglart itibari ile bu calisma mannitolun I/R hasarinda kullanimiin

tartisgmali durumuna katki saglamistir. Mirabegronun ise literatiirdeki az sayida
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calismada gosterilen renoprotektif etkilerinin kesinlik icermemesini ve dikkatle
uygulanmasini destekler niteliktedir.

Bu calismada bobregin iskemi sirasinda maruz kaldig: hipoksiye yaniti daha
once calisitilmamis mekanizmalar Gzerinden degerlendirilmistir. I/R hasarinda
mirabegronun hipoksi ile indiklenen anjiyogenez yolaklar1 Uzerinden etkilerine
bildigimiz kadariyla literatiirde rastlanmadig: gibi, mannitol ile birlikte etkinligini
goOsteren ¢alisma da bulunmamaktadir. Rutin renal cerrahi uygulamasina girdigi
sekliyle tek basina mannitol kullaniminin, tek basina mirabegron uygulamasi ile
karsilagtirllmasinin yapilmasi, ayrica bu iki etken maddenin birlikte kullanildig:
grubun Kkarsilastirmaya dahil edilmesi, deney modelinde biyokimyasal ve
histopatolojik sonuglarin birbiri ile ortlismesi bu g¢alismanin 6zgun ve gucli
yonlerini olusturmaktadir.

I/R modelimizde reperfiizyon sonras1 24.saatte sakrifikasyon uygulandig
icin ilaglarin uzun dénem etkilerini gozlemleyemedik, bunun calismanin zayif
yonlerinden biri oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica her ne kadar yol gosterici olsa da
hayvan deneyi c¢alismalarinda  sonuglarmn  birebir  insan  sonuglarim
yansitamayabilecegi unutulmamaldir. I/R modeli ve ilag dozlar literatir ile
uyumlu olmasma ragmen sonuglarimizin model kaynakli yanilma pay1

icerebilecegi g6z ardi edilmemelidir.
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6. SONUC

Bu calismanmn bulgulari, renal I/R  hasarinin  erken donem
degerlendirilmesinde idrar biyobelirteclerinin serum parametrelerine kiyasla daha
duyarli olabilecegini gostermektedir. Idrar volumi ve ozellikle idrar KIM-1
diizeylerinde saptanan anlamli degisikliklere karsin, serum kreatinin ve BUN gibi
geleneksel parametrelerde anlamli farklilik izlenmemesi, Klinik pratikte yalnizca
serum belirteclerine dayali degerlendirmenin erken bobrek hasarin1 gbzden
kagirabilecegini diistindiirmektedir. Bu nedenle, riskli hasta gruplarinda idrar
biyobelirteclerinin degerlendirilmesi, bobrek hasarinin daha erken dénemde
saptanmasina Ve olas1 tedavi yaklasimlarinin zamaninda uygulanmasina katki
saglayabilir.

Bununla birlikte, idrar parametrelerinde gozlenen genel anlamliliga ragmen
Bonferroni dlizeltmesi ile yapilan ikili karsilagtirmalarda anlamli fark saptanmamus
olmasi, bu bulgularin klinik uygulamaya dogrudan genellenebilmesi i¢in daha genis
orneklemli ve ileri caligmalarla desteklenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Sonug olarak, idrar biyobelirteclerinin klinik kullanim potansiyeli ylksek olmakla
birlikte, bu parametrelerin rutin pratige entegrasyonu ic¢in ek kanitlara ihtiyac
bulunmaktadir.

Bu rat renal /R modelinde, mannitol ve mirabegron uygulamalari
beklenenin aksine anlamli bir nefroprotektif etki saglamamustir. Mannitol ve
mirabegron verilen gruplarda serum kreatinin, BUN ve akut tibiler hasar

belirteclerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da, histopatolojik
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olarak tubdler nekroz ve interstisyel inflamasyon skorlarini kotiilestirdigi
gosterilmistir.

Ayrica oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre 6limdyle iligkili histopatolojik
bulgularin da tedavi gruplarinda daha agir seyretmesi, bu ajanlarin s6z konusu
protokol ve dozlarda I/R hasarmin yol agtigst ABH’yi hafifletmek bir yana,
kotiilestirebilecegine isaret etmekte ise de; modelimizin 24 saatlik bir gézlemi
iceren kisa bir stirenin sonuglari ve tek doz uygulamalar oldugu akilda tutulmalidir.

Genel olarak bu bulgular, mannitol ve mirabegronun renal I/R hasarinda
daha cok erken fonksiyonel yanitlar (zerinde etkili olabilecegini, buna karsin
yapisal doku degisikliklerinin daha ge¢ veya daha simirli dlzeyde ortaya
cikabilecegini diislindlirmiistiir.

Sonug olarak, bu deneysel I/R modelinde mannitol ve mirabegron, I/R
kaynakl1 bobrek hasarini dnleyememis Ve iyilestirememistir. Bu bulgular, renal i/R
hasarma yoOnelik farmakolojik stratejilerin, ajan se¢imi, doz ve zamanlama
acisindan yeniden gbzden gecirilmesi ve gelecekte yapilacak deneysel ve klinik

caligmalarla dogrulanmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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OZET

Bobrek perflizyonunun bozuldugu durumlarda, 6rnegin miyokard
enfarktiisii, sok, bobrek transplantasyonu veya cerrahi islemler sonras1 I/R
(iskemi/reperfiizyon) hasari, bobrek dokusunda mikrovaskiiler hasar ve
inflamatuar degisimlere sebep olarak bobrek fonksiyon bozukluguna yol acar.
Iskemik siirecte serbest radikallerin, bobrek hasarma yol agtigi bilinmektedir.
Bu calismada rat renal I/R modelinde mirabegron ve mannitol
uygulamalarmin I/R ile iliskili renal oksidan hasar iizerindeki etkilerini
vazodilatasyon ve anjiyogenez mekanizmalar1 ilizerinden arastirmak
amaclanmustir.

12 haftalik 42 adet Wistar albino tlrl erkek rat Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi'nden (GUDAM) temin edilerek,
rastgele 7 (n=6) gruba ayrilmistir (Sham, I/R, Mannitol, Mirabegron,
[/R+Mannitol, ~ I/R+Mirabegron,  I/R+Mannitol+Mirabegron). /R
proseduriinden 4 saat 6ncesinde 10 mg/kg mirabegron oral gavaj yoluyla,
%20'lik mannitol 1 mL dozda iskemiden 15 dakika Once lateral kuyruk
venlerinden intravendz yolla bolus seklinde verilmistir. Sag bobrek renal
pedikiiliiniin 30 dakika boyunca okliide edilmis, 24 saatlik reperfiizyon
saglanmistir. 24 saatlik idrarda kreatinin, protein, KIM-1, serumda BUN,
kreatinin, KIM-1 ve bobrek dokusunda HIF-1a (Hipoksi ile indlklenen faktor
1-alfa), Kaveolin-1, TIMP-1 ve TIMP-2 (Matriks metalloproteinaz doku

inhibitéri 1 ve 2), vaskiler endoteliyal biyume faktori (VEGF) dizeyleri
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Ol¢iilmiis, ayrica bobrek dokularinda kaveolin-1, TIMP-1, TIMP-2 dlzeyleri
immiinohistokimyasal boyamalarla degerlendirilmistir. SPSS paket programi
ile gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in varyans analizi
prosediirii uygulanmistir.

Gruplar arasinda 24 saatlik idrar hacmi (p=0,000) ve idrar KIM-1
diizeyleri (p=0,000) bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Idrar total protein (p=0,113) ve idrar total kreatinin (p=0,052), serum
kreatinin (p=0,585), BUN (p=0,688), serum KIM-1 (p=0,658), mGFR
(p=0,737) ve ACLARA (p=0,735), bobrek dokusunda HIF-1a (p=0,153),
VEGF-A (p=0,491), Kaveolin-1 (p=0,610), TIMP-1 (p=0,284) ve TIMP-2
(p=0,097) diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p>0,05). Histopatolojik olarak I/R hasar1 dogrulannus, tlbiler hasar
skorlarinda, TIMP-1 ve TIMP-2 yayginlik ve ¢arpim skorlarinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur.

Bu rat renal I/R modelinde, mannitol, mirabegron ve bunlarin
kombinasyonunun uygulamalar1 beklenenin aksine anlamli bir nefroprotektif etki
saglamamistir. Mannitol ve mirabegron verilen gruplarda serum kreatinin, BUN ve
akut tibdler hasar belirteglerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmasa
da, histopatolojik olarak tiibliler nekroz ve interstisyel inflamasyon skorlarini
tyilestirmedigi, hatta daha kotiilestirdigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Renal iskemi/reperflizyon hasari, mirabegron,

mannitol, akut bobrek hasari, oksidatif stres, anjiyogenez
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SUMMARY

In conditions where renal perfusion is impaired—such as myocardial
infarction, shock, renal transplantation, or post-surgical ischemia/reperfusion (I/R)
injury—microvascular damage and inflammatory alterations in renal tissue lead to
renal dysfunction. During ischemic processes, free radicals are known to contribute
to renal injury. In this study, we aimed to investigate the effects of mirabegron and
mannitol administration on I/R-related renal oxidative damage in a rat renal I/R
model, focusing on mechanisms involving vasodilation and angiogenesis.

A total of 42 male 12-week-old Wistar albino rats were obtained from the
Gazi University Experimental Animals Research Center (GUDAM) and randomly
assigned to seven groups (n=6 per group): Sham, I/R, Mannitol, Mirabegron, I/R
+ Mannitol, I/R + Mirabegron, and I/R + Mannitol + Mirabegron. Mirabegron (10
mg/kg) was administered via oral gavage 4 hours before the I/R procedure, while
20% mannitol (1 mL) was administered as an intravenous bolus via the lateral tail
vein 15 minutes before ischemia. The right renal pedicle was occluded for 30
minutes, followed by 24 hours of reperfusion. Over a 24-hour urine collection
period, creatinine, total protein, and KIM-1 levels were measured. Serum levels of
BUN, creatinine, and KIM-1 were also assessed. In renal tissue, levels of HIF-1a
(hypoxia-inducible factor-1 alpha), Caveolin-1, TIMP-1 and TIMP-2 (tissue
inhibitors of metalloproteinases 1 and 2), and vascular endothelial growth factor
(VEGF) were analyzed. In addition, immunohistochemical staining was used to

evaluate renal tissue expression of Caveolin-1, TIMP-1, and TIMP-2. Statistical
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analysis of group differences was performed using analysis of variance (ANOVA)
in SPSS software.

A statistically significant difference was observed in 24-hour urine output
(p=0.000) and urinary KIM-1 levels (p=0.000). No statistically significant
differences were detected in urinary total protein (p=0.113), urinary total creatinine
(p=0.052), serum creatinine (p=0.585), BUN (p=0.688), serum KIM-1 (p=0.658),
MGFR (p=0.737), ACLARA (p=0.735), or renal tissue levels of HIF-1a (p=0.153),
VEGF-A (p=0.491), Caveolin-1 (p=0.610), TIMP-1 (p=0.284), and TIMP-2
(p=0.097) (all p>0.05). Histopathologically confirmed I/R injury showed
statistically significant differences in tubular injury scores and in the extent and
composite (product) scores of TIMP-1 and TIMP-2.

In this rat renal I/R model, administration of mannitol, mirabegron, and their
combination did not provide a statistically significant nephroprotective effect,
contrary to expectations. Although the changes in serum creatinine, BUN, and acute
tubular injury markers were not statistically significant in the mannitol- and
mirabegron-treated groups, histopathological analysis demonstrated that they did
not improve—and in fact worsened—tubular necrosis and interstitial inflammation

Scores.

Keywords: Renal ischemia/reperfusion injury, mirabegron, mannitol,

acute kidney injury, oxidative stress, angiogenesis
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