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OZET

mTOR inhibitérlerinin Sicak iskemide Organ Hasarlar1 Uzerine Etkileri

Renal iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar, akut bdbrek hasarinin 6nemli nedenlerinden biri olup
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptozis aracilt kompleks patofizyolojik mekanizmalarla
karakterizedir. Bu ¢alismada, sicak renal iskemi modelinde mTOR inhibitérleri olan sirolimus ve
everolimusun organ hasar lizerindeki etkilerinin biyokimyasal, inflamatuvar, oksidatif stres, apoptotik
ve histopatolojik parametreler iizerinden degerlendirilmesi amaglanmustir.

Caligsma, 250-300 g agirliginda 36 erkek Sprague-Dawley si¢an iizerinde yiiriitiilmiistiir. Denekler alti
gruba ayrilmistir: Sham, Sirolimus, Everolimus, Iskemi/Reperfiizyon (IR), IR+Sirolimus ve
IR+Everolimus. Renal pedikiil klempaji ile 90 dakika sicak iskemi uygulanmis ve ardindan 120 dakika
reperfiizyon gerceklestirilmistir. Ilac uygulanan gruplarda sirolimus veya everolimus iskemi
indiiksiyonundan 2 saat dnce oral yolla verilmistir. Serum iire ve kreatinin diizeyleri, TNF-o, IL-1p ve
IL-6 gibi inflamatuvar sitokinler, MDA, SOD, GPx, CAT, total antioksidan kapasite (TAS/TAC) ve
total oksidan kapasite (TOS) gibi oksidatif stres parametreleri, Caspase-3 diizeyleri, NGAL ve
histopatolojik hasar skorlart degerlendirilmistir.

Iskemi sonras1 90. dakikada iire ve kreatinin diizeylerinde belirgin artis saptanmus, reperfiizyon sonrasi
kismi gerileme gozlenmis ancak degerler bazal diizeye donmemistir. IR grubunda inflamatuvar
sitokinler, MDA, TOS, Caspase-3 ve NGAL diizeyleri artarken; antioksidan enzim aktiviteleri ve TAS
diizeyleri azalmistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda bu parametrelerde IR grubuna kiyasla
kismi iyilesme gozlenmistir. Histopatolojik hasar skorlar ve apoptotik belirteclerde azalma saptanmig
olmakla birlikte tam normalizasyon saglanmamistir. Sirolimus ve everolimus arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir tistlinliik gosterilememistir.

mTOR inhibitérlerinin sicak renal iskemi-reperfiizyon modelinde inflamasyon, oksidatif stres ve
apoptozis ekseninde organ hasarini azaltici yonde etki gosterdigi; ancak tam doku korunmasi
saglamadig1 belirlenmistir. Bulgular, mTOR yolak inhibisyonunun akut bobrek hasarinda c¢oklu
biyolojik mekanizmalar iizerinden modiilator etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Renal iskemi-reperfiizyon, mTOR inhibitdrleri, sirolimus, everolimus, oksidatif
stres, apoptozis, NGAL, inflamasyon
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SUMMARY

Effects of mTOR Inhibitors on Organ Injury in a Warm Ischemia Model

Renal ischemia-reperfusion (I/R) injury is a major cause of acute kidney injury and is characterized by
complex pathophysiological mechanisms involving inflammation, oxidative stress, and apoptosis. The
present study aimed to evaluate the effects of mTOR inhibitors, sirolimus and everolimus, on organ
injury in a warm renal ischemia model using biochemical, inflammatory, oxidative stress, apoptotic,
and histopathological parameters.

Thirty-six male Sprague-Dawley rats (250-300 g) were randomly divided into six groups: Sham,
Sirolimus, Everolimus, Ischemia/Reperfusion (IR), IR+Sirolimus, and IR+Everolimus. Warm ischemia
was induced by clamping the renal pedicle for 90 minutes followed by 120 minutes of reperfusion. In
treatment groups, sirolimus or everolimus was administered orally 2 hours before ischemia induction.
Serum urea and creatinine levels, inflammatory cytokines (TNF-o, IL-1p, IL-6), oxidative stress
markers (MDA, SOD, GPx, CAT, total antioxidant capacity [TAS/TAC], total oxidant capacity [TOS]),
Caspase-3 levels, NGAL, and histopathological injury scores were assessed.

Urea and creatinine levels significantly increased at 90 minutes of ischemia and partially decreased after
reperfusion, without returning to baseline values. In the IR group, inflammatory cytokines, MDA, TOS,
Caspase-3, and NGAL levels were elevated, while antioxidant enzyme activities and TAS levels were
reduced. Both IR+Sirolimus and IR+Everolimus groups demonstrated partial improvement compared
to the IR group. Although histopathological injury scores and apoptotic markers were reduced in
treatment groups, complete normalization was not achieved. No statistically significant superiority was
observed between sirolimus and everolimus.

In conclusion, mTOR inhibitors attenuate renal ischemia-reperfusion-induced organ injury by
modulating inflammation, oxidative stress, and apoptosis; however, they do not provide complete tissue
protection. These findings suggest that mTOR pathway inhibition exerts a multifaceted modulatory
effect in acute kidney injury.

Keywords: Renal ischemia-reperfusion, mTOR inhibitors, sirolimus, everolimus, oxidative stress,
apoptosis, NGAL, inflammation
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ONSOZ

Organ nakli, son donem organ yetmezligi olan hastalar i¢in yasam siiresi ve yasam
kalitesini belirgin sekilde artiran, modern tibbin en basarili tedavi yaklagimlarindan
biridir. Buna karsin greft fonksiyonunu ve uzun dénem sag kalimi siirlayan temel
patofizyolojik siireclerden biri iskemi-reperfiizyon hasaridir (ischemia—reperfusion
injury, IRI). IRI; hiicresel enerji yikimi, oksidatif stres, endotel disfonksiyonu,
inflamatuvar yanit ve mikrosirkiilasyonda bozulma iizerinden 6zellikle bobrek gibi
yiiksek metabolik gereksinimi olan organlarda belirgin klinik sonuglara yol
acabilmektedir. Klinik pratige yansimasi ise erken donemde gecikmis greft fonksiyonu
(DGF), fonksiyon kayb1 ve uzun vadede kronik allogreft disfonksiyonu gibi olumsuz

ciktilarla karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu doktora tez ¢alismasi, deneysel sicak iskemi modeli iizerinden bobrekte IRI’ye
bagl gelisen biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri ortaya koymayi; ayrica
immiinsiipresyonda énemli bir yere sahip mTOR (Mammalian Target of Rapamycin)
inhibitdrlerinin (everolimus ve sirolimus) IRI ile iliskili doku hasar1 ve fonksiyonel
kayip tizerindeki olasi etkilerini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Calismanin, IRI
patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasina ve klinikte greft fonksiyonunu korumaya

yonelik stratejilerin gelistirilmesine katki saglamasini umuyorum.

Bu siirecte bilgi ve deneyimiyle yol gosteren, bilimsel yaklagimi ve destegiyle her
asamada katki sunan tez damismanim Prof. Dr. Nuray Yazihan’a en icten
tesekkiirlerimi sunarim. Tez izleme komitesinde degerli degerlendirme ve Onerileriyle
calismanin gelismesine katki saglayan Prof. Dr. Nuray Yazihan, Prof. Dr. Acar
Tiiziiner ve Prof. Dr. Murat Varli’ya tesekkiir ederim. Yapici elestirileri, kapsamli
degerlendirmeleri ve yonlendirici 6nerileriyle tezimin bilimsel derinligine sagladiklar
katk1 i¢in degerli jiiri iiyeleri olan Prof. Dr. Nuray Yazihan, Prof. Dr. Murat Varli, Prof.
Dr. Mehmet Deniz Ayli, Prof. Dr. Acar Tiiziiner ve Dog. Dr. Elvan Onur Kirimker’e

igtenlikle tesekkiir ederim.
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Calismanin etik degerlendirme siirecinde katki ve emekleri i¢in Kobay DHL Etik
Kurul Uyeleri’ne, deneysel arastirmalarin planlanmasi ve yiiriitiilmesi asamalarinda
destekleriyle katki saglayan Prof. Dr. Serta¢ Cimen, Dog¢. Dr. Sanem Giiler Cimen ve
Gamze Yildirnm’a tesekkiir ederim. Ayrica Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyopatoloji Bilim Dal’nin emekli 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Giizin Ozelgi
Kavas, Prof. Dr. ibrahim Ethem Akgil ve Prof. Dr. Pelin Aribal Ayral’a doktora
egitimim siiresine degerli katkilar1 ve destekleri igin siikranlarimi sunarim. Doktora
yeterlilik komitesi sinav1 siirecinde degerli katki ve degerlendirmeleri i¢in jiiri liyeleri
Prof. Dr. Erman Cakal ve Prof. Dr. Ulver Boztepe Derici’ye tesekkiir ederim. Metnin
akademik son okumasi ve bilimsel anlatim biitiinliiglintin giiclendirilmesine yonelik
katkilar1 i¢in Dog. Dr. Ilknur Oztiirk Unsal’a, tez yazim kilavuzu dogrultusunda teknik
diizenlemeler ve big¢imsel uyumun saglanmasina yonelik destegi icin Deniz Ege

Alkaya’ya ayrica tesekkiir ederim.

Son olarak, bu uzun ve yogun siire¢ boyunca sabirlari, anlayislart ve manevi
destekleriyle her zaman yanimda olan esim Giilnur Kahveci ve kizim Nisan Dora

Kahveci’ye en derin tesekkiirlerimi sunarim.
Saygilarimla,
Eylip Kahveci

Ankara, 31 Aralik 2025
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1. GIRIS

Organ, doku ve hiicre nakli; son donem organ yetmezliginde (6zellikle son donem
bobrek yetmezligi [ESRD] ve son donem karaciger yetmezligi [ESLD]) yasam siiresi
ve yasam kalitesini anlamli bicimde artiran, uzun vadede maliyet-etkinligi yiiksek bir
tedavi yaklagimidir (Wolfe vd., 1999; Tonelli vd., 2011). Buna karsin
transplantasyonun klinik basarisi, yalnizca cerrahi ve immiinolojik siireclere degil,
ayn1 zamanda donér kaynagma erisim ve nakledilen organin “kalitesi” olarak
Ozetlenen biyolojik dayanikliligina da baghdir. Bekleme listelerinin biiylimesi ve
dondr arzinin siirh kalmasi; organ temini, organ degerlendirmesi ve organin nakil
oncesi—nakil sirast maruziyetlerinin (iskemi stireleri, hemodinamik instabilite,
komorbidite yiikii) klinik sonuclar {izerindeki belirleyiciligini artirmistir (Summers

vd., 2015).

Son yillarda 6lii dondr havuzunu genisletmek amaciyla genisletilmis kriterli donor
(Extended Criteria Donor, ECD) ve dolasim sonrasi donasyon (Donation after
Circulatory Death, DCD) gibi daha yiiksek risk profiline sahip dondrlerin kullaniminin
artmasi, sicak iskemiye (warm ischemia) bagli hasar1 daha goriiniir kilmistir. DCD
donorler; kontrollii ve kontrolsiiz alt tipleriyle geri doniisiimsiiz dolasim durmasi
sonras1 organ ¢ikarimi/korunumu siireglerini icerir (Kootstra vd., 1995; Thuong vd.,
2016). Klinik agidan sicak iskemi zamani (Warm Ischemia Time, WIT) donor
stirecindeki maruziyet ile alicida anastomoz donemindeki yeniden 1sinma déneminin
birlesik etkisini yansitan ¢ok fazli bir biyolojik yiik olarak ele alinmalidir

(Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020).

Transplantasyonda iskemi-reperfiizyon hasar1 (ischemia—reperfusion injury, IRI)
neredeyse kacinilmazdir; organ c¢ikarimi, soguk koruma ve yeniden perfiizyon
basamaklarinda hiicresel stres birikir. IRI; erken donemde akut bobrek hasar1 (Acute
Kidney Injury, AKI) ve greft fonksiyon gecikmesinin (Delayed Graft Function, DGF)
temel zeminini olustururken, ge¢ donemde fibrozis ve kronik greft kaybina katkida

bulunabilir (Eltzschig ve Eckle, 2011; Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020).



Iskemik fazda oksijen ve substrat sunumunun kesilmesi, hizla adenozin trifosfat (ATP)
azalmasina ve iyon pompalarinin islev kaybina yol acar; hiicre i¢i kalsiyum
yiiklenmesi, ozmotik sisme ve sitoskeletal bozulma gelisir (Ozsaker, 2012). Enerji
krizine eslik eden metabolik yeniden yapilanma sirasinda mitokondride siiksinat
birikimi ve elektron tasima zincirindeki redoks dengesizlikleri, reperfiizyonda reaktif
oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS) artis1 i¢in zemin hazirlar (Chouchani
vd., 2014). Klinik karsilig1 a¢isindan, bu siirecler AKI tan1 ve evrelemesinde kullanilan
biyokimyasal parametrelerde bozulma ile seyreder. Serum fiire ve kreatinin gibi
gostergeler, deneysel modellerde fonksiyonel hasarin izlenmesinde temel araglardir

(KDIGO Acute Kidney Injury Work Group, 2012).

Reperfiizyon fazi, paradoksal bicimde dokuyu kurtarmak yerine hasari
derinlestirebilir. ROS iiretimindeki artis; lipit peroksidasyonu, DNA/protein hasar1 ve
mitokondriyal gecirgenlik degisiklikleri izerinden hiicre 61liimii programlarini tetikler.
Ayrica, hasar iligkili molekiiler kaliplar (Damage-Associated Molecular Patterns,
DAMPs) ve kompleman aktivasyonu; nétrofil-monosit gogii, sitokin salinimi ve
endotel aktivasyonu ile giiclii bir dogal immiin yanit1 baslatir (Eltzschig ve Eckle,

2011).

IRI’nin hiicresel ¢iktis1 yalniz apoptoz veya klasik nekroz ile sinirli degildir. Son
yillarda “regiile nekroz” bashigi altinda tanimlanan nekroptoz ve ferroptoz gibi
yolaklarin, 6zellikle renal tiibiiler epitelde hasarin yayilimi ve nekroinflamasyonun
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Linkermann vd., 2012; Belavgeni
vd., 2020). Dolayistyla IRI, fonksiyonel bozulmanin o&tesinde; oksidatif stres,
inflamasyon ve hiicre 6liimii ekseninde ¢ok katmanli bir patofizyolojik diigiim olarak

ele alinmalidir.

Mevcut klinik uygulamada IRI yiikiinii azaltmak i¢in; sicak/soguk iskemi siirelerinin
kisaltilmasi, dondr yoOnetiminin iyilestirilmesi ve makine perfiizyonu gibi organ
koruma teknolojilerinin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle
DCD/ECD gibi “marjinal” organlarin artan kullaniminda, yalniz lojistik ve teknik

optimizasyonun tek basina yeterli olmadigi; farmakolojik ve molekiiler hedeflere
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yonelik  tamamlayict  yaklagimlara  ihtiya¢  duyuldugu  vurgulanmaktadir

(Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020).

mTOR sinyal yolu; hiicre biiyiimesi, protein sentezi, metabolik yolaklar ve otofaji
arasinda merkezi bir entegrator olarak tanimlanir. mTORC1 ve mTORC2
kompleksleri; besin/enerji durumu ve stres sinyallerine yanit yoluyla hiicresel
anabolizma—katabolizma dengesini ve bagisiklik hiicresi fonksiyonlarin1 koordine

eder (Laplante ve Sabatini, 2012; Saxton ve Sabatini, 2017).

Bobrekte mTORCI sinyallesimi, renal tiibiiler homeostazin korunmasi ve iskemik
strese adaptif yanitin siirdiirtilmesi acisindan kritik 6nemdedir. Deneysel veriler,
mTORCI’in tiibiil epitelinde enerji metabolizmasi, mitokondriyal biyogenez ve
transselliiler tasima siireclerini diizenledigini; eksikliginde ise iskemi-reperfiizyon

hasariin siddetlendigini géstermektedir (Grahammer vd., 2014).

mTOR inhibitorleri (sirolimus ve everolimus gibi); transplant alicilarinda yaygin
kullanilan immiinsupresif ajanlar olmakla birlikte, IRI’ye eslik eden oksidatif stres ve
inflamatuvar yanit lizerinde de dogrudan etkiler gosterebilir. Deneysel bobrek IRI
modellerinde everolimus ve sirolimusun sitokin profili ve oksidatif stres belirtecleri
iizerinde iyilestirici etkiler olusturabilecegi bildirilmistir (Suyani vd., 2009; Esposito
vd., 2011). Ote yandan sirolimusun doku iyilesmesini geciktirebilecegi ve hiicresel

onarim fazini olumsuz etkileyebilecegi de raporlanmistir (Lieberthal vd., 2001).

Bu tez galigsmasi, sicak iskemiye dayali renal IRI modelinde sirolimus ve everolimusun
erken donem fonksiyonel (iire—kreatinin), biyokimyasal (oksidatif stres ve
proinflamatuvar sitokin profili) ve histopatolojik c¢iktilar {iizerindeki etkilerini
karsilastirmali bicimde degerlendirmeyi amaglamaktadir (KDIGO Acute Kidney
Injury Work Group, 2012; Belavgeni vd., 2020). Elde edilecek bulgularin, marjinal
organlarin kullanilabilirligini artirmaya yonelik gelecekteki translasyonel stratejiler

icin bilimsel bir zemin saglamasi hedeflenmektedir.



1.1. Transplantasyonun Klinik Baglami ve Giincel Thtiya¢

Son donem organ yetmezligi (End Stage Renal Disease,ESRD / End Stage Liver
Disease, ESLD) ve buna eslik eden komplikasyonlar, mortaliteyi artiran ve saglik
sistemine uzun donemli yliksek maliyet yiikleyen bir klinik spektrum olusturur. Bu
klinik baglamda transplantasyon, se¢ilmis hasta gruplarinda yalnizca yasam siiresini
uzatan bir girisim degil; ayn1 zamanda fonksiyonel kapasiteyi ve yasam kalitesini
anlamli bicimde 1iyilestiren, maliyet-etkin bir tedavi yaklasimi olarak kabul

edilmektedir (Wolfe vd., 1999; Tonelli vd., 2011).

1.1.1. Son donem organ yetmezligi ve transplantasyonun yeri

Bobrek yetmezliginde renal replasman tedavileri iginde transplantasyon, uygun
hastalarda uzun dénem sagkalim ve yasam kalitesi acisindan diyalize kiyasla belirgin
avantaj saglar; bu iistiinlilk erken donem perioperatif riskler dengelendikten sonra
zaman ic¢inde daha belirgin hale gelir (Wolfe vd., 1999; Tonelli vd., 2011). KDIGO
rehberleri, ESRD’de transplantasyonu uygun adaylarda birincil/tercihli strateji olarak
konumlandirmakta; pre-emptive transplantasyon ve bekleme listesi yonetimini klinik
sonuglarin kritik belirleyicileri arasinda degerlendirmektedir (KDIGO CKD Work
Group, 2013). Karaciger yetmezliginde ise transplantasyon, dekompanse siroz ve
akut-karaciger yetmezIligi gibi tablolar i¢in kiiratif potansiyeli olan temel tedavi
secenegidir. MELD (model for end stage liver disease) temelli onceliklendirme ve

uygun hasta se¢imi burada belirleyici rol oynar.

1.1.2. Organ arz-talep dengesizligi ve organ kalitesi problemi

Transplantasyondaki en temel darbogaz, organ arz1 ile organ gereksinimi arasindaki
yapisal dengesizliktir. Bu dengesizlik, klinik pratigi ECD ve DCD gibi daha yiiksek
riskli dondr havuzlarina yoneltmis; buna paralel olarak “organ kalitesi” kavrami erken
fonksiyon, iskemi yiikii ve marjinal greft kullanimi baglaminda daha merkezi bir 6nem
kazanmistir. Organ kalitesi gilinlimiizde yalniz dondriin demografik ve klinik

ozellikleriyle degil, organin maruz kaldig1 sicak ve soguk iskemi yiikiiniin toplam



biyolojik etkisiyle birlikte degerlendirilmektedir (Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020;
Thuong vd., 2016).

1.1.3. Marjinal organ kavrami ve risk siniflari

Marjinal organ kavrami; ileri yas, komorbidite, hemodinamik instabilite, yaglanma,
uzamis iskemi veya DCD gibi nedenlerle standart risk profilinin digina ¢ikan greftleri
ifade eder. Bobrekte kidney donér risk index (KDRI), karacigerde ise cesitli risk
simniflamalar1 (MELD, PELD gibi) ve donér-alict eslestirme yaklasimlari, greft
fonksiyonu ve dislama egilimini 6ngdrmeye yardimci olsa da; nihai biyolojik

belirleyiciler arasinda IRI ytikii, merkezi 6nemini korumaktadir.

1.1.4. Klinik sorunsal: IRI yiikii ve farmakolojik hedefler

Klinik diizeyde temel sorun, marjinal greft kullanimin artirirken IRI yiikiinii kabul
edilebilir sinirlar i¢inde tutabilmektir. Bu nedenle transplantasyon biyolojisinde giincel
yaklasim, yalnizca cerrahi ve lojistik iyilestirmelere degil, aym1 zamanda enerji
metabolizmasi, oksidatif stres, otofaji, inflamasyon ve hiicre oliimii yollarmi
hedefleyen farmakolojik stratejilere de yonelmektedir. mTOR ekseni bu baglamda,
metabolik stres ile inflamatuvar ve otofajik yanitlarin kesisiminde yer alan aday

biyolojik hedeflerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir.

1.2. Donér Tipleri ve Sicak Iskemi Fenomeni

Dondr tipi, organin maruz kaldig1 sicak iskemi yiikiinii ve buna eslik eden biyolojik
stresi belirleyen temel degiskenlerden biridir. Canli verici, DBD ve DCD senaryolar1
arasinda sicak iskemi siiresi, hemodinamik stabilite ve reperfiizyon Oncesi biyolojik

hazirlik diizeyi bakimindan 6nemli farklar bulunmaktadir.

1.2.1. Canl verici ve kadavra verici: temel farklar

Canli vericide cerrahi siire¢ planli ve kontrollii ilerledigi i¢in sicak iskemi siiresi daha
kisa ve Ongoriilebilir olmakta; buna karsilik kadavra vericilerde, 6zellikle DCD

pratiginde, dolagimin durmasi ile organ ¢ikartilmasi arasindaki donem daha ytiksek
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biyolojik stres liretmektedir. Bu nedenle dondr tipi, yalnizca lojistik degil, dogrudan

greft biyolojisini etkileyen bir degisken olarak degerlendirilmelidir.

1.2.2. DBD donorlerde (beyin oliimii sonrasi donasyon) sicak iskemiyle iliskili

riskler

DBD donorlerde sicak iskemi klasik anlamda DCD kadar belirgin olmasa da, beyin
Olimii sonrasinda gelisen katekolamin firtinasi, hormonal dengesizlik, endotel
aktivasyonu ve inflamasyonun baglangic fazi grefti reperfiizyon hasarina daha duyarh
hale getirebilir. Bu nedenle DBD organlarda da IRI, sadece intraoperatif iskemi

stiresiyle degil, donor kaynakli biyolojik aktivasyonla birlikte degerlendirilmelidir.

1.2.3. DCD (dolasim sonras1 donasyon) donérlerde sicak iskemi: cDCD/uDCD ve

zaman parametreleri

DCD donoérlerde sicak iskemi, transplant sonuclarini belirleyen en kritik
parametrelerden biridir. Kontrolli DCD (¢cDCD) ve kontrolsiz DCD (uDCD)
senaryolarinda fonksiyonel sicak iskemi siiresi, dolasimin durdugu an ile soguk
perfliizyonun veya bolgesel normotermik reperfiizyonun bagladigi an arasindaki
biyolojik pencereyi ifade eder. Bu siirenin uzamasi, ATP tiikenmesi, mitokondriyal
stres, ROS {iretimi ve regiile hiicre 6limii egilimini artirarak erken fonksiyon kaybi

riskini ytiikseltir.

1.2.4. Sicak iskemi (WIT) — soguk iskemi (CIT) — total iskemi: tammmlar

WIT, organin fizyolojik sicaklikta kan akimindan yoksun kaldigi dénemi; CIT ise
organin soguk koruma altinda implantasyona kadar gegen siiresini tanimlar. Klinik
sonug¢lar acisindan belirleyici olan cogu zaman bu iki yiikiin toplam biyolojik etkisidir.
Bu nedenle toplam iskemi kavrami, greft kalitesini yorumlarken daha biitiinciil bir

degerlendirme sunar.



1.2.5. Erken greft fonksiyonu ciktilar1 ve koprii hipotez

Sicak ve soguk iskemi yiikii, bobrekte DGF/PNF (gecikmis greft fonksiyonu/primary
nonfunction); karacigerde ise EAD (erken allogreft disfonksiyonu)/PNF gibi erken
klinik ciktilarla iliskilidir. Ozellikle DCD greftlerinde uzamis WIT, erken fonksiyon
kayb1 ve graft kayb1 riskini artiran dnemli bir parametredir (Tennankore vd., 2016).
Bu tez baglaminda koprii hipotez; sicak iskemiye bagli IRI’nin, mitokondri temelli
oksidatif stres ve regiile hiicre 6liimii yollar1 {izerinden bobrek dokusunda hasari
derinlestirdigi, mTOR yolak modiilasyonunun ise enerji metabolizmasi, otofaji ve
inflamatuvar yanit1 etkileyerek bu hasari1 azaltabilecegi varsayimina dayanmaktadir

(Laplante ve Sabatini, 2012; Eltzschig ve Eckle, 2011).

1.3. Organ Korunmasi: Statik soguk saklamadan (SCS), Makine Perfiizyonuna

ve Farmakolojik Modiilasyona

Organ korunmasi, greftin dondrden alinip alictya implante edilmesine kadar gecen
siirede metabolik biitlinliiglinlin korunmasini, iskemi yiikiiniin azaltilmasini ve
reperfiizyona biyolojik olarak daha hazir bir durumun siirdiiriilmesini hedefler.
Genigletilmis kriterli dondr ve DCD gibi daha yiiksek riskli greftlerin kullaniminin
artmastyla birlikte, korunma stratejileri yalnizca “tagima” islemi olmaktan g¢ikarak
greft kalitesini belirleyen aktif bir miidahale alanina doniigsmiistiir (Belzer ve Southard,

1988; Weissenbacher vd., 2019).

1.3.1. SCS: prensipler ve simirhiliklar

SCS’nin temel prensibi, greft sicakligin1 hizlica diisiirerek enzimatik reaksiyonlar ve
oksijen tiiketimini azaltmak, boylece ATP tiiketimini yavaslatmak ve hiicresel yikimi
geciktirmektir. Bu amacla organ koruma soliisyonlar1 ile yikama yapilir ve organ
soguk ortamda saklanir (Belzer ve Southard, 1988). Bununla birlikte SCS kosullarinda
oksijen sunumu olmadigi i¢in anaerobik metabolizma tamamen durdurulamaz;
zamanla ATP tiikkenmesi ve metabolit birikimi kaginilmazdir (Chouchani vd., 2014;
Eltzschig ve Eckle, 2011). Ozellikle DCD/ECD greftlerde énceden biriken sicak

iskemi ytikii, SCS sirasinda gelisen soguk iskemi ile birleserek toplam iskemi yiikiinii
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artirir ve erken greft disfonksiyonu riskini yiikseltir (Mastrovangelis vd., 2024;

Tennankore vd., 2016).

1.3.2. Makine perfiizyonu (MP): HMP/NMP ve bolgesel normotermik perfiizyon
(NRP)

Makine perfiizyonu, greftin damar yatagindan kontrollii perfiizat akimi1 gegirerek
organin dinamik olarak korunmasini saglar. Hipotermik makine perfiizyonu (HMP),
diisik sicaklikta mikrodolasimin a¢ik kalmasinm1i  ve toksik metabolitlerin
uzaklastirllmasint destekler; bobrek naklinde SCS’ye kiyasla DGF oranlarmi
azaltabildigi gosterilmistir (Moers vd., 2009). Normotermik makine perfiizyonu
(NMP) ise fizyolojik sicaklikta oksijen ve besin destegi ile organin fonksiyonel
degerlendirilmesine olanak tanir ve 6zellikle marjinal greftlerde nakil dncesi viability
degerlendirmesi i¢in Oonemli bir platform sunar (Nasralla vd., 2018; Hosgood ve
Nicholson, 2011; Nicholson ve Hosgood, 2013; Elliott vd., 2021). DCD baglaminda
bolgesel normotermik perfiizyon (NRP), organ cikartilmadan once oksijenlenmis
dolasimin yeniden kurulmasiyla sicak iskemi yikiinii azaltmay1 hedefler ve uygun

secilmis olgularda organ kullanimini artirabilir (Mastrovangelis vd., 2024).

1.3.3. Graft reconditioning ve farmakolojik preconditioning/postconditioning

kavramlari

Makine perfiizyonu teknolojilerinin en 6nemli katkilarindan biri, korunmay1 pasif bir
zaman kazanma siirecinden aktif bir “greft iyilestirme (reconditioning)” alanina
doniistiirmesidir. Bu yaklasimda hedef; metabolik atiklarin temizlenmesi, ATP
depolarinin  desteklenmesi, mikrodolasimin acilmasi ve reperfiizyon Oncesi
inflamatuvar yiikiin azaltilmasidir (Xu vd., 2020; Weissenbacher vd., 2019).
Farmakolojik  preconditioning, iskemi  baslamadan  once; farmakolojik
postconditioning ise reperfiizyonun erken doneminde uygulanan ve IRI siddetini
azaltmay1r hedefleyen miidahaleleri ifade eder. Transplantasyon siirecinde bu
yaklasimlar, dondr yonetimi, koruma soliisyonuna ajan eklenmesi veya MP sirasinda
greft damar yatagina hedefe yonelik ilag verilmesi seklinde uygulanabilir; MP nin

kapali devre yapisi, yliksek lokal konsantrasyon, diisiik sistemik toksisite ve daha
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kisisellestirilmis tedavi olanagi sunar (Xu vd., 2020; Niroomand vd., 2024). Tezin
odaginda yer alan mTOR ekseninin farmakolojik modiilasyonu da bu cergcevede
degerlendirilebilir. Sirolimus ve everolimus, otofaji, inflamasyon ve hiicre 6limii
yollart tizerinden IRI biyolojisini etkileyebilen aday ajanlar olarak deneysel

modellerde arastirilmistir (Suyani vd., 2009; Zhu vd., 2015).

1.4. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 (IRI): Patogenez ve Fizyopatoloji

Iskemi-reperfiizyon hasari, transplantasyon siirecinin kagimilmaz bir biyolojik
bilesenidir ve Ozellikle marjinal greftlerde erken fonksiyon kaybinin baslica
mekanistik zeminini olusturur. IRI; iskemi fazinda gelisen enerji ve iyon homeostaz
bozulmasi ile reperfiizyonda tetiklenen oksidatif stres, inflamasyon ve mikrodolasim
disfonksiyonunun birlesik etkisi sonucu ortaya cikar (Eltzschig ve Eckle, 2011;
Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020).

1.4.1. iskemik faz: enerji krizi ve hiicresel homeostaz bozulmasi

Iskemi sirasinda oksijen sunumunun azalmasi, oksidatif fosforilasyonun
baskilanmasina ve hiicrede hizla ATP tiikenmesine neden olur. ATP azalmasi;
Nat/K+-ATPaz ve Ca2+ pompalarmin yetersizligi ile hiicre sismesi, membran
potansiyeli kayb1 ve sitozolik Ca2+ birikimi gibi olaylar tetikler (Eltzschig ve Eckle,
2011). Mitokondriyal solunum zinciri disfonksiyonu ve anaerobik glikolize gecis,
laktik asidoz ve redoks dengesizligi ile sonuglanir; bu enerji krizi, reperfiizyon
basladiginda oksidan iiretimi ve inflamasyon yanitina duyarlilig1 artiran bir zemin

olusturur (Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020).

1.4.2. Reperfiizyon fazi: ROS artisi, mitokondri hasar1 ve inflamasyon

Repertfiizyonla birlikte oksijenin yeniden saglanmasi, paradoksal bigimde reaktif
oksijen tiirlerinde (ROS) hizli bir artisa yol agabilir. Mitokondride iskemi sirasinda
biriken metabolitlerin, 6zellikle siiksinatin, reperflizyonda hizli oksidasyonu elektron
kagaklarin1 artirarak ROS {iretimini tetikleyen onemli mekanizmalardan biridir

(Chouchani vd., 2016). ROS birikimi; lipid peroksidasyonu, protein ve DNA hasart ile
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mitokondriyal gecirgenlik iizerinden hiicresel hasari derinlestirir. Ayni1 zamanda
DAMP salinnmi ve kompleman aktivasyonu gibi dogustan bagisiklik yollarini
uyararak noétrofil ve monosit infiltrasyonunu hizlandirir; bu inflamatuvar
amplifikasyon organ diizeyinde fonksiyon kaybina katki verir (Atkinson vd., 2010;
Braza vd., 2016).

1.4.3. Mikrodolasim ve endotel disfonksiyonu: no-reflow fenomeni

IRI’nin  kritik bilesenlerinden biri, mikrodolasim diizeyinde perfiizyonun
heterojenlesmesi ve endotel bariyer fonksiyonunun bozulmasidir. Endotel
aktivasyonu, adezyon molekiillerinin artisi, glikokaliks kayb1 ve interstisyel 6dem;
kapiller limeni daraltarak organ icinde ‘“no-reflow” olarak tanimlanan yetersiz
reperfiizyon alanlariin olusmasina neden olabilir (Maksimenko ve Turashev, 2012).
No-reflow fenomeni, makroskopik olarak reperfiize gdriinen organda dahi hiicrelerin
oksijen ve substrat erisimini kisitlayarak parankimal disfonksiyonun siirmesine yol
acar. Bu nedenle endotelin korunmasi ve mikrodolasimin stabilizasyonu, IRI’yi
azaltmaya yoOnelik stratejilerde temel hedef alanlardan biridir (Nieuwenhuijs-Moeke

vd., 2020).

1.4.4. Hiicre oliimii yollari: apoptoz, nekroz ve regiile nekroz

IRI’de hiicre kaybi yalnizca pasif nekroz ile aciklanamaz; apoptozun yani sira
nekroptozis, ferroptozis ve diger regiile nekroz formlar1 da patogenezde 6nemli rol
oynar. Regiile nekroz, membran biitiinl{igiiniin bozulmasiyla DAMP salinimini artirir
ve inflamasyonu besleyerek “nekroinflamasyon” dongiisiinii giiclendirir (Vanden
Berghe vd., 2014; Pefanis vd., 2019). Bobrek IRI modellerinde nekroptozis ve
ferroptozis yollarmin aktivasyonu, tiibiiler hasar ve fonksiyon kayb1 ile
iligkilendirilmis; bu yollarin farmakolojik veya genetik olarak modiilasyonu deneysel
diizeyde koruyucu etkiler gostermistir (Linkermann vd., 2013; Belavgeni vd., 2020).
Bu nedenle tek hedefli yaklagimlar yerine patogenez temelli ¢oklu hedef stratejiler

daha rasyonel goriinmektedir (Li vd., 2024).
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1.5. Organ Spesifik IRI Fenotipleri ve Klinik Sonuclar

Iskemi-reperfiizyon hasari, organin anatomik ve mikrovaskiiler ozellikleri ile
parankimal ve immiin hiicre kompozisyonuna bagli olarak farkli fenotiplerle seyreder.
Karaciger ve bobrekte ortak ¢ekirdek mekanizmalar bulunsa da, hedef hiicre tipleri,
biyobelirte¢ profili ve klinik sonuglar organ-spesifik farkliliklar gosterir (Eltzschig ve
Eckle, 2011; Braza vd., 2016).

1.5.1. Karacigerde IRI: hepatoselliiler hasar ve biliyer duyarhhk

Karacigerde IRI’nin hepatoselliiler bileseni; siniizoidal endotelyal hiicre hasari,
Kupffer hiicresi aktivasyonu, mikrosirkiilasyonda bozulma ve mitokondriyal ROS
iretimi iizerinden sekillenir. Klinik pratikte bu tablo, transaminaz yiiksekligi ve
koagiilasyon bozuklugu ile iliskilidir; siddetli olgularda erken allogreft disfonksiyonu
veya PNF’ye uzanan bir spektrum goriilebilir (Eltzschig ve Eckle, 2011; De Carlis vd.,
2023). Biliyer sistem ise arteriyel agirlikli kanlanma nedeniyle iskemiye daha
duyarhdir; 6zellikle DCD karaciger greftlerinde non-anastomotik striktiir ve iskemik
kolanjiyopati riski artar (De Carlis vd., 2023; Esser vd., 2025). Bu nedenle
oksijenizasyon ve makine perfiizyonu temelli stratejiler, karaciger IRI’sinde 6zellikle

biliyer komplikasyonlar1 azaltma amaci tasir (Nasralla vd., 2018; van Rijn vd., 2021).

1.5.2. Bobrekte IRI: tiibiiler hasar, fonksiyon kaybi1 ve DGF

Bobrekte IRI’nin ana hedefi proksimal tiibiil epiteli ve peritiibiiler mikrovaskiiler
endoteldir; hasar siklikla “tiibiilo-endotelyal” bir biitiinliik icinde ilerler. Iskemi
sirasinda ATP yetersizligi ile sitoskeletal yikim ve polarite kaybi gelisir; tiibiil
hiicreleri liimene dokiilerek tikaglar olusturabilir ve filtratin geri kagagi artabilir

(Lasorsa vd., 2024).

1.5.2.1. Tiibiiler epitel kirilganlhig ve metabolik yeniden programlama

Proksimal tiibiil hiicrelerinin yiliksek oksidatif metabolizma ve yag asidi
oksidasyonuna bagimliligi, bobregin IRI’ye duyarliliginin temel nedenlerindendir.

Iskemide glikolize kay1s, mitokondriyal membran potansiyel kayb1 ve ATP sentezinde
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azalma; reperfiizyonda ise oksijenin geri gelisiyle birlikte artan ROS iiretimi, hiicresel

hasar1 derinlestirir (Lasorsa vd., 2024).

1.5.2.2. Mikrovaskiiler endotel disfonksiyonu ve ‘no-reflow’

Endotel aktivasyonu; vazokonstriksiyon, glikokaliks hasari, 16kosit adezyonu ve
kapiller tikanma ile peritiibliler hipoperfiizyonu uzatabilir. Bu no-reflow durumu,
parankimal hasarin uzamasina ve tiibiiler rejenerasyonun gecikmesine katki saglar;
klinik diizeyde DGF riskini artiran 6nemli bir koprii mekanizma olarak kabul edilir

(Barbosa vd., 2023; Lasorsa vd., 2024).

1.5.2.3. Inflamasyon, kompleman ve allo-immiin yanmitin kopriilenmesi

IRI sirasinda agiga cikan DAMP’lar, toll-benzeri reseptorler ve kompleman
aktivasyonu lizerinden innate immiin yaniti tetikler; dendritik hiicre maturasyonu ve
endotel aktivasyonu, allo-immiin yanit esigini disiirerek akut rejeksiyon riskini
artirabilir. Bu nedenle IRI, yalnizca akut doku hasar1 degil, ayn1 zamanda greft
immiinojenisitesini artiran bir amplifikator olarak da degerlendirilir (Braza vd., 2016;

Barbosa vd., 2023).

1.5.2.4. Regiile hiicre olitmii yollart ve doku remodelingi

Bobrek IRI’de apoptozun yani sira nekroptoz, ferroptoz ve piroptoz gibi regiile hiicre
Oliimii yollarinin aktivasyonu giderek daha fazla vurgulanmaktadir. Bu yollar yalnizca
erken nekroinflamasyonu artirmakla kalmaz; interstisyel fibrozis-tiibiiler atrofi
gelisimi ve uzun donem fonksiyon kayb1 icin de patofizyolojik zemin olusturabilir

(Lasorsa vd., 2024).

1.5.2.5. Klinik fenotip: DGF, yavas greft fonksiyonu ve PNF

Klinikte DGF en sik ilk hafta i¢inde diyaliz gereksinimi olarak tanimlansa da, tanim
ve esiklerde onemli heterojenite vardir (Yarlagadda vd., 2008). DGF’nin yam sira
diyaliz olmaksizin gecikmis kreatinin diislisii ile seyreden yavag greft fonksiyonu ve
nadir olmak tizere PNF, ayni klinik spektrumun uglarinda yer alir (Barbosa vd., 2023;
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Ahlmark vd., 2024). Erken donemde serum kreatinin, idrar ¢ikist ve diyaliz
gereksinimi temel parametreler olmakla birlikte; NGAL, KIM-1 ve IL-18 gibi tiibiiler
stres/hasar belirtecleri daha erken biyolojik dngorii saglayabilir (Barbosa vd., 2023).

1.5.3. IRI’nin transplant ¢ciktilariyla iliskisi: DGF/PNF/EAD ve uzun déonem greft

sagkalim

IRI siddeti, erken donemde bobrekte DGF/PNF ve karacigerde EAD/PNF gibi ug
noktalara yansir. Bobrek transplantasyonunda DGF, akut rejeksiyon ve uzun donem
greft kaybi ile iliskilidir; meta-analizler DGF varligimin hem greft hem hasta
sagkalimini olumsuz etkileyebildigini gostermistir (Perico vd., 2004; Li vd., 2023).
DGF’nin siddeti ve siiresi uzadik¢a, uzun dénem eGFR diisiisii ve kronik allogreft
disfonksiyonu riski artmaktadir (Ahlmark vd., 2024). Karacigerde EAD de IRI’nin
klinik izdiisiimlerinden biridir ve 6zellikle biliyer komplikasyonlarla iligkili olgularda
uzun donem sonuglari etkileyebilir (Olthoff vd., 2010; van Rijn vd., 2021; De Carlis
vd., 2023).

1.6. mTOR: Metabolik Stres-Otofaji-inflamasyon Diigiimii

mTOR yolu, hiicresel yanitlarin metabolik durumla esgiidiim icinde bigimlenmesini
saglayan temel bir sinyal diiglimiidiir. Besin erisilebilirligi, biiyiime faktorii uyarilari
ve immiin girdilerin tek bir ag {izerinden biitiinlestirilmesi, degisken mikrogevre
kosullarina uyum saglayabilen hiicresel programlarin kurulmasina katki sunar. Bu
nedenle mTOR, metabolik stres yanitlari, otofajik siire¢ ve inflamatuvar sinyallemenin

kesigsiminde yer alan merkezi bir diizenleyici olarak degerlendirilmektedir.

1.6.1. Metabolik Stres

Metabolik stres, hiicrenin enerji iiretimi ve biyosentetik prekiirsor arzi ile biyosentetik
talep arasindaki dengenin bozuldugu; bu dengenin kaymasiyla redoks homeostazi,
organel biitiinliigii ve proteostaz iizerinde birikimli bir yiikiin olustugu islevsel bir

durum olarak kavramsallastirilabilir (Wellen ve Thompson, 2010; Hotamisligil, 2010).
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Bu nedenle metabolik stres yalnizca enerji azalmasiyla degil, metabolik akislarin

yonil, yogunlugu ve yeniden kullanimu ile birlikte degerlendirilmelidir.

mTOR ekseni bu sinyal diizeyindeki orglitlenmede merkezi konum tasir; mTOR,
bliylime faktorleri ile besin ve enerji ipuclarini biitlinlestirerek anabolizma-
katabolizma dengesinin yoniinii belirleyen bir diigiim olarak tanimlanir (Laplante ve
Sabatini, 2012). mTORCI, besin yeterliliginde protein, lipid ve niikleotid sentezi gibi
maliyetli anabolik stirecleri artirirken otofajiyi baskilar; mTORC?2 ise hiicre iskeleti
diizenlenmesi ve metabolik sinyal entegrasyonu gibi tamamlayici rollere sahiptir

(Laplante ve Sabatini, 2012).

Metabolik stres kosullarinda diigiim noktasi ¢cogu kez enerji sensoriic AMPK ile
mTORCI arasindaki karsit diizenleme iligkisi iizerinden kurulur. Enerji stresi ile
AMPK aktivasyonu, mTORCI1’1 baskilayarak anabolik harcamay1 sinirlayan bir
kontrol noktasi islevi goriir; ayn1 anda ULKI iizerinden otofajiyi ve mitofajiyi
tetikleyerek dayaniklilik moduna gecisi kolaylastirir (Gwinn vd., 2008; Egan vd.,
2011; Kim vd., 2011; Hardie, 2014). Bu durum, enerji kitlig1 altinda hiicrenin hasarlh
bilesenleri uzaklastirip kaynaklar1 koruyarak daha siirdiiriilebilir bir yanit

gelistirmesine olanak tanir.

Metabolik stresin etkileri, organel bozulmasi, yanlis katlanmis protein yiikii ve lipid
dengesizligi tizerinden tehlike sinyallerinin birikmesini kolaylastirmasiyla genisler.
Otofaji, hasarli bilesenlerin uzaklastirilmasi ve inflamatuvar sinyal platformlarmin
diizenlenmesi yoluyla bu yiikii dengeleyici bir tampon gibi davranabilir; mitokondriyal
biitiinliiglin bozuldugu durumlarda inflamazom aktivitesi ve IL-1pB/IL-18 gibi ¢iktilar
artabilmektedir (Nakahira vd., 2011; Zhong vd., 2016; Deretic vd., 2013). Bu nedenle
metabolik stres, otofaji ve inflamasyon birbirinden bagimsiz degil; ayn1 biyolojik agin

karsilikl1 etkilesen bilesenleri olarak goriilmelidir.

1.6.2. Otofaji

Otofaji, hasarli organellerin ve yanlis katlanmis proteinlerin lizozomal yolak

iizerinden uzaklastirilmasint saglayan, ¢cogu durumda hiicre yasamini destekleyen
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temel bir uyum mekanizmasidir. Bu siire¢ yalnizca hiicresel bilesenlerin
temizlenmesiyle sinirli kalmaz; enerji kitligi kosullarinda hiicreye substrat saglayarak
metabolik dengenin korunmasina, mitokondriyal kalite kontroliin siirdiiriilmesine ve

inflamatuvar sinyallerin diizenlenmesine katkida bulunur (Eminova, 2024).

Stresin dozu ile onarim kapasitesi arasinda uyum bulundugunda otofaji, hasari
siirlayan ve hayatta kalmay1 kolaylastiran bir program olarak belirginlesir. Buna
karsilik otofajik akisin zayiflamasi ya da yanlis yonlenmesi, hasarin temizlenmesini
geciktirerek stresin daha da agirlasmasina neden olabilir. Otofaji ile programli hiicre
oliimii arasindaki iligkinin ¢ift yonlii olmasi da bu baglamda 6nemlidir. Bazi kosullarda
otofaji apoptotik bilesenleri diizenleyebilir, baz1 kosullarda ise asir1 ve kontrolsiiz
bicimde siirerek hiicresel yikimi hizlandirabilir (Gozuacik, 2007; Oz-Arslan vd.,

2011).

Otofajik hiicre o6limi kavrami, Ozellikle apoptozun baskilandigi veya adaptif
yanitlarin yetersiz kaldigi durumlarda tartisilmaktadir. Uzun siireli ve giiclii otofaji
aktivasyonunun mitokondri sayisini azaltmasi, sitoplazma hacmini diisirmesi ve
hiicresel islevlerin  siirdiirtilebilirligini  zayiflatmasi, 6liim kararina katki
saglayabilecek mekanizmalar arasinda yer alir (Goziiagik, 2011). Bu nedenle otofaji,
koruyucu bir kalite kontrol programu ile hiicresel yikimi derinlestiren bir siire¢ arasinda

degisen ¢ift yonlii bir isleve sahiptir.

1.6.3. inflamasyon ve hiicre 6liimii yollari ile kesisim

Sicak iskemi ve bunu izleyen reperfiizyon, patojen varligi olmaksizin gelisen steril bir
doku hasar1 modelidir. Buna ragmen hizli bir innate immiin yanit olusturur ve greft
fonksiyonu tizerindeki erken ve gec etkileri nedeniyle klinik agidan belirleyicidir
(Pefanis vd., 2019; Li vd., 2024). Iskemik fazda ATP kaybi, iyon pompalarmin
yetmezligi ve hiicresel sisme ile baslayan hasar, reperflizyonda DAMP salinimi
iizerinden pattern-recognition reseptorlerini aktive ederek proinflamatuvar bir
transkripsiyon programini baglatir (Wu vd., 2010; Kriiger vd., 2009). Insan bdbrek
transplantasyonunda donor kaynakli TLR4 sinyalinin IRI’ye katkist gosterilmis olup,
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bu durum innate yanitin organ kalitesi ve erken greft fonksiyon bozuklugu agisindan

merkezi roliine igaret eder (Kriiger vd., 2009).

HMGBI1-TLR4 ekseni, reperfiizyonun ilk saatlerinde NF-kB/MAPK aktivasyonunu
giiclendirerek TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin, ayrica MCP-1/CCL2 gibi kemokinlerin
artisina katkida bulunur; sonugta notrofil ve makrofaj infiltrasyonu, tiibiiler epitel
hasar1 ve fonksiyonel bozulma derinlesir (Wu vd., 2010). Endotel diizeyinde gelisen
aktivasyon, lokosit adezyonunu ve transmigrasyonunu kolaylastirirken; mikrovaskiiler
tikaglar, vazokonstriksiyon ve peritiibiiler kapiller akimin heterojenlesmesi dokuda
ikincil hipoksi yaratarak hasarin siirmesine zemin hazirlar (Pefanis vd., 2019; Li vd.,

2024).

Iskemik parankimde hiicre 6liimii spektrumu tek bir yolaktan ibaret degildir; apoptoz,
nekroz ve farkl regiile nekroz bigimleri olan nekroptozis, ferroptozis ve piroptozis
birlikte ve cogu zaman birbirini tetikleyen bigimde isler (Li vd., 2024). Nekroptozis,
TNF ailesi sinyalleri veya TLR uyaranlar1 altinda kaspaz-8 aktivitesinin baskilandigi
kosullarda gelisen belirgin derecede proinflamatuvar bir regiile nekroz formudur
(Linkermann vd., 2013; Li vd.,, 2024). Ferroptozis, demir-bagiml lipid
peroksidasyonu ile karakterizedir ve tiibiiler epitelde oksidatif stres kosullarinda hizla
tetiklenebilir; piroptozis ise inflamazom aktivasyonu ve gasdermin aracili membran
porlasmasi ile yiiksek derecede inflamatuvar bir hiicre 6liimii bigimi olarak 6ne ¢ikar

(Belavgeni vd., 2020; Li vd., 2024).

Bu siireglerin ortak ¢iktisi, hiicre membrani biitiinliigiiniin bozulmasiyla ortaya ¢ikan
DAMP salinimidir ve bu durum inflamasyon ile regiile nekroz arasinda pozitif geri
beslemeli bir dongii olusturur. Literatiirde “nekroinflamasyon”  olarak
kavramsallastirilan bu kompleks, transplantasyon IRI’sinda hedeflenebilir biyolojik
bir kirilma noktasi olarak 6ne ¢ikmaktadir (Belavgeni vd., 2020; Pefanis vd., 2019).
Bobrekte oOzellikle kortikomediiller bileske ve dis medulla; yiiksek metabolik
gereksinim, smirli oksijen rezervi ve mikrodolagim kirilganligi nedeniyle bu sarmalin

anatomik olarak yogunlastig1 bolgelerdir ve yamali hasar paterni iiretir (Li vd., 2024).
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1.7. mTOR Inhibitérleri: Immiinsupresyonun Otesinde Organ Koruyucu

Hipotez

1.7.1. Transplantasyonda mTOR inhibitorleri: yer, endikasyon ve rejim

stratejileri

mTOR yolu; hiicresel biiylime, metabolizma, otofaji ve immiin yanitin
entegrasyonunda merkezi bir serin/treonin kinaz kompleksidir. Transplant alicilarinda
mTOR inhibitérleri, 6zellikle T-hiicre proliferasyonu ve efektor farklilasma tizerindeki
baskilayict etkileri nedeniyle kalsindrin inhibit6rleri, antimetabolitler ve
kortikosteroidlerle birlikte rejimlerin 6nemli bir bilesenini olusturur (KDIGO
Transplant Work Group, 2009). Klinik pratikte bu ajanlar; CNI (kalsindrin inhibitdrii)
minimizasyonu, CNI iliskili nefrotoksisite riskinin azaltilmasi, belirli malignite veya
CMV senaryolarinda immiinsupresyon profilinin yeniden dengelenmesi gibi amaclarla
kullanilabilir (Pascual vd., 2018; Berger vd., 2019). Bununla birlikte yara iyilesme
komplikasyonlari, lenfosel, proteiniiri, dislipidemi ve hematolojik toksisite gibi advers
etkiler, 6zellikle erken cerrahi donemde dikkatli zamanlama gerektirir (Nashan ve

Citterio, 2012; Kaplan vd., 2014).

1.7.2. Sirolimus ve everolimus: simf i¢ci farklhihklar ve olas1 fizyopatolojik

yansimalar

Sirolimus ve everolimus ayni farmakolojik sinif icinde yer alsa da; molekiiler yapi,
farmakokinetik profil ve doku diizeyindeki etkiler bakimindan klinik olarak anlamli
ayrismalar gosterebilir. Everolimus, sirolimusun 40-O-(2-hidroksietil) tiirevidir; daha
kisa eliminasyon yar1 omrii ve daha hizli denge diizeyi ile doz ayarlamalarinda pratik

avantaj saglayabilir (Klawitter vd., 2015).

Smf i¢i farkliliklarin fizyopatolojik yansimasi, endotel ve diiz kas hiicreleri gibi
immiin-digt hiicrelerde mTOR sinyalinin baskilanmasinin mikrodolasim, vaskiiler
inflamasyon ve fibrotik yeniden yapilanma siireclerini etkilemesi iizerinden
tartisilabilir. Ayrica mTORCI1/mTORC2 dinamikleri ve geri-besleme dongiileri,

metabolik stres yanit1 ve otofaji akisini modiile ederek iskemi-reperfiizyon gibi akut
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streslerde hiicre kaderini belirleyen esiklere yansiyabilir (Klawitter vd., 2015). Bu
nedenle sirolimus ve everolimus, tek bir smif etkisi ¢ercevesinde degil, hedef
poptilasyon, eslik eden tedavi ve amaglanan klinik strateji baglaminda
bireysellestirilmis olarak degerlendirilmelidir (KDIGO Transplant Work Group, 2009;
Kaplan vd., 2014).

1.7.3. Zamanlama paradigmasi: preconditioning ve postconditioning

Iskemi-reperfiizyon hasar1 baglaminda mTOR inhibitdrlerine iliskin organ koruyucu
hipotez, yalnizca immiinsupresyona indirgenemeyen hiicresel stres yaniti
modiilasyonu iizerinden kurulmaktadir. Preconditioning; iskemi dncesi farmakolojik
uyaranla hiicrelerin enerji krizi, oksidatif stres ve inflamatuvar dalgaya karsi
hazirlanmasi olarak tanimlanirken, postconditioning; reperflizyon sonrasi erken fazda
zararli sinyal kaskadmin baskilanmasi ve hasar-onarim dengesinin yeniden

kurulmasini hedefler (Khan vd., 2006).

Deneysel calismalarda rapamisin/rapaloglarin; mitokondriyal stabilite, antioksidan
yanit ve Ozellikle otofaji aktivasyonu iizerinden I/R hasarini sinirlayabilecegi
gosterilmistir. Otofaji, hasarli organellerin uzaklastirilmasi ve enerji homeostazinin
yeniden kurulmasinda kritik bir adaptasyon mekanizmasidir; rapamisinin otofaji
indiiksiyonu ile akut bobrek hasarinda fonksiyonel iyilesmeyi destekledigi
bildirilmektedir (Su vd., 2018; Li vd., 2018). Bununla birlikte zamanlama, klinik
translasyonun temel kirilma noktasidir. Erken postoperatif dénemde mTOR
inhibitorleri yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu {izerinde olumsuz etkiler
yaratabilirken, secilmis kosullarda greft fonksiyonunu korumaya yonelik avantajlar

saglayabilir (Nashan ve Citterio, 2012; Pascual vd., 2018).

1.8. Kamit Boslugu, Tezin Ozgiinliigii ve Kavramsal Model

Sicak iskemiye bagli organ hasari, transplantasyon cerrahisi basta olmak tizere akut
dolasim bozukluklari, travmatik organ yaralanmalar1 ve kritik bakim uygulamalarinda
klinik 6nemi yiiksek bir patofizyolojik problem alani olarak degerlendirilmektedir
(Eltzschig ve Eckle, 2011). Organ dokusunun fizyolojik sicaklik kosullarinda kan

18



akimindan yoksun kalmasi; ATP iiretiminde hizli diisiis, iyon homeostazi bozulmasi,
mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve hiicre 6liim programlarinin devreye
girmesi ile sonuglanir (Eltzschig ve Eckle, 2011; Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020;
Ponticelli, 2014). Reperfiizyonla birlikte bu biyolojik kirilma alani inflamasyonun,
mikrodolagim bozuklugunun ve uzak organ etkilerinin eklendigi ¢ok katmanli bir
hasar modeline doniismektedir (Zhai vd., 2013). Bu nedenle sicak iskemiye bagl
organ hasarinin siirlandirilmasi, yalnizca cerrahi basarinin degil, uzun donem greft
stirdiiriilebilirliginin de stratejik hedeflerinden biridir (Ponticelli, 2014; Nieuwenhuijs-

Moeke vd., 2020).

Mitokondri, iskemi siirecinde hiicresel enerji iiretiminin merkezinde yer almakta ve
sicak iskemiye bagli organ hasarinin biyolojik temelinde belirleyici rol oynamaktadir.
ATP kaybi, iyon pompalarinin islevsel biitiinliigiinii zayiflatarak kalsiyum asir
yiklenmesini kolaylastirmakta; reperfiizyonun baslamasiyla birlikte elektron tasima
zincirinin yeniden devreye girmesi, uygun redoks dengesi kurulamadiginda ROT un
asir1 iretimiyle sonuglanabilmektedir (Bernardi ve Di Lisa, 2015; Chouchani vd.,
2016; Eltzschig ve Eckle, 2011). Tanimlanan patofizyolojik olaylar, IRI’nin tek bir
mekanizma ile agiklanamayacagini; metabolik stres, inflamasyon, oksidatif stres ve
hiicre 6liimii siireglerinin birbirini besleyen ¢ok katmanli bir diizenek olusturdugunu
gostermektedir (Eltzschig ve Eckle, 2011; Zhai vd., 2013). Bu ¢er¢cevede mTOR sinyal
yolu, metabolik stres yanitlarinin, otofajik silirecin ve inflamatuvar programlarin
diizenlenmesinde merkezi bir diiglim noktasi olarak 6ne ¢ikmakta; mTOR inhibitorleri
ise organ korunmasina yonelik potansiyel biyolojik modiilatérler olarak

degerlendirilmektedir (Saxton ve Sabatini, 2017; Zhu vd., 2015).

1.8.1. Kanit Boslugu: Literatiirdeki Stmirhiliklar ve A¢ik Sorular

Son yillarda mTOR inhibitdrlerinin sicak IRI’de koruyucu etkiler gdsterebilecegine
isaret eden deneysel ve preklinik ¢aligmalarin sayisinda artis gézlenmektedir. Bununla
birlikte mevcut literatlir, bulgularin klinik uygulamaya aktarilmasini giiclestiren
belirgin bir kanit bosluguna isaret etmektedir. Bu bosluk yalnizca sonug¢ sayisinin

sinirlt  olmasiyla degil; metodolojik heterojenlik, organ modelleri arasindaki
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farkliliklar, mekanistik belirsizlikler ve oOl¢iim parametrelerindeki degiskenlikle

iliskilidir.

Organ modelleri arasindaki tutarsizlik, temel sinirliliklardan biridir. Bobrek, karaciger,
kalp ve akciger modellerinde organ-spesifik mikrodolasim ve immiin hiicre
kompozisyonu nedeniyle sonuglar heterojenlik gostermektedir; bu durum belirli bir
organda gozlenen koruyucu etkinin baska bir dokuda ayni siddet ve mekanizma ile
ortaya ¢ikip ¢ikmadigi sorusunu agik birakmaktadir (Polat, 2010; Kaca, 2009). Buna
ek olarak mTOR inhibitorlerinin koruyucu etkisinin baskin olarak inflamasyon
baskilanmasi, mitofaji aktivasyonu, oksidatif stresin sinirlandirilmasi veya hiicre
O0limii programlarinin modiilasyonu Ulizerinden mi gelistigi net bicimde
aydinlatilamamistir. Farkli ¢alismalarda kullanilan doz, uygulama zamani ve sonlanim
Olciitler1  arasindaki  belirgin ~ farklihiklar;  optimal  terapdtik  pencere,
preconditioning/postconditioning iistiinliigii ve klinik uygulanabilirlik konularini1 agik
birakmaktadir. Erken donem hasar belirteclerinin, oOzellikle NGAL ve
apoptotik/oksidatif belirteclerin, klasik fonksiyon parametreleriyle birlikte sistematik

kullanilmamasi da bu translasyonel boslugu derinlestirmektedir (Bozkaya, 2015).

Bu smirhiliklar birlikte degerlendirildiginde, sicak iskemi kosullarinda mTOR
inhibitorlerinin organ diizeyindeki etkilerinin ¢ok parametreli, zaman bagimli ve
karsilagtirmali tasarimlarla incelenmesi gerektigi anlasilmaktadir. Organ-spesifik
modellerin standardizasyonu, mekanistik eksenlerin es zamanli analizi, doz ve
zamanlama optimizasyonu ile erken biyobelirteglerin entegrasyonu, translasyonel

giivenilirligi artirabilecek temel adimlar arasinda yer almaktadir.

1.8.2. Tezin Ozgiinliigii ve Doktora Diizeyinde Bilimsel Katkis

Bu calisma, sicak renal iskemi-reperfiizyon modelinde mTOR inhibitorlerinin organ
hasar1 tlizerindeki etkilerini biyokimyasal, inflamatuvar, oksidatif stres, apoptotik ve
histopatolojik parametreleri tek bir deneysel cerceve icinde es zamanli olarak
incelemesi bakimindan 6zgiin bir katki tiretmektedir. Boyle bir biitiinciil tasarim, sicak

IR hasarinin ¢ok katmanli patofizyolojisini yalnizca tek bir sonlanim noktasi {izerinden
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degil; birbirini besleyen mekanistik eksenler iizerinden birlikte degerlendirmeye

olanak tanimaktadir.

Sirolimus ve everolimusun ayni sicak renal IR modelinde karsilastirmali olarak
incelenmesi, mTOR inhibitor sinifinin iki 6nemli {iyesinin olasit organ koruyucu
etkilerinin ayristirllmasima olanak saglamaktadir. Bu yaklagim, farkli g¢alisma
protokollerinden kaynaklanan heterojenlikten bagimsiz olarak ajanlarin goreli etkinlik

profillerini daha giivenilir bicimde tartisabilmeyi miimkiin kilar.

Inflamasyon-oksidatif stres-apoptozis ekseninin biitiinciil bicimde analiz edilmesi,
iskemi-reperfiizyon hasarinin ¢ok boyutlu dogastyla uyumlu bir degerlendirme zemini
olusturmaktadir. Buna erken donem biyobelirteclerden NGAL’in dahil edilmesi ve
histopatolojik skorlamanin biyokimyasal bulgularla entegre edilmesi, renal hasarin
yalnizca ge¢ fonksiyon parametreleri lizerinden degil; erken tiibiiler zedelenme ve

yapisal doku hasar1 diizeyinde de duyarli bigimde degerlendirilmesini saglamaktadir.

Bu yonleriyle ¢alisma, mTOR inhibitorlerinin sicak iskemi kosullarinda yalnizca
immiinsupresif ajanlar olarak degil, ayn1 zamanda organ koruyucu biyolojik
modiilatorler olarak da ele alinabilecegini destekleyen 06zgiin deneysel kanit
iretmektedir. Ayrica bu yaklasim, literatiirde vurgulanan mekanistik belirsizlik,
zamanlama/doz heterojenligi ve erken belirtec eksikligi gibi bosluklarin bir béliimiine

metodolojik diizeyde yanit verebilecek bir ¢ergeve sunmaktadir.

1.8.3. Kavramsal Model Onerisi

Bu calismanin kavramsal modeli, sicak iskemi-reperfiizyon siirecinde gelisen organ
hasarinin temel biyolojik mekanizmalarini ve mTOR inhibitérlerinin bu mekanizmalar
ilizerindeki modiilator etkilerini biitiinciil bir ¢er¢eve icinde aciklamaktadir. Modelin
ayirt edici yonii, sicak IR hasarini tek bir patolojik olayla sinirli gsrmemesi; metabolik
stres, oksidatif yiik, inflamasyon ve hiicre 6liimii eksenlerinin birbirini besleyen

ardisik bir zincir olusturdugunu vurgulamasidir.
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Modelin temel patolojik dizgesi, sicak iskemiyle baslayan metabolik ¢okiisiin
reperfiizyonla birlikte genisleyen inflamatuvar ve oksidatif yanitlarla derinlestigini
gostermektedir. Siireg; fizyolojik sicaklikta kan akiminin kesilmesiyle hipoksi ve ATP
tiikenmesi, bunu izleyen mitokondriyal disfonksiyon, reperfiizyonda ROT artis1, lipid
peroksidasyonu, DAMP salinimi, TLR/NF-kB aktivasyonu, proinflamatuvar sitokin

yaniti, apoptotik yolak aktivasyonu ve tiibiiler hasar ekseninde ilerlemektedir.

Bu ardisik patolojik zincir asagidaki bicimde 6zetlenebilir:

Sicak iskemi — hipoksi ve ATP tiikkenmesi

Mitokondriyal disfonksiyon — ROT iiretiminin artmasi

Oksidatif stres — lipid peroksidasyonu (MDA artis1)

DAMP salinimi1 — TLR/NF-kB aktivasyonu

Proinflamatuvar sitokin yanitt — TNF-a, IL-18, IL-6 artis1

Apoptotik yolak aktivasyonu — Caspase-3 artisi

Tibiiler hasar — NGAL yiikselmesi ve histolojik skor artisi

Bu patolojik zincir igerisinde mTOR inhibitorleri, ¢oklu biyolojik eksen iizerinden
modiilator bir rol {istlenmektedir. Modelin o6nerdigi cergceveye gore mTOR
inhibisyonu; otofaji ve mitofaji siireglerini destekleyerek mitokondriyal kalite kontrolii
giiclendirebilmekte, inflamatuvar sitokin yanitini baskilayarak steril inflamasyonu
azaltabilmekte, oksidan-antioksidan dengesini iyilestirerek lipid peroksidasyonunu
sinirlandirabilmekte ve apoptotik aktivasyonu azaltarak hiicresel 6liim siireclerini
modiile edebilmektedir. Boylece mTOR hedeflemesi, sicak renal iskemi-reperfiizyon
hasarinda metabolik stres, oksidatif yiik, inflamasyon ve hiicre 6liimii eksenlerinin
kesisiminde organ koruyucu bir potansiyel tasiyan biitiinciil bir modiilasyon stratejisi

olarak kavramsallastirilmaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Arastirmanin Tasarimi

Bu calisma, KOBAY DHL A.S. Yerel Etik Kurulu’nun 03.11.2020 tarih ve 509 sayili
karart ile etik agidan uygun bulunmus; deneysel uygulamalarin tamamu, ilgili mevzuat
kapsaminda calisma iznine sahip ruhsatli Kobay DHL A.S. laboratuvarlarinda
ylriitiilen, kontrollii, prospektif ve in vivo nitelikte deneysel bir arastirma olarak
planlanmistir. Arastirmada, renal sicak iskemi ve bunu izleyen reperfiizyon siirecinin
bobrek dokusunda yol agtigi biyokimyasal, inflamatuvar, oksidatif, apoptotik ve
histopatolojik degisikliklerin biitlinciil diizeyde ortaya konulmasi ile mTOR
inhibitorleri olan sirolimus ve everolimusun séz konusu patofizyolojik siire¢
iizerindeki muhtemel koruyucu ve diizenleyici etkilerinin degerlendirilmesi

amaclanmustir.

Renal iskemi-reperfiizyon (I/R) modeli, akut bdbrek hasarmnin deneysel olarak
olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir. iskemi ve reperfiizyon
stirecinde vazokonstriktdr mediatorlerin ve endotelin sisteminin aktive oldugu, bunun
mikrosirkiilatuvar perflizyon bozuklugu ve doku hasarma katki sagladig

bildirilmektedir (Simard vd., 2009).

mTOR sinyal yolunun hiicresel proliferasyon ve inflamatuvar yanit iizerindeki
diizenleyici rolii dikkate alindiginda, bu yolun farmakolojik baskilanmasinin iskemi-
reperfiizyon hasarinda koruyucu etkiler gosterebilecegi ongoriilmektedir. Sirolimusun
mTOR baskilanmasi yoluyla proliferatif ve inflamatuvar siiregleri modiile edebildigi

gosterilmistir (Bissler vd., 2008).

2.2. Materyal

Bu c¢aligmanin biyolojik materyalini, 250-300 g agirlifinda toplam 36 adet erkek
Sprague-Dawley sican olusturmustur. Deneysel degiskenligin en aza indirilmesi,
gruplar arasinda karsilastirilabilirligin saglanmasi ve biyolojik yanitin daha homojen

bir zeminde degerlendirilmesi amaciyla ayni cinsiyet ve benzer agirlik araligindaki
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hayvanlar tercih edilmistir. Deney hayvanlar1 standart laboratuvar kosullarinda
barindirilmis; tiim deneysel girisimler, fizyolojik stresin ve islem iliskili degiskenlerin

kontrol altinda tutulabilmesi amaciyla genel anestezi altinda gergeklestirilmistir.

Calismada farmakolojik materyal olarak sirolimus [1 mg/mL Rapamune® (60 mL,
oral soliisyon), Pfizer, NY, USA] ve everolimus [0.25 mg suda ¢oziiniir tablet
Certican®, Novartis, Basel, Switzerland] kullanilmistir. Her iki ajan da mTOR sinyal
yolunu hedefleyen immiinsiipresif ilaglar olup, bu calismada yalnizca klasik
immiinstipresif etkileri agisindan degil, ayn1 zamanda iskemi-reperfiizyon hasari
sirasinda ortaya cikan hiicresel stres yaniti, inflamasyon, oksidatif dengesizlik ve doku
hasar1 iizerindeki olas1 diizenleyici etkileri bakimindan degerlendirilmistir. Rat
modellerinde mTOR inhibitorlerinin deneysel kullanimina iliskin ¢alismalarda
sirolimusun ¢ogunlukla yaklasik 1 mg/kg oral doz, everolimusun ise 2—3 mg/kg/giin
oral doz araliginda uygulandig: bildirilmektedir (Wacher vd., 2002; Simler vd., 2002).
Bu literatiir verileri dogrultusunda, mevcut calismada sirolimus 1 mg/kg/giin ve
everolimus 2 mg/kg/giin dozunda oral yoldan uygulanmistir. Sirolimusun oral
soliisyon formunda hizl1 absorbe olarak yaklasik 1-2 saat icinde doruk konsantrasyona
ulagmasi, everolimusun ise oral kullanim sonrasi benzer sekilde 1-2 saat i¢cinde pik
kan diizeylerine erismesi, bu ajanlarin iskemi oOncesi donemde uygulanmasini
farmakokinetik ag¢idan da desteklemektedir. Bu yoniiyle sirolimus ve everolimusun
secimi, ¢alismanin mTOR eksenli koruyucu ve modiilator etki hipotezi ile uyumlu

bi¢imde yapilandirilmistir (Bissler vd., 2008).

Deneysel cerrahi uygulamalarda anestezi saglamak amaciyla ketamin [Ketalar®;
Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye] ve xylazine [Rompun®; Bayer AG,
Leverkusen, Germany] kullanilmistir. Ketamin-xylazine kombinasyonu, deney
hayvanlarinda yeterli anestezi derinligi, analjezi ve kas relaksasyonu saglayabilmesi
nedeniyle deneysel cerrahi modellerde yaygin bicimde tercih edilen bir yaklasim olup,
bu calismada da renal iskemi-reperflizyon modelinin standardize kosullarda
yiiriitiilmesine olanak saglayan temel anestezik protokol olarak benimsenmistir.
Boylece hem cerrahi islemlerin giivenli bi¢imde uygulanmasi hem de islem kaynakl
fizyolojik yanitlarin olabildigince denetlenmesi amaglanmustir.
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2.3. Deneysel Model ve Gruplar

Bu calismada renal iskemi-reperfiizyon modeli, in vivo sicak iskemi ydntemi
kullanilarak olusturulmustur. Genel anestezi altinda median laparotomi yapilarak her
iki bobrege ait renal pedikiiller dikkatli bi¢imde disseke edilmis ve gercege daha yakin,
tam ve global bir renal iskemi olusturabilmek amaciyla her iki renal pedikiile bilateral
vaskiiler klempaj uygulanmistir. Boylece toplam renal kitlenin es zamanli olarak
iskemiye maruz birakildig1 deneysel bir model olusturulmus; sicak iskemi siiresi 90
dakika olarak siirdiiriilmiistiir. Iskemik dénem sonunda klempaj bilateral olarak
kaldirilarak her iki bobrekte reperfiizyon baslatilmis ve reperfiizyon siireci 120 dakika
boyunca devam ettirilmistir. Sirolimus ve everolimus uygulanan gruplarda ilgili

ajanlar iskemi indiiksiyonundan 2 saat 6nce oral yolla verilmistir.

Calisma toplam 36 deney hayvani ile yiiriitiilmiis ve hayvanlar alt1 gruba (n=6)
ayrilmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1.Deney gruplari, uygulanan iglemler ve 6rnekleme zamanlart

Grup Uygulama Deneysel islem Ornekleme / degerlendirme zamam
Median laparotomi vanildi: renal pedikiiller ortava Bazal degerlendirme sonras1 30. dakikada kan &rnekleri alindi ve
Sham flag uygulanmadh Konuldu kli)em . yufanm)a & P Y2 bsbrek dokulari cikarildi. Alinan serum, plazma ve doku drnekleri
’ pa) tye ' analizler gergeklestirilinceye kadar -80 °C’de saklandi (n=6).
Sirolimus, oral, | . . . . . | Bazal donemde kan 6rnekleri alind1 ve bobrek dokular cikarildi.
o . Ilag uygulamasin takiben laparotomi yapildi; iskemi i . .
Sirolimus laparotomiden / lusturalmads Alman  serum, plazma ve doku Ornekleri analizler
iskemiden 2 saat snce |0 madh gerceklestirilinceye kadar -80 °C’de saklandi (n=6).
Everolimus, oral, | . . . . . | Bazal donemde kan 6rnekleri alindi ve bébrek dokulart ¢ikarildi.
. . Ila¢ uygulamasini takiben laparotomi yapildi; iskemi R . .
Everolimus laparotomiden / olusturalmad Alman  serum, plazma ve doku Ornekleri analizler
iskemiden 2 saat 6nce st ’ gerceklestirilinceye kadar -80 °C’de saklandi (n=6).
. . Median | tomi her iki 1 pedikiil . . .
Iskemi / ‘e afl aparo c'>m1 SONTAst _Aer 1 1. rena pe' ! ue? TO: bazal; T1: iskemi sonrast 90. dakika; T2: reperfiizyon sonrasi
. . bilateral klempaj uygulandi; 90 dakika sicak iskemi . . . .
Reperfiizyon Ilag uygulanmad e ardindan bilateral deklempai ile 120 dakika 120. dakika. Alinan serum, plazma ve doku Ornekleri analizler
(IR) v P gerceklestirilinceye kadar -80 °C’de saklandi (n=6).

reperfiizyon gerceklestirildi.

IR + Sirolimus

Sirolimus, oral,
iskemiden 2 saat Once

Ila¢ uygulamasim takiben median laparotomi yapilds;
bilateral renal pedikiil klempaji ile 90 dakika iskemi
ve ardindan bilateral deklempaj ile 120 dakika
reperfiizyon uygulandi.

Reperfiizyon sonrasi 120. dakikada kan 6rnekleri alindi ve bobrek
dokulari ¢ikarildi. Alinan serum, plazma ve doku 6rnekleri analizler
gerceklestirilinceye kadar -80 °C’de saklandi (n=6).

IR +

Everolimus

Everolimus, oral,
iskemiden 2 saat Once

Ila¢ uygulamasim takiben median laparotomi yapilds;
bilateral renal pedikiil klempaji ile 90 dakika iskemi
ve ardindan bilateral deklempaj ile 120 dakika
reperfiizyon uygulandi.

Reperfiizyon sonrasi 120. dakikada kan 6rnekleri alindi ve bobrek
dokulari ¢ikarildi. Alinan serum, plazma ve doku 6rnekleri analizler
gerceklestirilinceye kadar -80 °C’de sakland1 (n=6).
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Sham, sirolimus ve everolimus gruplarinda yalnizca bazal doneme ait
degerlendirmeler yapilmis; iskemi/reperfiizyon grubunda ise her bir hayvandan bazal
(TO), iskemi sonras1 90. dakika (T1) ve reperflizyon sonrasi 120. dakika (T2) olmak
lizere li¢ ayr1 zaman noktasinda 6l¢iim alinmistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus
gruplarinda ise ila¢ uygulamasii takiben bilateral renal pedikiil klempaj1 ile 90
dakikalik iskemi ve ardindan 120 dakikalik reperfiizyon uygulanmis, degerlendirmeler
reperflizyon sonundaki zaman noktasinda gergeklestirilmistir. Deneysel tasarimin bu
bicimde kurgulanmasi, bir yandan sicak renal iskemi-reperfiizyon hasarinin bobrek
dokusunda olusturdugu akut degisikliklerin zamansal olarak izlenmesine, diger
yandan mTOR inhibitorleri olan sirolimus ve everolimusun bu siire¢ iizerindeki
muhtemel modiilator etkilerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesine olanak

saglamistir.

Arastirmada toplam deney hayvami sayist 36 olmasma karsin, istatistiksel
degerlendirmeye esas alinan toplam gézlem sayis1 48°dir. Bu durumun temel nedent,
yalnizca Iskemi/Reperfiizyon grubunda yer alan her bir hayvandan bazal donem (TO0)
(Sekil 2.1), iskemi sonras1 90. dakika (T1) (Sekil 2.2) ve reperfiizyon sonrasi 120.
dakika (T2) (Sekil 2.3) olmak iizere ii¢ ayr1 zaman noktasinda tekrarli dl¢tim elde
edilmis olmasi; diger gruplarda ise her bir hayvan i¢in tek zaman noktasina ait

Olclim/degerlendirme yapilmis olmasidir.
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Sekil 2.1. Median laparotomi sonrasi her iki bobrege ait renal pedikiillerin disseke edilerek bilateral

klempaj 6ncesi hazirlanmis intraoperatif gorinimii.

Sekil 2.2. Her iki renal pedikiile bilateral vaskiiler klemp uygulanmasini takiben gelisen sicak iskemi

gorinimi.
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Sekil 2.3. Bilateral deklempaj sonrasinda her iki bobrekte reperfiizyonun yeniden baglamasina ait

intraoperatif goriiniim.

2.4. Veri Toplama ve Olgiimler

Deney siirecinde elde edilen kan orneklerinden serum ve/veya plazma fraksiyonlari
ayrilmig, bobrek doku Ornekleri ise biyokimyasal, immiinolojik ve histopatolojik
incelemeler i¢in hazirlanmistir. Kan 6rnekleri uygun tiiplere alindiktan sonra santrifiij
edilerek serum ve plazma fazlar1 ayrilmig; doku Ornekleri ise fazla kandan
arindirildiktan sonra tartilmis, soguk tampon ortaminda homojenize edilmis ve elde
edilen siipernatanlar analizlerde kullanilmistir. ELISA temelli olgiimlerde, {iretici
protokollerine uygun olarak 6nceden kaplanmis 96 kuyucuklu mikroplaklar, 37 °C
inkiibasyon basamaklari, yikama tamponu, biyotinli deteksiyon reaktifleri, HRP-
konjugat sistemi, TMB substrati ve stop soliisyonu kullanilmis; optik yogunluk
Olgtimleri 450 £ 10 nm filtreli mikroplaka okuyucuda gerceklestirilmistir. Analizler
icin ayrilan serum, plazma ve doku drnekleri 6l¢iim giiniine kadar —80 °C’de muhafaza

edilmistir. (Kalogeris vd., 2016).

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla serum iire ve kreatinin diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Bu olglimler Diskapr Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi

Biyokimya Laboratuvarinda bulunan tam otomatik biyokimya otoanalizdriinde
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(Roche, Cobas 6000, Japonya) gerceklestirilmistir. Ure tayininde iireaz—glutamat
dehidrogenaz (GLDH) kinetik UV yoOntemi, kreatinin tayininde ise kinetik Jaffé
kolorimetrik yontem esas alinmistir. Ureaz—GLDH yoOnteminde iire, ureaz araciligiyla
amonyuma hidrolize edilmekte; ardindan GLDH esliginde gergeklesen reaksiyonda
NADH’nin NAD*’a oksidasyonuna bagli absorbans degisimi izlenmektedir. Kinetik
Jaffé yonteminde ise kreatinin, alkali ortamda pikrat ile reaksiyona girerek renkli
kompleks olusturmakta ve absorbans artisi kinetik olarak degerlendirilmektedir.
Calisma protokoliinde iire icin 12-24 mg/dL, kreatinin i¢in ise 0,10-0,80 mg/dL
aralif1 baslangi¢/izlem arali§i olarak kabul edilmistir. Bilateral renal iskemi-
reperfiizyon modellerinde serum iire/BUN ve kreatinin diizeyleri, total renal kitlenin
fonksiyonel etkilenmesini yansitan temel biyokimyasal goOstergeler arasinda yer

almaktadir (Lerink vd., 2021; Ozbilgin vd., 2016).

Inflamatuvar yamtin degerlendirilmesi amaciyla TNF-o, IL-1B ve IL-6 diizeyleri
ELISA yontemi ile belirlenmistir. TNF-a i¢in Cloud-Clone/USCN Rat TNF-o ELISA
kiti (SEA133Ra), IL-1p i¢in Cloud-Clone/USCN Rat IL-1B ELISA kiti (SEA563Ra),
IL-6 i¢in ise Cloud-Clone Rat IL-6 ELISA kiti (SEA079Ra) esas alinmistir. Bu kitler
temelde sandwich ELISA prensibine dayanmaktadir. Standart ve 6rneklerden uygun
hacimlerde mikroplaka kuyucuklarina ekleme yapilmais, iiretici protokoliine uygun
bigimde 37 °C’de inkiibasyon uygulanmis, ardindan Detection Reagent A ve Detection
Reagent B basamaklar1 yiiriitiilmiis, TMB substrat1 ile renk reaksiyonu olusturulmus
ve reaksiyon stop soliisyonu ile sonlandirildiktan sonra optik yogunluk 450 + 10 nm’de
okunmustur. Ol¢iim sonuglar1 standart egri kullanilarak hesaplanmistir. TNF-a i¢in
Ol¢iim birimi pg/mL, dl¢tim aralig1 15,6—-1000 pg/mL, duyarlilik yaklasik <6 pg/mL;
IL-1B i¢in Ol¢lim birimi pg/mL, 6l¢lim araligi 15,6-1000 pg/mL, duyarlilik <5.,9
pg/mL; IL-6 i¢in ise dl¢lim birimi pg/mL, 6l¢iim aralig1 7,8—-500 pg/mL, duyarlilik
<3,3 pg/mL olarak kabul edilmistir. Bu tip arastirma amacli ELISA kitlerinde “standart
aralik”, klinik referans araligindan ziyade kitin Olgiim/detection range’i olarak
degerlendirilmistir. TNF-a, IL-1P ve IL-6, renal iskemi-reperfiizyon hasarinda gelisen
proinflamatuvar yanitin ve doku hasarma eslik eden immiin aktivasyonun temel

gostergeleri arasinda yer almaktadir (Gtiler vd., 2022; Zhang vd., 2022).
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Oksidatif stresin degerlendirilmesi amaciyla MDA, SOD, GPx, CAT, TAC/TAS ve
TOS parametreleri analiz edilmistir. MDA, Cloud-Clone/USCN Malondialdehyde
ELISA kiti (CEA597Ge) ile yarismali inhibisyon ELISA prensibine gore dlgiilmiis; bu
kitte 6rnek ve standart kuyucuklara eklendikten sonra deteksiyon reaktifi ile birlikte
inkiibasyon yapilmis ve reaksiyon sonunda optik yogunluk 450 nm’de okunmustur.
MDA igin 6l¢iim birimi ng/mL, 6l¢lim araligi 24,69-2000 ng/mL, duyarlilik <9,15
ng/mL’dir. SOD i¢in SES134Ra, GPx1 i¢in SEA295Ra, CAT i¢in SEC418Ra kodlu
rat ELISA kitleri kullanilmis olup bu kitler sandwich ELISA esasina gore
degerlendirilmistir. Buna gére SOD i¢in 6l¢tim birimi ng/mL, 6l¢iim araligi 0,156—-10
ng/mL, duyarlilik <0,069 ng/mL; GPx1 i¢in 6l¢iim birimi ng/mL, 6l¢tim araligi 1,56—
100 ng/mL, duyarlilik <0,63 ng/mL; CAT i¢in 6l¢lim birimi ng/mL, 6l¢iim aralig
1,56-100 ng/mL, duyarlilik <0,61 ng/mL olarak kabul edilmistir. Total antioksidan
kapasite i¢in SunRed Rat T-AOC/TAS kiti (201-11-1187), total oksidan durum i¢in
ise SunRed Rat TOS kiti (201-11-1669) kullanilmigtir. T-AOC/TAS ig¢in 6lgiim birimi
U/mL, assay range 0,4-60 U/mL, duyarlilik 0,255 U/mL; TOS i¢in 6l¢glim birimi
nmol/mL, assay range 0,1-20 nmol/mL, duyarlilik 0,073 nmol/mL’dir. SunRed
kitlerinde optik yogunluk 450 nm’de okunmus ve konsantrasyonlar standart egri
iizerinden hesaplanmistir. MDA diizeyi lipid peroksidasyonunu, SOD-GPx-CAT
ekseni enzimatik antioksidan savunmayi, TAS/T-AOC ve TOS ise toplam oksidan-
antioksidan dengeyi yansitan parametreler olarak degerlendirilmistir. Bu parametreler,
renal iskemi-reperfiizyon hasarinda oksidatif stresin ve antioksidan savunma
sistemindeki bozulmanin ortaya konulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Kalogeris vd., 2016; Granata vd., 2022).

Apoptozisin degerlendirilmesi amaciyla Caspase-3, erken donem tiibiiler hasarin
degerlendirilmesi amaciyla ise NGAL diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Caspase-3 tayininde
Cloud-Clone/USCN Rat Caspase-3 ELISA kiti (SEA626Ra), NGAL tayininde ise
Cloud-Clone/USCN Rat NGAL ELISA kiti (SEB388Ra) kullanilmistir. Her iki analiz
de sandwich ELISA esasma gore ylriitiilmiig; ornekler mikroplakalara eklendikten
sonra 37 °C’de inkiibasyon, yikama, deteksiyon reaktifi ve substrat basamaklari
uygulanmis, absorbans 450 £ 10 nm’de okunmustur. Caspase-3 i¢in dl¢lim birimi
ng/mL, Ol¢lim aralig1 0,156—10 ng/mL, duyarlilik <0,060 ng/mL; NGAL i¢in dl¢im
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birimi ng/mL, 6l¢tim aralig1 0,78-50 ng/mL, duyarlilik <0,34 ng/mL olarak kabul
edilmigtir. Caspase-3 diizeyleri apoptotik aktivasyonun biyokimyasal gostergesi
olarak degerlendirilmis; NGAL ise erken donem tiibiiler hasarin duyarli bir
biyobelirteci olarak yorumlanmistir. NGAL’nin akut bobrek hasarinda serum ve/veya
idrar diizeylerinde kreatininden daha erken yiikselebildigi ve erken bobrek hasarinin
belirlenmesinde degerli bir gosterge oldugu daha 6nce bildirilmistir (Yang vd., 2009;
Devarajan, 2010). Ayrica kaspaz-3 aracili apoptotik aktivasyonun, renal iskemi-
reperflizyon hasarinin 6nemli patobiyolojik bilesenlerinden biri oldugu kabul

edilmektedir (Kalogeris vd., 2016).

Histopatolojik inceleme amaciyla bobrek doku oOrnekleri %10 nétral tamponlu
formalin i¢inde fikse edilmis, rutin doku takip islemlerinden gegirilerek parafine
gomiilmiis ve parafin bloklardan yaklasik 5 pum kalinliginda kesitler alinmistir.
Kesitler hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanmig ve preparatlar 151tk mikroskobu
(Nikon, Eclipse, Ci-L Plus, Japonya) altinda degerlendirilmistir. H&E incelemesinde
renal korteks ve medullada 6zellikle tiibiiler dilatasyon, tiibiiler epitel hiicre sismesi,
vakuolizasyon, fircamsi kenar kaybi, hiicresel dokiilme/deskuamasyon, intratiibiiler
cast olusumu, konjesyon, hemoraji, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve nekroz gibi
bulgular dikkate alinmistir. Histopatolojik hasar yar1 kantitatif olarak 0—4 arasinda
skorlanmistir; buna goére 0 = normal histolojik goriiniim, 1 = minimal/hafif hasar
(<%?25), 2 = hafif-orta derecede hasar (%25-50), 3 = belirgin hasar (%50-75) ve 4 =
yaygin/agir hasar (>%75) olarak degerlendirilmistir. Histopatolojik degerlendirme,
preparatlarin ait oldugu deney gruplar1 degerlendiriciden gizlenerek kdrleme esasina
gore gerceklestirilmistir. H&E ile yapilan yar1 kantitatif tiibiiler hasar skorlama
yaklagimi ve 0—4 dereceli renal hasar degerlendirmesi, deneysel renal iskemi-
reperflizyon modellerinde yaygin olarak kullanilan yontemler arasindadir (Lee vd.,

2013; Rao vd., 2017).

Bu ¢alismada kullanilan veri toplama yaklasimi; bobrek fonksiyonu (iire, kreatinin),
inflamasyon (TNF-a, IL-1B, IL-6), oksidatif stres ve antioksidan savunma (MDA,
SOD, GPx, CAT, TAS/T-AOC, TOS), apoptozis (Caspase-3), erken tiibiiler hasar
(NGAL) ve histopatolojik doku hasar1 eksenlerini birlikte degerlendirmeye olanak
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saglamistir. Boylece renal iskemi-reperflizyon hasarinin fonksiyonel, biyokimyasal,
molekiiler ve morfolojik boyutlar1 ¢ok yonlii olarak analiz edilmistir (Kalogeris vd.,

2016; Granata vd., 2022).

Bu calismada analiz edilen parametrelerin 6rnek tipleri, kullanilan kit ve cihazlar,

yontemsel yaklasimlar ile 6l¢iim birimi ve araliklarina iligkin ayrintilar “Cizelge

2.2°de” gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Olgiilen parametreler, kullanilan kit/cihazlar, yéntemler, birimler ve 6l¢iim araliklari

Parametre Ornek Tipi Cihaz / Kit Yontem / Teknik (B?ll:lunl:ll Standart / Assay Range Duyarhlik / Not
Ure Serum Tam ot{)r?aflk biyokimya Ureaz-GLDH kinetik UV yontemi mg/dL 12-24 mg/DI (izlem aralig) Bobrek fonksiyon gostergesi
otoanalizorii
Kreatinin Serum z;)“;n‘;tl‘l’;;x‘k biyokimya |y otik Jaffé kolorimetrik yontem mg/dL 0,10-0,80 mg/dL (izlem araligi) | Bobrek fonksiyon gostergesi
Serum / plazma / Cloud-Clone / USCN .
TNF-a doku homojenati SEA133Ra Sandwich ELISA pg/mL 15,6-1000 pg/mL <6,1 pg/mL
Serum / plazma / Cloud-Clone / USCN .
IL-1B doku homojenats SEA563Ra Sandwich ELISA pg/mL 15,6-1000 pg/mL <5,9 pg/mL
Serum / plazma / Cloud-Clone . "
1L-6 doku homojenatt SEA079Ra Sandwich ELISA pg/mL 7,8-500 pg/mL <3,3 pg/mL
MDA Serum / plazma Cloud-Clone / USCN Competitive inhibition ELISA ng/mL 24,69-2000 ng/mL <9,15 ng/mL
CEA597Ge
Serum / plazma / Cloud-Clone / USCN .
SOD doku homojenatt SES134Ra Sandwich ELISA ng/mL 0,156-10 ng/mL <0,069 ng/mL
Cloud-Clone / USCN .
GPx1 Serum / plazma SEA295Ra Sandwich ELISA ng/mL 1,56-100 ng/mL <0,63 ng/mL
Serum / plazma / Cloud-Clone / USCN .
CAT doku homojenatt SEC418Ra Sandwich ELISA ng/mL 1,56-100 ng/mL <0,61 ng/mL
TAC / T-AOC Serum / plazma / SunRed 201-11-1187 Rat . .
/ TAS ilgili doku stvist T-AOC ELISA Kit Double-antibody sandwich ELISA U/mL 0,4-60 U/mL 0,255 U/mL
Serum / plazma / SunRed
TOS sSerum/ p 201-11-1669 Rat TOS Double-antibody sandwich ELISA nmol/mL 0,1-20 nmol/mL 0,073 nmol/mL
ilgili doku sivist .
ELISA Kit
Doku homojenati / Cloud-Clone / USCN .
Caspase-3 biyolojik sivilar SEA626Ra Sandwich ELISA ng/mL 0,156-10 ng/mL <0,060 ng/mL
Serum / plazma / idrar / Cloud-Clone / USCN .
NGAL doku homojenatt SEB388Ra Sandwich ELISA ng/mL 0,78-50 ng/mL <0,34 ng/mL
H&E Parafine gomiilmiis . %10 notral tamponlu formalin fiksasyonu, rutin doku o O0=normal; 1=<%25; 2=%25-50;
histopatoloji bobrek dokusu kesitleri Isik mikroskobu takibi, parafin blok, 5 um kesit, HE boyama Skor 0-4 yan kantitafif hasar skoru 3=%50-75; 4=>%75 hasar
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2.5. Verilerin Analizi

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 27.0 paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde dncelikle tanimlayici
istatistiklerden yararlanilmis; siirekli degiskenler i¢in 6rneklem sayist (n), minimum
ve maksimum degerler, aritmetik ortalama ve standart sapma hesaplanmistir. Verilerin
dagilim ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla uygun oldugu durumlarda carpiklik
(skewness), basiklik (kurtosis) ve normallik incelemeleri yapilmis; boylece her bir
degisken i¢in en uygun istatistiksel test yaklasiminin secilmesi hedeflenmistir. Tiim

istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Bobrek fonksiyonunun degerlendirilmesinde kullanilan serum iire ve kreatinin
diizeyleri, hem deney gruplar1 arasindaki farkliliklar hem de 6l¢iim zamanlarina bagh
degisimler acisindan analiz edilmistir. Calismada toplam 36 deney hayvani yer
almakla birlikte, deney tasariminin yapisi geregi bazi gruplarda ayni hayvandan birden
fazla zaman noktasinda ol¢iim elde edilmistir. Ozellikle iskemi/Reperfiizyon (IR)
grubunda her bir hayvandan bazal donem, iskemi sonrasi 90. dakika ve reperfiizyon
sonrast 120. dakika olmak iizere {i¢ farkli zaman noktasinda veri toplanmis olmasi
nedeniyle, iire ve kreatinin degiskenlerine iliskin bazi analizlerde toplam gozlem sayisi
hayvan sayisindan farkli olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle s6z konusu
parametrelerin analizinde, Ol¢glim yapisinin niteligi ve verilerin dagilim 6zellikleri

birlikte dikkate alinmastir.

Ure ve kreatinin diizeylerine iliskin verilerde parametrik test varsayimlarmin tam
olarak saglanmadigi durumlarda non-parametrik analiz yontemleri tercih edilmistir.
Bu kapsamda hem 06l¢iim zamanlarina gére hem de deney gruplarina gore yapilan
karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Bdylece bdbrek fonksiyon
parametrelerindeki degisimin yalnizca grup temelli degil, ayn1 zamanda zamana baglh
dinamik seyri de istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar ilgili

tablolarda sira ortalamalari, test istatistikleri ve p degerleri ile birlikte sunulmustur.

35



Inflamatuvar yamtin degerlendirilmesinde TNF-o, IL-1B ve IL-6 diizeyleri; oksidatif
stres ve antioksidan savunma sisteminin incelenmesinde MDA, SOD, GPx, CAT,
TAC/TAS ve TOS diizeyleri; apoptozisin degerlendirilmesinde Caspase-3 diizeyi;
erken donem bdbrek hasarinin ortaya konulmasinda ise NGAL diizeyi analiz
edilmigtir. Bu parametrelerde her bir deney grubundan elde edilen bagimsiz 6l¢iimler
esas alinmig; verilerin dagilim Ozellikleri ile grup varyanslarinin genel yapisi
degerlendirildikten sonra parametrik test kosullarinin saglandig1 degiskenlerde gruplar
aras1 karsilastirmalar tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile
gerceklestirilmistir. Tek yonlii varyans analizinde genel farkin istatistiksel olarak
anlamli bulunmasi halinde, anlamliligin hangi gruplar arasindaki farkliliktan
kaynaklandigini belirlemek amaciyla Tukey post-hoc testi uygulanmistir. Parametrik
varsayimlarin karsilanmadig1 durumlarda yapilan ¢oklu ikili karsilastirmalarda ise Tip

I hata oranin1 kontrol etmek amaciyla Holm—Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir.

Bu yaklasim sayesinde ¢oklu grup karsilastirmalarinda ortaya ¢ikabilecek Tip I hata
olasiliginin kontrol altinda tutulmasi ve gruplar arasindaki ikili farkliliklarin daha
ayrintili  bigimde ortaya konulmasi amaglanmistir. Parametrik yontemlerin
kullanilabildigi degiskenlere ait sonuglar ortalama + standart sapma bigiminde
sunulmus; ilgili ¢izelge ve sekillerde gruplar arast dagilim ve degisim Oriintiisii
gosterilmistir. Parametrik varsayimlarin karsilanmadigi durumlarda ise verinin
yapisina uygun non-parametrik degerlendirme yaklasimi esas alinmistir. Bu suretle,
istatistiksel yontem se¢iminin verinin Ozelliklerine dayandirilmasi ve sonuclarin

metodolojik agidan daha giivenilir hale getirilmesi amaglanmistir.

Histopatolojik incelemede bobrek doku 6rnekleri, 6nceden tanimlanmis yari kantitatif
bir skorlama sistemi dogrultusunda degerlendirilmistir. Bu kapsamda histolojik hasar
siddeti O ile 4 arasinda puanlanmuis; tiibiiler dejenerasyon, tiibiiler dilatasyon, epitel
hasar1, hiicresel sisme, interstisyel inflamasyon ve genel doku biitiinliigiindeki
bozulma gibi morfolojik o6zellikler dikkate alinmistir. Elde edilen histopatolojik
skorlar, gruplar arasindaki doku hasar diizeyini karsilastirmak amaciyla
degerlendirilmis; ayrica 151k mikroskobik bulgular biyokimyasal ve fonksiyonel
veriler ile yorumlanmigtir. Bdylece histopatolojik inceleme yalnizca nitel morfolojik
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gozlemler iizerinden degil, ayn1 zamanda yar1 kantitatif skorlama ile desteklenen

sistematik bir degerlendirme ¢ercevesi i¢inde ele alinmustir.

Istatistiksel analiz siirecinde temel amag, deney gruplar1 arasinda saptanan farkliliklart
yalnizca sayisal diizeyde ortaya koymak degil; ayn1 zamanda bu farkliliklarin
biyolojik, fonksiyonel ve patofizyolojik anlamini biitiinciill bir yaklasimla
degerlendirmektir. Bu dogrultuda bobrek fonksiyonu, inflamasyon, oksidatif stres,
antioksidan yanit, apoptozis ve histopatolojik doku hasar1 eksenlerinde elde edilen tiim
veriler birlikte ele alinmis; fonksiyonel, biyokimyasal ve histomorfolojik bulgular
arasindaki iligkilerin daha saglikli bicimde yorumlanmasina olanak saglayacak bir
analitik cerceve olusturulmustur. Bu yaklagimin, c¢alismanin i¢ tutarliligim

giiclendirdigi ve sonuglarin bilimsel giivenilirligini artirdig: diistiniilmektedir.

2.6. Arastirma Sorular ve Hipotezler

Bu c¢alisma kapsaminda sicak iskemi modeli olusturularak mTOR inhibitorlerinin
renal iskemi-reperfiizyon hasar1 lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Arastirmada

asagidaki hipotezler test edilmek iizere planlanmistir:

Birincil hipotez: Sicak iskemi 6ncesinde uygulanan mTOR inhibitorlerinin (sirolimus
ve everolimus), reperfiizyon sonrasi organ hasar belirteclerini (serum {ire, kreatinin,

NGAL diizeyleri ve histopatolojik hasar skoru) azaltacagi ongoriilmistiir.

Ikincil hipotez 1: mTOR inhibitdrlerinin, iskemi-reperfiizyon siirecinde artis gdsteren

proinflamatuvar sitokin yanitini (TNF-a, IL-1p ve IL-6) baskilayacag1 varsayilmistir.

Ikincil hipotez 2: mTOR inhibitorii uygulamasmin oksidatif stres yiikiinii azaltacagi;
lipid peroksidasyon gdstergesi olan MDA diizeylerinde azalma ve antioksidan enzim
aktivitelerinde (SOD, GPx, katalaz) korunma veya artig saglayacagi ongoriilmiistiir.
Ayrica total antioksidan ve total oksidan kapasite parametrelerinde oksidan—

antioksidan dengenin iyilesecegi varsayilmistir.
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Ikincil hipotez 3: mTOR inhibitérlerinin apoptotik yolak aktivasyonunu azaltacagi; bu
dogrultuda Caspase-3 diizeylerinde diisiis ve histopatolojik hasar skorlarinda iyilesme

goriilecegi ongorilmiistiir.

Karsilagtirmali hipotez: Sirolimus ve everolimusun renal iskemi-reperfiizyon hasari
iizerindeki  etkilerinin  biiylkligi  bakimindan  farklilik  gdsterebilecegi

degerlendirilmistir.

Bu hipotezler dogrultusunda biyokimyasal, immiinolojik, oksidatif stres ve

histopatolojik parametreler karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu boliimde ¢alismaya dahil edilen deney gruplarina ait biyokimyasal, inflamatuvar,
oksidatif stres, apoptozis ve histopatolojik bulgular sistematik olarak sunulmustur.
Analizler, belirlenen deney gruplar arasinda karsilastirmali olarak gerceklestirilmis;
elde edilen sonugclar istatistiksel degerlendirmeler dogrultusunda cizelge ve sekiller
esliginde raporlanmustir. Oncelikle bobrek fonksiyon gdstergeleri olan serum iire ve
kreatinin diizeyleri degerlendirilmis, ardindan inflamatuvar sitokinler, oksidatif stres
parametreleri, apoptotik belirtegler ve histopatolojik skorlar ayri bagliklar altinda
incelenmistir. Bulgular, gruplar aras1 farkliliklarin yonii ve istatistiksel anlamlilik

diizeyleri dikkate alinarak sunulmustur.

Cizelge 3.1. Deney Gruplarina Gore Hayvan Sayisi, Olgiim Zamani ve ilag Dagilim

& %)
A L 2 E
. s o E = 5
Degisken Alt Kategori = z £ C‘?\ e 5
g E 5¢ = ¢ 1%
% @ Q& & BE HE
Hayvan Hayvan 1-6 ! ! ! 3 ! !
y y %167)  (%16,7) (%16,7) (%167) (%167) (%16,7)
6 6 6 6
Bazal(T0)  (0/100)  (%100)  (%100)  (%33.3) 0 0
Iskemi 6
Olgiim sonrasi 90 dk 0 0 0 o 0 0
Zamani (T1) (%33,3)
Reperfiizyon 6 6 6
3‘1’(“{%;1)120 0 0 0 (%33,3)  (%100)  (%100)
.. 6 6
e Sirolimus 0 (%100) 0 0 (%100) 0
. 6 6
Everolimus 0 0 (%100) 0 0 (%100)

“Cizelge 3.1°de” deney gruplarina ait hayvan dagilimi, 6l¢iim zaman noktalar1 ve ilag
uygulama bilgileri ayrintili olarak sunulmustur. Calisma toplam 36 deney hayvani ile
yiirtitiilmiis ve her grup alti hayvandan (n=6) olusturulmustur. Sham, Sirolimus ve
Everolimus gruplarinda her bir hayvandan yalnizca bazal zaman noktasinda (TO)
Ol¢tim alimuistir. Bu nedenle s6z konusu gruplarda 6l¢iim sayis1 grup basina 6’dir ve

Ol¢ciimlerin tamami1 bazal doneme aittir (%100).
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Iskemi/Reperfiizyon (IR) grubunda ise her bir hayvandan ii¢ ayr1 zaman noktasinda
Ol¢iim yapilmistir: bazal (TO0), iskemi sonrast 90. dakika (T1) ve reperfiizyon sonrasi
120. dakika (T2). Bu nedenle IR grubunda 6 hayvan bulunmasina ragmen toplam
Ol¢tim sayis1 18’e ulagmistir. Zaman noktalarina gore dagilim incelendiginde, bazal
Ol¢iimler 6 (%33,3), iskemi sonras1 90. dakika ol¢iimleri 6 (%33,3) ve reperfiizyon
sonrast 120. dakika oOlgiimleri 6 (%33,3) olarak gerceklesmistir. Dolayisiyla IR

grubunda siitun yiizdeleri 6l¢lim zamanlarina esit olarak dagilmastir.

[R+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda her biri alti hayvandan olusmakta olup
degerlendirme yalnizca reperfiizyon sonrasi 120. dakika zaman noktasinda yapilmistir.
Bu nedenle her iki grupta da toplam 6l¢lim sayist 6’dir ve Slgiimlerin %100’ T2

zaman noktasina aittir.

Bu dagilim nedeniyle biyolojik 6rneklem biiyiikliigii 36 hayvan olmakla birlikte, IR
grubunda ayni1 hayvandan ii¢ farkli zaman noktasinda 6l¢lim alinmasi veri setindeki
toplam gozlem sayisini artirmistir. Dolayisiyla bazi analizlerde raporlanan N degeri
hayvan sayisini degil, analiz edilen toplam 6l¢iim sayisini ifade etmektedir. Bu durum

deney tasariminin tekrarli 6l¢lim yapisindan kaynaklanmaktadir.

3.1. Biyokimyasal Bulgular (Bobrek Fonksiyon Parametreleri)

Bobrek fonksiyonunun degerlendirilmesinde serum {iire ve kreatinin diizeyleri temel
biyokimyasal parametreler olarak ele alinmistir. Bu degiskenler, deneysel gruplar
arasindaki farkliliklarin  ve iskemi-reperfiizyon siirecine baghi fonksiyonel
degisimlerin ortaya konulmasi amaciyla degerlendirilmistir. Ure ve kreatinin
verilerine iliskin istatistiksel analiz siirecine gec¢ilmeden Once, degiskenlerin genel
dagilim 6zellikleri ve tanimlayici istatistikleri incelenmistir. Bu kapsamda elde edilen
tanimlayici istatistikler asagida sunulmustur. Deneysel tasarim geregi bazi gruplarda
ayni hayvandan farkli zaman noktalarinda 6l¢iim alinmis olmasi nedeniyle, tabloda
verilen toplam gozlem sayist biyolojik Orneklem sayisindan  farklilik

gosterebilmektedir.
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Cizelge 3.2. Ure ve Kreatinin Degiskenlerine Ait Tanimlayic: Istatistikler (N=48)

Degisken N  Min. Maks.  Ort. 0 Carpiklik Basiklik
Ure (mg/dL) 48 14,70 55,50 27,2771 10,80414 0,771 -0,309
Kreatinin (mg/dL) 48 0,22 4,10 1,4721 1,23652 0,580 -1,118

Ure ve kreatinin degiskenlerine ait verilerin hangi istatistiksel y&ntemlerle
degerlendirileceginin belirlenebilmesi amaciyla, dagilim 6zellikleri ayrica normallik
testleri ile incelenmistir. Bu dogrultuda gerceklestirilen Kolmogorov—Smirnov ve

Shapiro—Wilk testlerine ait sonuglar asagida sunulmustur.

Cizelge 3.3. Ure ve Kreatinin Degiskenleri I¢in Normallik Testi Sonuglar

Degisken Kolmogorov-Smirnov p Shapiro-Wilk p
Ure (mg/dL) 0,183 <0,001 0,904 0,001
Kreatinin (mg/dL) 0,239 <0,001 0,851 <0,001

Normallik analizi sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, tire ve kreatinin
degiskenlerinde parametrik test varsayimlarinin tam olarak saglanmadig1 goriilmiistiir.
Bu nedenle s6z konusu parametrelerin ileri istatistiksel degerlendirilmesinde non-
parametrik yontemler tercih edilmistir. Bu kapsamda, gruplar arasi karsilastirmalar ile
Olclim zamanlarina bagli degisimlerin analizinde Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.

Elde edilen bulgular asagida ayrintili olarak sunulmustur.

Olgiim zamanina gére yapilan analizde hem iire hem de kreatinin degerleri acisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (iire: H=38,116; p<0,001; kreatinin:
H=36,311; p<0,001). Sira ortalamalar1 incelendiginde her iki parametre i¢in de en
diisiik degerlerin bazal donemde (iire: 12,50; kreatinin: 12,50) oldugu goriilmektedir.
Iskemi sonras1 90. dakikada sira ortalamalar1 belirgin sekilde artmus (iire: 44,83;
kreatinin: 41,50) ve en yiiksek diizeye ulasmistir. Reperfiizyon sonrasi1 120. dakikada
ise sira ortalamalar1 iskemi sonras1 doneme gore azalmis (lire: 33,72; kreatinin: 34,83)
ancak bazal diizeylerin iizerinde kalmistir. Bu dagilim, iskemi ile belirgin artis ve

reperfilizyon sonrasi kismi gerileme paterni gostermektedir.

Cizelge 3.4. Ol¢iim Zamanina Gére Ure ve Kreatinin Degerleri

Degisken Olgiim Zamani N Sira Ortalamasi p
Bazal 24 12,50
- Iskemi sonras1 90. dk 6 44,83
2 <
Ure (mg/dL) Reperfiizyon sonras1 120. dk 18 33,72 0,001
Toplam 48
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Bazal 24 12,50

. Iskemi sonras1 90. dk 6 41,50
Kreatinin (mg/dL) =5 o fizyon sonrast 120.dk 18 34.83 <0,001
Toplam 48

Deney gruplarina gore yapilan karsilastirmalarda da tire ve kreatinin diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmustir. Iskemi/Reperfiizyon (IR)
grubunda bdbrek fonksiyon parametrelerinin belirgin bicimde yiikseldigi, buna
karsilik IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda bu yiikselisin daha smirh
diizeyde kaldig1 goriilmiistiir. Sham, yalniz sirolimus ve yalniz everolimus gruplarinda
ise Ure ve kreatinin diizeylerinin fizyolojik sinirlara yakin seyrettigi izlenmistir. Bu
bulgular, iskemi-reperfiizyon hasariin bobrek fonksiyonlari tizerinde belirgin bozucu
etkisi oldugunu; mTOR inhibitorii uygulanan tedavi gruplarinda ise bu bozulmanin

kismen hafifledigini diisiindiirmektedir.

Cizelge 3.5. Gruplara Gore Ure ve Kreatinin Degerleri

Degisken Grup N Bazal Degerler p
Sham 6 6,92
Sirolimus 6 16,17
Everolimus 6 18,75
Ure (mg/dL) IR 18 30,33 0,002
IR+Sirolimus 6 32,17
IR+Everolimus 6 31,00
Toplam 48
Sham 6 4,67
Sirolimus 6 16,50
Everolimus 6 17,42
Kreatinin (mg/dL) IR 18 30,14 <0,001
IR+Sirolimus 6 34,25
IR+Everolimus 6 32,75
Toplam 48

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada iire degerleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmistir (H=18,828; p=0,002). Sira ortalamalar1 incelendiginde en
diistik degerin Sham grubunda (6,92), en yiiksek degerin ise IR+Sirolimus (32,17) ve
IR+Everolimus (31,00) gruplarinda oldugu goriilmektedir. IR grubunda da yiiksek sira
ortalamasi (30,33) dikkat cekmektedir.

Kreatinin degerleri acisindan da gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur

(H=23,467; p<0,001). En diisiik sira ortalamas1 Sham grubunda (4,67), en yiiksek sira
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ortalamasi IR+Sirolimus grubunda (34,25) saptanmistir. IR (30,14) ve IR+Everolimus
(32,75) gruplarinda da yiiksek degerler gdzlenmistir. Bu bulgular, 6zellikle iskemi ve
reperfiizyon uygulanan gruplarda renal fonksiyon parametrelerinde belirgin artis

oldugunu gostermektedir.

Gruplar ve zaman noktalar1 birlikte degerlendirildiginde, iire ve kreatinin
diizeylerindeki degisimin 6zellikle IR grubunda daha belirgin oldugu goriilmiistiir. IR
grubunda bazal donemde diisiik seyreden degerlerin, iskemi sonrast 90. dakikada
belirgin bi¢cimde arttig1, reperflizyon sonrasi 120. dakikada ise azalma egilimi
gostermekle birlikte baslangic diizeylerine inmedigi saptanmistir. IR+Sirolimus ve
IR+Everolimus gruplarinda da iskemi sonrasi artis izlenmekle birlikte, reperfiizyon
sonrast degerlerin IR grubuna kiyasla daha diisiik diizeylerde oldugu gézlenmistir. Bu
durum, her iki ilacin da iskemi-reperfiizyon hasarina bagli fonksiyonel bozulmay1

azaltic1 yonde etki gosterebilecegine isaret etmektedir.

Cizelge 3.6. Gruplara ve Zaman Noktalarina Gore Ure ve Kreatinin Degerleri

Grup Zaman Noktasi n Ure Kreatinin
(Ortalama =+ SS) (Ortalama =+ SS)

Sham Bazal 6 16,32+1,84 0,26 + 0,03
Sirolimus Bazal 6 19,58+0,79 0,45+ 0,09
Everolimus Bazal 6 20,13+2,11 0,48 £0,14
IR Bazal 6 16,95+1,56 0,36+0,11
IR Iskemi Sonrasi 90 dakika 6 46,40 £ 6,44 3,17+ 0,93
IR Reperfuz Sonrasi 120 dakika 6 36,92+4,30 2,61+£0,82
IR+Sirolimus Reperfuz Sonrasi 120 dakika 6 31,25+4,41 2,27 +£0,64
IR+Everolimus Reperfuz Sonrasi 120 dakika 6 30,67+4,42 2,18 £0,58

“Cizelge 3.6’da” iire ve kreatinin degerlerinin grup ve zaman noktasina gore ortalama
+ standart sapma degerleri sunulmustur. IR grubunda bazal donemde iire 16,95+1,56
mg/dL iken iskemi sonras1 90. dakikada 46,40+6,44 mg/dL’ye yiikselmis, reperfiizyon
sonrast 120. dakikada 36,92+4,30 mg/dL’ye gerilemistir. Kreatinin degerleri de benzer
bir egilim gdstermis; bazal donemde 0,36+0,11 mg/dL iken iskemi sonras1 3,17+0,93

mg/dL’ye yiikselmis ve reperflizyon sonrasi 2,61+0,82 mg/dL olarak dl¢lilmiistiir.

43



IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda reperfiizyon sonrasi iire ve kreatinin
degerlerinin IR grubuna gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Kontrol ve yalniz ilag

uygulanan gruplarda ise degerler bazal diizeylerde seyretmistir.

Reperfiizyon sonrast donemde IR grubuna kiyasla elde edilen iyilesme yiizdeleri
incelendiginde, hem sirolimus hem de everolimus uygulanan gruplarda iire ve
kreatinin diizeylerinde gorece diizelme oldugu goriilmiistiir. Ozellikle everolimus
uygulanan grupta iire diizeyi agisindan daha yiiksek oranda iyilesme izlenirken,
kreatinin agisindan her iki ilacin da benzer dogrultuda koruyucu etki gosterdigi
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, ila¢ gruplar1 arasindaki farkin sinirl oldugu ve

bu farkliligin istatistiksel diizeyde belirginlesmedigi anlasiimaktadir.

Cizelge 3.7. IR Grubuna Gére Reperfiizyon Sonrast Ure ve Kreatinin Iyilesme Yiizdeleri

Ure Kreatinin Ure Kreatinin
Grup Zaman Noktas1 n (Ortalama+ (Ortalama+ lyilesme Iyilesme
SS) SS) (%) (%)
[R* Reperfuz Sonrasi 120 ¢ 3005 1430 2614082 0 0
dakika
. :
IR*+ Reperfuz Sonrasi 120 ¢ 3¢5 44 2182058 16,93 16.24
Everolimus dakika
c :
IR*+ Reperfuz Sonrasi 120 ¢ 3195 441 2274064 1535 12,79

Sirolimus dakika

IR grubunda reperfiizyon sonras1 120. dakikada iire ortalamasi 36,92+4,30 mg/dL,
kreatinin ortalamasi 2,61+0,82 mg/dL olarak belirlenmistir. IR+Everolimus grubunda
iire diizeyinde %16,93, kreatinin diizeyinde %16,24 oraninda azalma hesaplanmustir.
[IR+Sirolimus grubunda ise iire diizeyinde %15,35 ve kreatinin diizeyinde %12,79
oraninda azalma gozlenmistir. Bu veriler, her iki ilag grubunda da IR grubuna kiyasla

oransal diisiis oldugunu gostermektedir.

Ilag tiiriine gore yapilan karsilastirmada sirolimus ve everolimus gruplari arasinda iire
ve kreatinin degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Bu
bulgu, caligmanin erken donem sonuglari acisindan degerlendirildiginde, her iki
mTOR inhibitdriiniin bobrek fonksiyon parametreleri iizerindeki etkilerinin benzer
diizeyde oldugunu diistindiirmektedir. Ancak sayisal egilimler dikkate alindiginda,

everolimus grubunda bazi parametrelerde daha belirgin diizelme gozlenmesi, bu ilacin

44



potansiyel etkilerinin daha genis 6rneklemli ¢aligmalarda ayrica arastirilabilecegini

gostermektedir.

Cizelge 3.8. ilac Tiiriine Gére Ure ve Kreatinin Degerleri

Degisken flag N Bazal Degerler p
Sirolimus 12 12,08

Ure (mg/dL) Everolimus 12 12,92 0,773
Toplam 24
Sirolimus 12 12,58

Kreatinin (mg/dL) Everolimus 12 12,42 0,954
Toplam 24

Sirolimus ve everolimus gruplar karsilastirildiginda tire (p=0,773) ve kreatinin
(H=0,003; p=0,954) degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamuigtir. Sira ortalamalarinin birbirine oldukca yakin olmast, iki ilag arasinda
renal fonksiyon parametreleri bakimindan belirgin bir ayrisma olmadigim

gostermektedir.

Cizelge 3.9. Hayvanlara Gore Ure ve Kreatinin Degerleri

Degisken Hayvan N Bazal Degerler p
Hayvan 1 8 22,38
Hayvan 2 8 27,81
Hayvan 3 8 27,94
Ure (mg/dL) Hayvan 4 8 22,63 0,881
Hayvan 5 8 21,06
Hayvan 6 8 25,19
Toplam 48
Hayvan 1 8 20,44
Hayvan 2 8 19,69
Hayvan 3 8 24,50
Kreatinin (mg/dL) Hayvan 4 8 25,75 0,719
Hayvan 5 8 28,06
Hayvan 6 8 28,56
Toplam 48

Hayvan bazli analizde iire (H=1,760; p=0,881) ve kreatinin (H=2,876; p=0,719)
degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklhilik saptanmamistir. Sira
ortalamalar1 hayvanlar arasinda belirgin bir dagilim gostermemistir. Bu bulgu,
Ol¢timlerin bireysel hayvan farkliliklarindan bagimsiz olarak grup ve zaman etkisiyle

iliskili oldugunu gostermektedir.
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Genel olarak degerlendirildiginde, iskemi sonrast donemde serum iire ve kreatinin
diizeylerinde belirgin artis meydana geldigi, reperfiizyon sonrasinda ise kismi bir
diizelme izlenmekle birlikte degerlerin bazal diizeye tam olarak donmedigi
goriilmiistiir. Benzer sekilde, IR grubunda tiim inflamatuvar sitokin diizeylerinde
belirgin artis saptanmis, bu artisin en belirgin olarak IL-6 diizeyinde ortaya ¢iktig1
gbzlenmigtir. Renal fonksiyon parametreleri ve inflamatuvar belirtecler birlikte
degerlendirildiginde, iskemi-reperfiizyon hasarmin bobrekte hem fonksiyonel
bozulmaya hem de belirgin bir inflamatuvar yanita yol acti1 anlasilmaktadir. Buna
karsilik, sirolimus ve everolimus uygulanan tedavi gruplarinda gerek iire ve kreatinin
diizeylerindeki artisin gerekse inflamatuvar sitokin yanitinin IR grubuna kiyasla daha
simnirli kaldigi, ancak bu iyilesmenin bazal diizeylere tam doniis saglayamadigi
saptanmistir. Bu bulgular, mTOR inhibitérlerinin sicak iskemiye bagli erken donem
bobrek hasarint ve buna eslik eden inflamatuvar yaniti azaltici yonde etkili
olabilecegini, ancak hasarin tamamen ortadan kaldirilmasinda tek basina yeterli

olmadigini diisiindiirmektedir.

3.2. inflamatuvar Bulgular

Iskemi-reperfiizyon hasarinin énemli patofizyolojik bilesenlerinden biri inflamatuvar
yanittir. Bu kapsamda TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeyleri degerlendirilmis ve Sham
grubuna gore kat-degisim oranlar1 hesaplanmistir. Parametreler gruplar arasinda

karsilagtirmali olarak analiz edilmis ve inflamatuvar yanitin siddeti ortaya konmustur.

Cizelge 3.10. Gruplara Gére Inflamatuvar, Oksidatif Stres ve Hasar Parametrelerinin Kat-Degisim
Degerleri

. 7
Grup 3 ﬁ 2 = oy
£ T 2 58 £ 5 2 8 7 & 28
£ =2 =2 5 2 & 3 & B § z £#
Sham 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0,5
Sirolimus 1,05 1,05 1,05 1 1 1 1 1 1 1 1 0,6
Everolimus 105 105 105 1 1 1 1 1 1 1 1 06
IR(T2 120dk) 3 25 35 28 06 065 06 06 26 28 4 35

[R+Sirolimus 2,55 2,15 295 235 0,7 074 0,7 0,7 215 235 33 285
[R+Everolimus 2,5 2,1 285 23 0,72 076 072 0,72 2,1 23 32 28




IR grubunda TNF-o (3 kat), IL-6 (3,5 kat) ve IL-1B (2,5 kat) diizeylerinde artis
gbzlenmigtir. Aynm1 grupta MDA diizeyi 2,8 kat artarken, antioksidan enzim
aktivitelerinde (SOD, GPx, CAT) azalma saptanmistir. TOS degeri artmis (2,6 kat),
TAC/TAS degeri azalmistir (0,6 kat). Ayrica Caspase-3 (2,8 kat) ve NGAL (4 kat)
diizeylerinde belirgin artis ile birlikte histopatolojik hasar skoru 3,5 olarak

Olclilmiistiir.

IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda inflamatuvar sitokinler, MDA, TOS,
Caspase-3 ve NGAL diizeylerinde IR grubuna kiyasla daha diisilk degerler;
antioksidan enzimler ve TAC/TAS diizeylerinde ise kismi artis gdzlenmistir. Bununla

birlikte degerler tamamen bazal diizeylere donmemistir.

Incelenen tiim inflamatuvar belirteclerde Slgiilen degerlerin, 2.4. bdliimiinde belirtilen
kit Ol¢ctim araliklar1 iginde kaldig1 goriilmiistiir. Grup ortalamalari, standart sapma

degerleri ve istatistiksel karsilastirmalar “Cizelge 3.11’de” sunulmustur.
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Cizelge 3.11. Gruplara gére TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeyleri ile istatistiksel karsilagtirmalar

IR- IR+Sirolimus-
Sham Sirolimus | Everolimus IR IR+Sirolimus | IR+Everolimus Sham-IR IR-
Parametre Genel p IR+Everolimus | IR+Everolimus
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P IR+Sirolimus p
p p
2512+ 262.5 + 751.0 £
TNF-a (pg/mL) 262.6 +£10.5 637.5+16.7 624.8+£13.4 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.825
29.5 10.6 20.3
299.0 + 3143+ 749.6 £
IL-1p (pg/mL) 315.1+£10.1 645.1 £15.8 630.2 £15.8 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.517
9.9 14.4 20.3
110.0 £ 3852+
IL-6 (pg/mL) o1 1154+4.4 | 1155+43 114 324.5+9.5 313.6+9.8 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.241
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“Cizelge 3.11°de gorildugii tizere”, TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeyleri agisindan tiim
parametrelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli genel fark saptanmistir (her
biri i¢in p<0,001). IR grubunda ii¢ inflamatuvar belirtecin de sham grubuna gore
belirgin olarak arttig1 goriilmiistiir (tiim karsilagtirmalarda p<0,001). IR+Sirolimus ve
IR+Everolimus gruplarinda ise TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeylerinin IR grubuna kiyasla
anlamli bicimde azaldig1 saptanmistir (tiim karsilagtirmalarda p<0,001); ancak bu
azalma sham diizeylerine tam doniis saglamamistir. Buna karsilik, sham grubu ile
yalniz sirolimus veya yalniz everolimus uygulanan gruplar arasinda inflamatuvar
belirtegler bakimindan anlamli fark izlenmemistir (TNF-a i¢in p=0,883 ve p=0,881;
IL-1B i¢in p=0,486 ve p=0,433; IL-6 icin p=0,869 ve p=0,860). Benzer sekilde,
IR+Sirolimus ile IR+Everolimus gruplar1 arasinda da TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeyleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (sirasiyla p=0,825;
p=0,517; p=0,241). Bu bulgular, her iki mTOR inhibitoriiniin de iskemi-reperfiizyona
bagli inflamatuvar yaniti1 anlamh 6l¢iide azalttigini, ancak iki tedavi arasinda belirgin

bir tstiinliik ortaya konulamadigini diisiindiirmektedir.

4.0 ™= TNFo (fold)  wem IL-1P (fold)  mEm (L6 (fold)

3.2
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Sekil 3.1. Inflamatuvar Sitokin Diizeylerinin Gruplara Gore Kat-Degisimi (Sham=1)

“Sekil 3.1.’de” gruplara gére TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeylerinin Sham grubuna gore
kat degisimi gosterilmektedir. Iskemi/Reperfiizyon (IR) grubunda tiim sitokin
diizeylerinde belirgin artig izlenmistir. En yiiksek artig IL-6 diizeyinde gozlenmis,
bunu TNF-a ve IL-1f izlemistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda sitokin
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diizeylerinde IR grubuna kiyasla azalma egilimi goriilmekle birlikte degerler bazal
diizeylerin {izerinde seyretmistir. Sham, Sirolimus ve Everolimus gruplarinda sitokin

diizeyleri birbirine yakin olup anlamli bir artis gézlenmemistir.

IR grubunda tiim inflamatuvar sitokin diizeylerinde belirgin artis gozlenmis olup en
yiksek artis IL-6 diizeyinde saptanmistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus
gruplarinda sitokin diizeylerinde IR grubuna kiyasla azalma egilimi izlenmis, ancak
degerler bazal seviyelere tamamen donmemistir. Bu durum, mTOR inhibitorlerinin
inflamatuvar yanit1 baskilayici yonde etki gosterebilece§ini ancak hasarin tamamen

ortadan kalkmadigini diisiindiirmektedir.

3.3. Oksidatif Stres Bulgular

Iskemi-reperfiizyon siirecinde reaktif oksijen tiirlerinin artis1 oksidatif stres
gelisimine yol agmaktadir. Bu dogrultuda lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA
diizeyi ile antioksidan savunma sistemini temsil eden SOD, GPx, CAT, total
antioksidan kapasite (TAC/TAS) ve total oksidan kapasite (TOS) parametreleri
degerlendirilmistir. MDA, SOD, GPx1, CAT, TAC/TAS ve TOS diizeylerinin
tamaminin 2.4. boliimiinde belirtilen Olgiim birimleri ve kit Olgiim araliklar iginde

kaldig1 goriilmiis; grup ortalamalari, standart sapma degerleri ve istatistiksel

karsilastirmalar “Cizelge 3.12°de” sunulmustur.
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Cizelge 3.12. Gruplara gore oksidatif stres parametreleri ve istatistiksel karsilagtirmalar

IR- IR- IR+Sirolimus—
Sham Sirolimus | Everolimus IR IR+Sirolimus | IR+Everolimus | Genel | Sham—
Parametre IR+Sirolimus | IR+Everolimus | IR+Everolimus
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P IRp
p p p
MDA 249,50 253,00 + 252,60 + 706,50
587,50+21,27 | 573,83 +18,60 | <0,001 | <0,001 <0,001 <0,001 0,655

(ng/mL) + 11,04 10,20 9,57 + 18,45
SOD 5,10+ 5,00 + 3,10+

5,00 + 0,88 3,55+0,57 3,60+ 0,54 <0,001 | <0,001 0,897 0,849 1,000
(ng/mL) 0,84 0,86 0,68
GPx1 40,40 + 41,40 £ 26,40 +

39,70 + 2,57 29,50 £2,15 30,40 + 1,82 <0,001 | <0,001 0,219 0,056 0,984
(ng/mL) 2,94 2,54 1,61
CAT 51,00 + 50,80 29,90 +

51,80 +2,43 35,20+ 2,76 35,73 +1,99 <0,001 | <0,001 0,006 0,002 0,999
(ng/mL) 2,77 2,13 1,73
TAC/TAS 30,90 + 30,50 = 18,10 =

30,50 + 2,82 21,10+ 1,52 21,60 + 2,06 <0,001 | <0,001 0,190 0,086 0,999
(U/mL) 2,03 2,66 1,57
TOS 4,90 + 5,10+ 13,30+

5,50+ 1,10 10,75+1,38 10,50 +1,28 <0,001 | <0,001 0,006 0,002 0,999
(nmol/mL) 0,87 0,89 1,16
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“Cizelge 3.12°de goriildiigi lizere”, MDA, SOD, GPx1, CAT, TAC/TAS ve TOS
parametrelerinin tamaminda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli genel fark
saptanmistir (tim parametreler i¢in p<0,001). IR grubunda sham grubuna kiyasla
MDA ve TOS diizeylerinin belirgin bigimde arttig1, buna karsilik SOD, GPx1, CAT
ve TAC/TAS diizeylerinin anlamlh sekilde azaldigi gorilmistir (tim sham-IR
karsilastirmalarinda p<0,001). Bu bulgular, bilateral renal iskemi-reperfiizyon
modelinin belirgin oksidatif stres olusturdugunu gostermektedir. IR+Sirolimus ve
[R+Everolimus gruplarinda MDA, CAT ve TOS diizeyleri bakimindan IR grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizelme izlenmistir. MDA diizeyi her iki tedavi
grubunda da IR grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (her iki
karsilagtirmada p<0,001). Benzer sekilde CAT diizeyi IR+Sirolimus ve
IR+Everolimus gruplarinda IR grubuna goére anlamli bicimde daha yiiksek
saptanmustir (sirastyla p=0,006 ve p=0,002). TOS diizeyi de her iki tedavi grubunda
IR grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (sirasiyla p=0,006 ve
p=0,002). Buna karsilik SOD, GPx1 ve TAC/TAS parametrelerinde tedavi gruplarinda
IR grubuna gore iyilesme yoniinde bir egilim izlenmekle birlikte bu farklar istatistiksel
anlamlilik diizeyine ulasmamistir (SOD i¢in p=0,897 ve p=0,849; GPx1 i¢in p=0,219
ve p=0,056; TAC/TAS i¢in p=0,190 ve p=0,086). Sham grubu ile yalniz sirolimus
veya yalniz everolimus uygulanan gruplar arasinda oksidatif stres parametreleri
bakimindan anlamli fark saptanmamustir. Ayrica IR+Sirolimus ve IR+Everolimus
gruplar arasinda MDA, SOD, GPx1, CAT, TAC/TAS ve TOS diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir. Bu bulgular, her iki mTOR
inhibitdriiniin de iskemi-reperfiizyona bagli oksidatif stres yanitin1 kismen diizelttigini,
ancak antioksidan savunma parametrelerinin tiimiinde tam ve esit diizeyde bir

restorasyon saglamadigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Enzim Diizeylerinin Gruplara Goére Kat-Degisimi (Sham=1)

“Sekil 3.2.’de” MDA diizeyi ile antioksidan enzimler (SOD, GPx ve CAT) Sham
grubuna gore kat degisimi acisindan karsilastirilmistir. IR grubunda lipid
peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeyinde belirgin artis gozlenirken, antioksidan
enzim aktivitelerinde azalma izlenmistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda
MDA diizeylerinde IR grubuna gore diisiis, antioksidan enzim aktivitelerinde ise kismi
artis goriilmiistiir. Sham, Sirolimus ve Everolimus gruplarinda oksidatif stres

parametreleri bazal diizeylere yakin seyretmistir.
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Sekil 3.3. Total Antioksidan Kapasite (TAC/TAS) ve Total Oksidan Kapasite (TOS) Degerlerinin
Gruplara Gore Kat-Degisimi (Sham=1)



“Sekil 3.3.’te” total antioksidan kapasite (TAC/TAS) ve total oksidan kapasite (TOS)
degerlerinin gruplar aras1 dagilimi sunulmustur. IR grubunda total oksidan kapasitede
artis, total antioksidan kapasitede ise azalma gozlenmistir. IR+Sirolimus ve
IR+Everolimus gruplarinda TOS degerlerinde azalma ve TAC/TAS diizeylerinde artig
egilimi izlenmis, ancak degerler tamamen bazal diizeye donmemistir. Kontrol ve

yalniz ilag gruplarinda parametreler bazal seviyelerde seyretmistir.

IR grubunda MDA ve TOS diizeylerinde artis, antioksidan enzim aktivitelerinde ve
total antioksidan kapasitede azalma saptanmistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus
gruplarinda oksidatif stres parametrelerinde kismi diizelme izlenmis, ancak degerler
tam olarak bazal seviyelere ulagsmamistir. Bu bulgular, mTOR inhibitérlerinin
oksidatif hasar1 smirlayict etkisinin inflamatuvar yanit ile paralel seyrettigini

gostermektedir.

3.4. Apoptozis Bulgular

Iskemi-reperfiizyon hasarmin hiicresel diizeydeki onemli sonuglarindan biri artmis
apoptotik aktivitedir. Bu baglamda apoptotik siirecin gostergesi olan Caspase-3 ile
erken bobrek hasar belirteci NGAL diizeyleri degerlendirilmistir. Her iki parametreye
ait analizler, her grupta n=6 olacak sekilde laboratuvar protokol dosyasinda yer alan
gercek Olclim degerleri iizerinden yapilmistir. Caspase-3 igin kullanilan kitin 6l¢iim
aralig1 0,156—10 ng/mL, NGAL i¢in kullanilan kitin 6l¢iim araligi ise 0,78—50 ng/mL
olup, caligmada elde edilen tiim degerlerin bu analitik araliklar iginde kaldigi

goriilmiistlir ve “Cizelge 3.13’te” sunulmustur.
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Cizelge 3.13. Gruplara gore Caspase-3 ve NGAL diizeyleri ile istatistiksel karsilastirmalar

IR- IR-
Sham Sirolimus Everolimus IR IR+Sirolimus | IR+Everolimus Sham-— IR+Sirolimus—
Parametre Genel p IR+Sirolimus | IR+Everolimus
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) IRp IR+Everolimus p
p p
Caspase-3 7,10 £
2,50+£0,60| 2,50+0,53 | 2,50+0,51 5,88 +£0,90 5,75+ 0,69 <0,001 | <0,001 0,061 0,030 1,000
(ng/mL) 0,93
10,10 £ 39,90 +
NGAL (ng/mL) L7 10,10+ 1,73 | 10,00 + 1,63 318 33,20+ 2,55 31,90 +2,82 | <0,001 | <0,001 0,0004 <0,001 0,928
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“Cizelge 3.13’te goriildigii lizere”, Caspase-3 ve NGAL diizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli genel fark saptanmistir (her iki parametre igin
p<0,001). IR grubunda hem Caspase-3 hem de NGAL diizeylerinin sham grubuna
kiyasla belirgin bicimde arttig1 goriilmistiir (her iki karsilastirma i¢in p<0,001). Bu
bulgular, bilateral renal iskemi-reperfiizyon modelinin hem apoptotik aktivasyonu
hem de erken tiibiiler hasar1 anlaml1 diizeyde artirdigin1 gostermektedir. IR+Sirolimus
ve IR+Everolimus gruplarinda NGAL diizeylerinin IR grubuna gdre anlamli bigimde
azaldig1 saptanmustir (sirasiyla p=0,0004 ve p<0,001). Caspase-3 agisindan ise
IR+Everolimus grubunda IR grubuna goére anlamli azalma izlenirken (p=0,030),
[R+Sirolimus grubundaki azalma istatistiksel anlamlilik sinirina yakin olmakla birlikte
anlamli bulunmamaistir (p=0,061). Buna karsin, sham grubu ile yalniz sirolimus veya
yalnmiz everolimus uygulanan gruplar arasinda Caspase-3 ve NGAL diizeyleri
bakimindan anlaml fark saptanmamistir (her iki parametre i¢cin p=1,000). Ayrica
[IR+Sirolimus ile IR+Everolimus gruplarn arasinda da her iki parametre agisindan
anlamli fark izlenmemistir (Caspase-3 i¢in p=1,000; NGAL icin p=0,928). Bu
bulgular, her iki mTOR inhibit6riiniin de iskemi-reperfiizyona bagli apoptotik ve
tiibiiler hasar yanitini azalttigini, ancak NGAL iizerindeki diizelmenin her iki tedavide
daha belirgin, Caspase-3 iizerindeki etkinin ise everolimus lehine biraz daha gii¢lii

goriindiigiinii diistindiirmektedir.

Parametreler Sham grubuna gore kat-degisim seklinde analiz edilmistir.
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Sekil 3.4. Apoptozis (Caspase-3) ve Erken Bobrek Hasar Belirteci (NGAL) Diizeylerinin Gruplara
Gore Kat-Degisimi (Sham=1)

“Sekil 3.4’te” Caspase-3 ve NGAL diizeylerinin gruplara goére kat degisimleri
gosterilmektedir. IR grubunda hem apoptotik aktivitenin gostergesi olan Caspase-3
hem de erken bobrek hasar belirteci olan NGAL diizeylerinde belirgin artis
saptanmistir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda her iki parametrede IR
grubuna gore azalma egilimi izlenmis, ancak degerler bazal seviyelerin iizerinde

kalmistir. Kontrol ve yalniz ilag uygulanan gruplarda anlamli artis gézlenmemistir.

IR grubunda Caspase-3 ve NGAL diizeylerinde belirgin artis saptanmistir. mTOR
inhibitorleri uygulanan gruplarda bu parametrelerde IR grubuna kiyasla azalma
gbzlenmis, ancak degerler kontrol diizeylerine ulasmamistir. Bu sonuglar, mTOR
inhibitorlerinin apoptotik aktiviteyi ve erken bobrek hasarini kismen azaltabilecegini

gostermektedir.

3.5. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirme, 2.4. boliimiinde tanimlandig: iizere hematoksilen-eozin
(H&E) ile boyanmis parafine gdmiilii bobrek kesitlerinde yar1 kantitatif 0—4 hasar
skorlama sistemi kullanilarak yapilmistir. Buna gore 0 = normal histolojik goriiniim,
1 = minimal/hafif hasar (<%25), 2 = hafif-orta derecede hasar (%25-50), 3 = belirgin
hasar (%50-75) ve 4 = yaygin/agir hasar (>%75) olarak kabul edilmistir.
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Histopatolojik skorlar her grupta n=6 olacak sekilde degerlendirilmis; degiskenin yar1
kantitatif/ordinal niteligi nedeniyle gruplar arasi genel karsilastirmada Kruskal-Wallis
testi, ikili karsilastirmalarda ise Mann—Whitney U testi kullanilmis ve c¢oklu
karsilastirmalarda Holm—Bonferroni diizeltmesi uygulanmistir. Sonuglar “Cizelge

3.14’te” sunulmustur.

Cizelge 3.14. Gruplara gore histopatolojik hasar skorlar1 ve istatistiksel karsilagtirmalar

@ 4 = 4 -
« 4 - £ o 4 g = g
® Ec o Ec = E ~ s o = & g = g =
= = f E f = ‘f o f ) f = f ) T MI = m' Ea R a
2 28 & $E T&= F& 2& & E 2: EpT oo
: I i 0° & % % %%
H = = & @ & -
-9 el == =] o)
HE
: . 050 060 060 3,50
igfl’lpa“’loj‘ + + " + 2602; 2(’)42; <0,001 0,032 0032 0,130 1,000
0 024 037 024 0,66

Gruplarin IQR (ceyrekler aras1 aralik) degerleri sirasiyla Sham i¢in 0,50 (IQR:0,33—
0,67), Sirolimus igin 0,55 (IQR:0,43-0,75), Everolimus i¢in 0,60 (IQR:0,43-0,78), IR
icin 3,50 (IQR:2,98—4,03), IR+Sirolimus i¢in 2,10 (IQR:1,53-2,53) ve IR+Everolimus
icin 2,50 (IQR:2,00-2,78) olarak hesaplanmustir.

“Cizelge 3.14’te goriildiigii iizere”, histopatolojik hasar skorlar1 agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli genel fark saptanmistir (p<0,001). En yiiksek
histopatolojik hasar skoru IR grubunda goézlenmis olup bu grubun skorlar1 sham
grubuna gore anlamli derecede daha yiiksektir (p=0,032). Ortalama 3,50+0,66 puanlik
skor, kullanilan 0—4 skorlama sistemine goére bobrek dokusunda belirgin—yaygin
diizeyde tiibiiler ve interstisyel hasara karsilik gelmektedir. Buna karsilik sham, yalniz
sirolimus ve yalmiz everolimus gruplarinda skorlarin 0,50-0,60 araliginda kalmasi,
histolojik mimarinin biiyiikk 06lglide korundugunu ve iskemi-reperfiizyon
uygulanmayan kosullarda her iki ilacin da tek basina anlamli yapisal hasar

olusturmadigini diisiindiirmektedir.

IR+Sirolimus grubunda histopatolojik skorlarin IR grubuna gore anlamli bigimde daha
diisiik bulunmasi (2,00+0,65; p=0,032), sirolimus tedavisinin iskemi-reperfiizyona

bagli morfolojik bobrek hasarini azaltict yonde etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
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IR+Everolimus grubunda da skorlar IR grubuna gore daha diisiik izlenmis olmakla
birlikte (2,40+0,57), bu fark coklu karsilastirma diizeltmesi sonrasinda istatistiksel
anlamliliga ulasmamistir  (p=0,130). Tedavi gruplarinin kendi aralarinda
karsilastirilmasinda IR+Sirolimus ile IR+Everolimus arasinda anlamli fark
saptanmamistir (p=1,000); bununla birlikte numerik olarak daha diisiik skorlarin
sirolimus grubunda goriilmesi, histomorfolojik korunmanin sirolimus lehine bir miktar
daha belirgin olabilecegini, ancak mevcut 6rneklem biiyiikliigiinde bunun istatistiksel

olarak gosterilemedigini diigiindiirmektedir.

Tedavi uygulanan iskemi-reperfiizyon gruplarinin skorlar1 sham grubuna gore hala
yiiksek seyretmektedir; bu durum, her iki mTOR inhibitoriiniin de doku hasarimi
tamamen ortadan kaldirmadigini, ancak orta derecede diizeye dogru kismi bir iyilesme
sagladigimi gostermektedir. Dolayisiyla histopatolojik diizeyde elde edilen sonuglar,
renal iskemi-reperfiizyon hasarinin multifaktoriyel dogasi ile uyumlu bigimde,
farmakolojik miidahalenin koruyucu ancak tam restoratif olmayan bir etki

olusturdugunu disiindiirmektedir.

Sekil 3.5. Deney gruplarina ait bobrek dokusunun histopatolojik goriiniimii (H&E boyama,
x400).
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(A) Sham grubunda renal kortekste glomeriiler ve tiibiiler yapinin korundugu izlenmektedir. (B) Everolimus
grubunda bobrek histolojisinin korunmus oldugu goriilmektedir. (C) Sirolimus grubunda renal mimarinin
genel olarak korundugu dikkati cekmektedir. (D) Iskemi-reperfiizyon (IRIT) grubunda belirgin tubuler epitel
hasari, tubuler dilatasyon ve doku mimarisinde bozulma izlenmektedir. (E) IRI + Everolimus grubunda, IRI
grubuna gore histopatolojik hasarin daha sinirli oldugu goriilmektedir. (F) IRI + Sirolimus grubunda ise
tubuler hasarin azaldig1 ve renal yapinin kismen korundugu izlenmektedir.

“Sekil 3.5’te” yer alan mikrograflar, bu calismada degerlendirilen bobrek doku
orneklerine ait olup, sham, iskemi-reperfiizyon ve tedavi gruplarinda gozlenen
histopatolojik paternlerin morfolojik karsiliklarini ortaya koymaktadir. Bu gercevede
IR grubunda (D) beklenen baskin patern; tiibiiler dejenerasyon, epitel deskuamasyonu,
intratiibiiler debris/cast olusumu ve interstisyel inflamatuvar infiltrasyon iken,
sirolimus ve everolimus uygulanan gruplarda (E, F) bu lezyonlarin daha sinirl1 ve fokal
dagilim gosterdigi, kortikal mimarinin kismen korundugu bir goriiniim
beklenmektedir. Skorlama sonuglarinin 3,50 diizeyinden 2,00-2,40 diizeyine

gerilemesi de bu morfolojik iyilesmenin nicel karsilig1 olarak yorumlanabilir.
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Sekil 3.6. Gruplara Gore Histopatolojik Hasar Skoru (0—4)

“Sekil 3.6” histopatolojik hasar skorlarmin gruplara gore dagilimini goérsel olarak
ozetlemektedir. Grafik, IR grubunda belirgin yiikselisi; sirolimus ve everolimus tedavi

gruplarinda ise bu artisin kismen geriledigini agik bicimde gostermektedir.
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4. TARTISMA

Bu calismada sicak renal iskemi-reperfiizyon modelinde mTOR inhibitorleri olan
sirolimus ve everolimusun bobrek hasari tizerindeki etkileri fonksiyonel, inflamatuvar,
oksidatif, apoptotik ve histopatolojik parametreler iizerinden ¢ok boyutlu olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, bilateral sicak iskemi-reperfiizyon modelinin
bobrekte belirgin bir akut hasar tablosu olusturdugunu; sirolimus ve everolimusun ise
bu hasar1 tamamen ortadan kaldirmaksizin, inflamasyon—oksidatif stres—apoptozis
ekseninde kismi fakat biyolojik ag¢idan anlamli bir modiilasyon sagladigim
gostermektedir. Bu yoOniiyle calisma, mTOR yolak inhibisyonunun yalniz
immiinsupresif bir yaklasim olarak degil, ayn1 zamanda organ koruyucu potansiyeli
bulunan farmakolojik bir conditioning stratejisi olarak da degerlendirilebilecegini

diistindiirmektedir.

Calismanin fonksiyonel bulgulari, deneysel modelin basariyla kuruldugunu acik
bigimde ortaya koymaktadir. IR grubunda iire diizeyinin bazalde 16,95 + 1,56 mg/dL
iken iskemi sonras1 90. dakikada 46,40 + 6,44 mg/dL’ye ylikselmesi ve reperflizyon
sonrast 120. dakikada 36,92 + 4,30 mg/dL’ye gerilemesine ragmen bazal diizeye
donmemesi; kreatininin ise 0,36 £ 0,11 mg/dL’den 3,17 = 0,93 mg/dL’ye yiikselip
daha sonra 2,61 + 0,82 mg/dL diizeyinde kalmasi, sicak iskemi sonrasi gelisen akut
fonksiyonel bozulmanin reperfiizyon ile tam diizelmedigini gostermektedir. Bu patern,
deneysel renal iskemi-reperfiizyon modellerinde tarif edilen erken tiibliler hasar ve
fonksiyon kaybi cercevesi ile uyumludur. Iskemik fazda oksijen sunumunun
kesilmesiyle ATP tiikenmesi, iyon pompalarinin islev kaybi, hiicresel sisme ve
sitozolik kalsiyum birikimi gelismekte; reperfiizyonla birlikte ise oksidatif yiik,
inflamatuvar aktivasyon ve mikrodolasim bozuklugu eklenerek hasar derinlesmektedir
(Eltzschig ve Eckle, 2011; Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020; Chouchani vd., 2016).
Calismada IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda reperfiizyon sonrasi {ire ve
kreatinin degerlerinin IR grubuna gore daha diisiik seyretmesi, her iki ajanin akut
fonksiyonel kaybi azaltic1 yonde etkili olabildigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte
tam normalizasyon saglanmamis olmasi, etkinin koruyucu fakat smirli diizeyde

oldugunu gostermektedir.
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Bu bulgu transplantasyon biyolojisi a¢isindan ayrica 6nem tagimaktadir. Organ kalitesi
giintimiizde yalniz dondriin demografik ve klinik 6zellikleriyle degil, organin maruz
kaldig: sicak ve soguk iskemi yiikiiniin toplam biyolojik etkisiyle tanimlanmaktadir.
Ozellikle marjinal greftlerde ve DCD/ECD benzeri daha yiiksek riskli senaryolarda
sicak iskemi, erken greft fonksiyonunu belirleyen temel patofizyolojik yiiklerden
biridir (Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020; Thuong vd., 2016). Bu nedenle ¢alismadaki
sicak iskemi modeli, klinik transplantasyondaki “organ kalitesi—IRI yiikii—erken
fonksiyon” {iggeninin deneysel bir yansimasi olarak yorumlanabilir. mTOR
inhibitorleri ile gozlenen kismi iyilesme, bu acidan marjinal organ kullanimim
artirmaya yonelik farmakolojik destek stratejileri bakimindan translasyonel deger

tasimaktadir.

Inflamatuvar bulgular, renal IRI’nin steril inflamasyon dogasini1 dogrulamaktadir. IR
grubunda TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeylerinde sham grubuna gore belirgin artis
saptanmistir. Ozellikle TNF-a diizeyindeki yiikselis, iskemi sirasinda baslayan
metabolik ve mitokondriyal stresin reperfiizyonla birlikte DAMP salinimi, TLR aracili
sinyalizasyon ve NF-«xB/MAPK ekseni iizerinden proinflamatuvar bir yaniti
tetikledigini diistindiirmektedir (Wu vd., 2010; Kriiger vd., 2009; Pefanis vd., 2019; Li
vd., 2024). Genel bilgiler boliimiinde de vurgulandigi iizere, reperfiizyonla aktive olan
dogustan immiin yanit yalniz biyokimyasal bir degisim degil; ayn1 zamanda tiibiiler
hasar1 derinlestiren ve mikrovaskiiler disfonksiyonu siirdiiren aktif bir hasar agi
olusturmaktadir. IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda TNF-a, IL-1B ve IL-6
diizeylerinin IR grubuna gore anlamhi Ol¢lide azalmasi, mTOR baskilanmasinin
inflamatuvar amplifikasyonu zayiflatabildigini gostermektedir. Bununla birlikte
sitokin diizeylerinin sham grubundaki degerlere donmemesi, inflamasyonun tek basina
mTOR {izerinden yiiriiyen dogrusal bir siire¢ olmadigini; oksidatif yiik, hiicresel stres
ve doku yikimi ile karsilikli olarak beslenen daha karmagik bir ag oldugunu

diistindiirmektedir.

Oksidatif stres bulgular1 da bu goriisii desteklemektedir. Calismada IR grubunda MDA
ve TOS diizeylerinde belirgin artig; buna karsilik SOD, GPx1, CAT ve TAC/TAS
diizeylerinde azalma saptanmistir. Bu tablo, reperflizyon sonrasi gelisen asir1 oksidan

62



yiik ile antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasimi yansitan klasik IRI
paternidir. Reperfiizyonla birlikte oksijenin yeniden saglanmasi, iskemi sirasinda
birikmis metabolitlerin hizla oksidasyonuna ve elektron kacagina bagli olarak reaktif
oksijen tiirlerinde artisa yol agmakta; lipid peroksidasyonu, protein ve DNA hasari ile
mitokondriyal gegirgenlik bozuklugu iizerinden hiicresel hasar1 derinlestirmektedir
(Bernardi ve Di Lisa, 2015; Chouchani vd., 2016; Eltzschig ve Eckle, 2011). Sirolimus
ve everolimus uygulanan gruplarda MDA ve TOS diizeylerinde azalma, CAT
diizeylerinde ise anlamli iyilesme saptanmasi, bu ajanlarin yalniz inflamasyonu degil,
oksidatif  hasarin  biyokimyasal c¢iktisini  da  kismen  baskilayabildigini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte SOD, GPx1 ve TAC/TAS gibi antioksidan
savunmanin tiim bilesenlerinde tam restorasyon saglanamamis olmasi, mTOR
inhibisyonunun ozellikle “oksidan {retimini azaltma” yoniinde daha belirgin;
“antioksidan kapasiteyi biitliniiyle yeniden kurma” yoniinde ise daha siirl bir etkisi

olabilecegine isaret etmektedir.

Apoptozis ve erken tiibiiler hasar belirtegleri de bu ¢ok katmanli biyolojik modeli
desteklemektedir. IR grubunda Caspase-3 diizeyinin belirgin bigimde ytikselmesi,
iskemi-reperfiizyonun hiicre oliim programlarimi aktive ettigini gostermektedir.
Benzer sekilde NGAL diizeyindeki artis, bobrekte gelisen hasarin glomeriiler
filtrasyon bozuklugunun 6tesinde, erken donemde tiibiiler epitel diizeyinde olustugunu
desteklemektedir. NGAL, akut bobrek hasarinda erken tiibiiler zedelenmenin duyarh
biyobelirte¢lerinden biri olarak kabul edilmekte ve klasik fonksiyon gostergeleri olan
iire-kreatinine gore daha erken biyolojik sinyal verebilmektedir (Barbosa vd., 2023).
IR+Sirolimus ve IR+Everolimus gruplarinda Caspase-3 ve NGAL diizeylerinin
azalmasi, mTOR inhibitorlerinin apoptotik aktivasyon ve tiibiiler stres yanit1 tizerinde
kismi koruyucu etki gosterebildigini diisiindiirmektedir. Ozellikle everolimus
grubunda Caspase-3 acisindan daha belirgin bir diizelme izlenmis olmasi, bu ajanin
bazi parametrelerde apoptotik yolaklar iizerinde daha goriiniir bir etki
olusturabilecegini diisiindiirse de, iki ila¢ arasinda genel bir istiinliikten s6z etmek

miimkiin degildir.
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“Sekil 3.6” ve “Cizelge 3.14” birlikte degerlendirildiginde, sham ile yalniz ilag verilen
gruplarin minimal hasar bandinda kiimelendigi, IR grubunun ise belirgin/agir hasar
bandina kaydigi goriilmektedir. Bu bulgu, IR grubunda histopatolojik skorun 3,50 +
0,66 diizeyine yiikselmesiyle uyumlu olup; IR+Sirolimus (2,00 + 0,65) ve
IR+Everolimus (2,40 + 0,57) gruplarinda skorlarin orta diizeye gerilemesi,
biyokimyasal ve molekiiler parametrelerde saptanan kismi iyilesmenin
histomorfolojik diizeyde de karsilik buldugunu gostermektedir. Ancak ozellikle
everolimus grubunda IR’ye gore azalma izlenmesine ragmen istatistiksel anlamliliga
ulasilamamasi, histolojik diizelmenin daha heterojen olabilecegini ve oOrneklem

biiyiikliigiiniin bu fark: saptamada sinirlayici rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Histopatolojik  bulgular, inflamatuvar sitokinlerdeki artis, oksidatif stres
belirteclerindeki bozulma ve Caspase-3/NGAL diizeylerindeki ytikselisle birlikte
yorumlandiginda, bilateral sicak iskemi-reperfiizyon modelinin bobrek dokusunda
fonksiyonel bozulmanin 6tesine gecen ¢ok katmanli bir hasar olusturdugunu ortaya
koymaktadir. Tiibiiler nekroz, epitel dejenerasyonu ve interstisyel inflamasyonun
baskin olmasi; bu hasarin 6zellikle tiibiilo-interstisyel kompartimanda yogunlastigini
disiindiirmektedir. Bu goriiniim, bobrek IRI’sinde proksimal tiibiil epiteli ile
peritiibiiller mikrovaskiiler endotelin birlikte etkilendigi “tiibiilo-endotelyal”
yaralanma modeli ve mikrodolasim diizeyinde ‘no-reflow’ fenomeni ile uyumludur

(Lasorsa vd., 2024; Maksimenko ve Turashev, 2012; Nieuwenhuijs-Moeke vd., 2020).

Genel olarak degerlendirildiginde, bu ¢alismada elde edilen histopatolojik bulgular,
sirolimusun renal iskemi-reperfiizyon hasarma bagli gelisen morfolojik bdbrek
hasarini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigini, everolimusun ise benzer
dogrultuda bir iyilesme egilimi olusturmakla birlikte bu etkinin histopatolojik skorlar
acisindan daha smirli diizeyde kaldigmi gostermektedir. Ozellikle sirolimus grubunda
saptanan skor azalmasi, tiibiiler epitel biitlinliigliniin gorece korunmasi, hiicresel
sisme, vakuolizasyon, deskuamasyon ve intratiibiiler cast olusumu gibi hasar
parametrelerinde daha hafif morfolojik degisikliklerin izlendigine isaret etmektedir.
Everolimus grubunda da hasarin siddetinde azalma yoniinde bir egilim gozlenmekle

birlikte, bu etkinin sirolimusa kiyasla daha diisiik diizeyde yansimasi, iki ajan arasinda
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renal doku tizerindeki histomorfolojik koruyuculuk bakimindan kantitatif farkliliklar

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Bununla birlikte, her iki tedavi grubunda da histopatolojik skorlarin sham grubundaki
degerlere tam olarak ulagmamasi, mTOR inhibitdrlerinin renal iskemi-reperfiizyon
hasarinda tam bir yapisal korunma saglamadigini ve gelisen doku hasarini biitiiniiyle
geri ceviremedigini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, iskemi-reperfiizyon hasarinin
yalnizca tek bir sinyal yolunun baskilanmasiyla agiklanamayacak 6l¢iide kompleks,
cok basamakli ve ¢ok faktorlii bir siire¢ oldugu gercegiyle uyumludur. Nitekim bu
sirecte mikrosirkiilatuvar bozulma, oksidatif stres artisi, inflamatuvar hiicre
aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon, tiibiiler hiicre hasar1 ve apoptozis birbirini
besleyen patofizyolojik halkalar seklinde ilerlemektedir. Bu nedenle mTOR yolunun
inhibisyonu, s6z konusu hasar mekanizmalarinin tiimiinii tamamen ortadan
kaldirmaktan ¢ok, bunlarin siddetini azaltan ve doku yanitin1 modiile eden kismi bir

koruyucu etki olarak degerlendirilmektedir.

Bu cercevede histopatolojik veriler, sirolimusun daha belirgin olmak iizere her iki
mTOR inhibitdriiniin de renal iskemi-reperfiizyon hasarinda mutlak bir doku korumasi
saglamadigini, ancak hasarin morfolojik siddetini azaltarak anlamli bir histolojik
modiilasyon olusturabildigini diistindiirmektedir. Ayrica bu bulgularin, ¢alismada
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptozis eksenlerinde gozlenen biyokimyasal ve
molekiiler iyilesme egilimleriyle birlikte degerlendirilmesi, mTOR inhibitorlerinin
bobrek dokusunda yapisal ve islevsel diizeyde parsiyel fakat biyolojik a¢idan anlamli
bir koruyucu potansiyel tasidigina isaret etmektedir. Sonug¢ olarak, histopatolojik
degerlendirme sirolimusun renal iskemi-reperfiizyon hasarinda daha giiclii bir doku
koruyucu profil sergiledigini, everolimusun ise ayni yonde ancak daha sinirli bir etki
olusturdugunu ortaya koymakta; bu durum mTOR inhibitérlerinin bobrek hasarin
tamamen Onleyen ajanlar olmaktan ziyade, hasarin siddetini azaltan yardimci
modiilator tedavi segenekleri olarak ele almmasimmin daha uygun olacagini

diistindiirmektedir.

65



Calismanin bu c¢ok katmanli bulgu paterni, mTOR’un metabolik stres—otofaji—
inflamasyon ekseninde oynadig1r merkezi rol ile agiklanabilir. mTOR yolu, hiicresel
biliylime, protein sentezi, enerji metabolizmasi ve otofajinin koordinasyonunda temel
bir sinyal diigiimiidiir (Laplante ve Sabatini, 2012; Saxton ve Sabatini, 2017). Enerji
stresi altinda AMPK aktivasyonu ile mTORC]1 baskilanmasi arasindaki karsit iliski,
hiicreyi anabolik siireclerden uzaklagtiripp daha koruyucu katabolik programlara
yonlendirebilmektedir. Otofajik akinin mTOR {izerinden diizenlenmesi, hasarl
organellerin uzaklastirilmasi ve mitokondriyal kalite kontroliin siirdiiriilmesi agisindan
0zel onem tasimaktadir; bu mekanizma, reperfiizyonla artan oksidatif yiikiin
sinirlandirilmasina katki saglayabilmektedir (Zhu vd., 2015; Saxton ve Sabatini,
2017). Ayrica mTOR’un immiin hiicre aktivasyonu ve inflamatuvar sitokin yanitlar
iizerindeki diizenleyici etkileri, IRI sonrasi gelisen doku inflamasyonunun siddetini
belirleyebilecek parametreler arasinda yer almaktadir (Zhai vd., 2013; Saxton ve
Sabatini, 2017). Bu baglamda sirolimus ve everolimus ile inflamasyon, oksidatif stres,
Caspase-3 ve NGAL iizerinde saptanan eszamanli iyilesme, mTOR ekseninin bu ¢oklu

biyolojik ag lizerinde modiilator rol oynadigini diistindiirmektedir.

Ancak mTOR yolunun renal IRI’deki roliiniin dogrusal ve tek yonlii olmadig: da goz
oniinde bulundurulmalidir. mTOR baskilanmas1 bazi kosullarda koruyucu bir
preconditioning etkisi olusturabilirken, bazi baglamlarda hiicresel proliferasyon ve
onartm fazim  geciktirebilir.  Literatiirde rapamisinin doku iyilesmesini
geciktirebilecegi ve hiicresel onarim siirecini olumsuz etkileyebilecegi bildirilmistir
(Lieberthal vd., 2001). Bu nedenle ¢alismada gozlenen “kismi koruma” paterni,
mTOR inhibisyonunun etkili fakat tek basina yeterli olmayan bir miidahale oldugunu
diisiindiirmektedir. Ozellikle reperfiizyonun yalmzca 120 dakikalik erken fazimin
degerlendirilmis olmasi, ge¢ donem rejeneratif siirecler ile fibrozis/remodeling
boyutunun c¢aligmaya yansimamasina neden olmustur. Histopatolojik skorlarin ve
antioksidan  parametrelerin tam diizelmemesi de bu biyolojik gercegi

desteklemektedir.

Sirolimus ve everolimusun karsilagtirmali degerlendirilmesi, calismanin Onemli
yonlerinden biridir. Bulgular genel olarak her iki ilacin benzer biyolojik dogrultuda
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etki gosterdigini ortaya koymustur. Everolimus grubunda {ire, kreatinin, NGAL ve
Caspase-3 gibi bazi parametrelerde sayisal olarak daha iyi sonuglar gozlenirken;
sirolimus grubunda histopatolojik skor agisindan daha belirgin bir diizelme izlenmistir.
Bununla birlikte bu farkliliklarin ¢ogu istatistiksel iistiinliige doniismemistir. Bu
durum, iki ajanin ayni siif i¢cinde yer almakla birlikte molekiiler yapi1, farmakokinetik
profil ve doku diizeyindeki etkiler bakimindan tam olarak 6zdes olmadigini
disiindiirmektedir (Klawitter vd., 2015; Kaplan vd., 2014). Sirolimus ve everolimusun
bazi parametrelerde farkli biyolojik egilimler gostermesi, sinif etkisi ile molekiil-6zgiil
etkinin ayristirilmasi bakimindan dikkat ¢ekicidir; ancak mevcut 6rneklem biiyiikligt

ile bu farklarin kesin bi¢imde yorumlanmasi miimkiin gériinmemektedir.

Calismanin translasyonel acidan Onemli bir diger yoni, ilaclarin iskemi
indiiksiyonundan 6nce verilmis olmasidir. Bu nedenle elde edilen bulgular esas olarak
bir farmakolojik preconditioning modeli i¢inde yorumlanmalidir. Preconditioning,
iskemi baglamadan 6nce hiicrenin enerji krizi, oksidatif stres ve inflamatuvar dalgaya
karst hazirlanmasi olarak tanimlanirken; postconditioning reperfiizyonun erken
doneminde gelisen zararl sinyal selalelerini baskilamay1 hedeflemektedir (Khan vd.,
2006). Bizim modelimizde sirolimus ve everolimusun iskemi Oncesi uygulanmis
olmasi, mTOR inhibitorlerinin 6zellikle canli verici veya planli DCD benzeri
ongoriilebilir iskemi senaryolarinda farmakolojik bir koruma yaklagimi olarak
degerlendirilebilecegini diislindiirmektedir. Bununla birlikte klinik uygulamada
mTOR inhibitorlerinin erken postoperatif donemde doku rejenerasyonu ve yara
iyilesmesi {iizerindeki olasi olumsuz etkileri nedeniyle zamanlama, doz ve hasta

seciminin dikkatle optimize edilmesi gerekecektir (Nashan ve Citterio, 2012; Pascual

vd., 2018).

IRI’nin transplant ¢iktilariyla iliskisi dikkate alindiginda, ¢aligmamizin translasyonel
Oonemi daha da artmaktadir. IRI siddeti bobrekte DGF ve PNF gibi erken ug noktalara,
uzun vadede ise kronik greft disfonksiyonu ve diisiik eGFR ile iligkili sonuglara
yansimaktadir (Perico vd., 2004; Li vd., 2023; Ahlmark vd., 2024). Erken donemde
hasarin azaltilmasi yalniz akut fonksiyon kaybini sinirlamakla kalmayip, alloimmiin
yanitin amplifikasyonunu azaltarak greft immiinojenisitesi lizerinde dolayli olumlu
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etkiler de olusturabilir (Braza vd., 2016; Zhai vd., 2013). Bu nedenle ¢alismada mTOR
inhibitorleri ile saptanan inflamasyon, oksidatif stres, NGAL, Caspase-3 ve
histopatolojik skor diizeyindeki kismi iyilesme; yalniz erken biyokimyasal diizelme
olarak degil, greft kalitesinin korunmasma yonelik ¢ok eksenli bir biyolojik
modiilasyon olarak yorumlanmalidir. Giincel koruma stratejilerinin statik soguk
saklama ile sinirli kalmayip makine perfiizyonu, oksijenasyon, reperfiizyon
optimizasyonu ve organ-lizerinde tedavi yaklasimlar1 ile birlikte gelistigi
diistiniildiiginde, mTOR inhibitorleri bu biitiinciil koruma paradigmas: i¢inde
tamamlayici ajanlar olarak degerlendirilebilir (Nasralla vd., 2018; van Rijn vd., 2021;
Xu vd., 2020; Niroomand vd., 2024).

Bu ¢alismanm bazi sinirliliklarr bulunmaktadir. Ilk olarak reperfiizyon siiresinin 120
dakika ile siirli tutulmus olmasi, erken hasar1 géstermede giiclii olmakla birlikte geg
donem tiibiiler rejenerasyon, fibrozis ve fonksiyonel kalicilik hakkinda yorum
yapmay1 kisitlamaktadir. Ikinci olarak orneklem biiyiikliigiiniin smirli olmas,
sirolimus ve everolimus arasindaki kiiciik farklarin istatistiksel olarak ortaya
konmasim giiglestirmis olabilir. Ugiincii olarak mTOR yolunun dogrudan aktivasyon
durumunu gosterecek fosfo-mTOR, p70S6K, 4E-BP1, AMPK, ULKI1 veya LC3/p62
gibi yolak belirtecleri calisiimamistir; bu nedenle mekanistik yorumlar dolayh
biyolojik gostergeler {lizerinden yapilmaktadir. Dordiincii olarak necroptosis,
ferroptosis ve pyroptosis gibi regiile hiicre 6liimii yollarma ait 6zgiil belirtecler
degerlendirilmemistir. Oysa giincel literatiir, bobrek IRI’de bu yollarin 6zellikle
necroinflammation  donglisliniin ~ siirdiiriilmesinde  6nemli  rol  oynadiginm
gostermektedir (Belavgeni vd., 2020; Li vd., 2024). Bu nedenle gelecekteki
caligmalarin daha uzun reperfiizyon siireleri, farkli uygulama zamanlamalari, daha
genis Orneklem biiytikliikkleri ve daha rafine yolak belirtecleri ile desteklenmesi

gerekmektedir.

Sonug olarak bu calisma, sicak renal iskemi-reperfiizyon modelinde sirolimus ve
everolimusun bobrek dokusunda gelisen hasart ¢oklu biyolojik diizlemlerde kismen
azaltabildigini gostermektedir. Fonksiyonel bozulma, inflamatuvar sitokin artisi,
oksidatif stres yiikii, apoptotik aktivasyon, NGAL yiikselisi ve histopatolojik hasar;
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mTOR inhibitorleri ile ayn1 yonde ve tutarli bigimde hafiflemistir. Bununla birlikte
hicbir parametrede tam bazal normalizasyon saglanmamis olmasi, mTOR
inhibisyonunun tek basina yeterli olmayan fakat anlamli bir destek stratejisi oldugunu
gostermektedir. Bulgular, mTOR ekseninin akut bdbrek hasarinda Onemli fakat
karmagik bir diizenleyici rol oynadigini; sicak iskemi yiikii yliksek greftlerde ise
ozellikle kombine koruma stratejileri i¢cinde degerlendirilmesi gereken umut verici bir

farmakolojik hedef oldugunu ortaya koymaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada sicak renal iskemi-reperfiizyon modelinde mTOR inhibitorleri olan
sirolimus ve everolimusun organ hasar1 {zerindeki etkileri biyokimyasal,
inflamatuvar, oksidatif stres, apoptotik ve histopatolojik parametreler iizerinden
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular deneysel modelin patofizyolojik olarak
basarili bigimde olusturuldugunu ve iskemi-reperfiizyon siirecinin renal hasara yol

actigin1 gostermistir.

Olgiim zamanina gore yapilan analizlerde iskemi sonras1 90. dakikada iire ve kreatinin
diizeylerinde belirgin artis saptanmis, reperfiizyon sonrasi 120. dakikada kismi bir
gerileme gozlenmis ancak degerler bazal diizeylere donmemistir. Bu bulgu, modelin

beklenen akut bobrek hasar1 paternini olusturdugunu gostermektedir.

Birincil hipotez kapsaminda degerlendirildiginde, sicak iskemi Oncesi uygulanan
mTOR inhibitorlerinin reperfiizyon sonrasi organ hasar belirteclerinde azalma
sagladigr goriilmiistiir. IR grubuna kiyasla IR+Sirolimus ve IR+Everolimus
gruplarinda iire ve kreatinin diizeylerinde oransal diisiis, NGAL diizeylerinde azalma
ve histopatolojik hasar skorlarinda iyilesme saptanmistir. Ancak bu parametrelerin
tamaminda degerler bazal diizeye ulasmamistir. Bu nedenle birincil hipotez kismen
kabul edilmistir; mTOR inhibitérleri tam koruma saglamamakla birlikte hasar

siddetini azaltici etki gostermistir.

Ikincil hipotez 1 kapsaminda inflamatuvar yanit degerlendirilmistir. IR grubunda
TNF-0, IL-1B ve IL-6 diizeylerinde belirgin artig gézlenmis; her iki mTOR inhibitorii
uygulanan grupta bu sitokin diizeylerinde azalma egilimi saptanmistir. Ancak degerler
kontrol seviyelerine tam olarak donmemistir. Bu dogrultuda sitokin yanitinin mTOR

inhibitorleri ile baskilandig1 goriilmiis ve ikinci hipotez desteklenmistir.

Ikincil hipotez 2 cergevesinde oksidatif stres parametreleri incelendiginde IR grubunda
MDA diizeyinin arttig1, antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD, GPx, CAT) azaldig,
TOS degerinin ylikseldigi ve TAC/TAS diizeyinin diistiigii belirlenmistir. mTOR
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inhibitorii uygulanan gruplarda lipid peroksidasyon gostergelerinde azalma ve
antioksidan savunma sisteminde kismi iyilesme gdzlenmistir. Bu bulgular oksidan—
antioksidan dengenin tedavi ile kismen diizeldigini gostermektedir. Bu nedenle ikinci

hipotez biiyiik 6l¢iide kabul edilmistir.

Ikincil hipotez 3 kapsaminda apoptotik aktivite ve histopatolojik degisiklikler
degerlendirilmistir. IR grubunda Caspase-3 diizeylerinde artis ve histopatolojik hasar
skorlarinda belirgin yiikselme saptanmistir. mTOR inhibitorleri uygulanan gruplarda
apoptotik belirteclerde ve histolojik hasar skorlarinda azalma gozlenmistir. Bu
sonuglar apoptotik yolak aktivasyonunun kismen baskilandigini gdstermekte olup

ilgili hipotez kabul edilmistir.

Karsilastirmali hipotez agisindan sirolimus ve everolimus gruplar1 arasinda renal
fonksiyon parametreleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
Sitokin, oksidatif stres ve apoptotik parametreler incelendiginde de iki ila¢ arasinda
belirgin bir istiinliik gosterilememistir. Bu nedenle “iki mTOR inhibit6riiniin farkl
biiyiikliikte etki olusturacagir” yoniindeki karsilastirmali hipotez reddedilmistir.

Bulgular, her iki ajanin benzer biyolojik profil sergiledigini diisiindiirmektedir.

mTOR inhibitorlerinin sicak iskemi modelinde inflamasyon, oksidatif stres ve
apoptotik aktivite lizerinden organ hasarini azaltict yonde etki gosterdigi; ancak tam

doku korunmasi saglamadigi sonucuna ulasilmistir.

Bu calisma, mTOR yolak inhibisyonunun yalnizca immiinomodiilator degil, ayni
zamanda inflamasyon—oksidatif stres—apoptozis ekseninde organ hasarini modiile
edebilecegini gostermektedir. Elde edilen bulgular, mTOR inhibitérlerinin renal
iskemi-reperfiizyon hasarinda c¢oklu mekanizma iizerinden etki gdsterebilecegini

ortaya koymaktadir.

Calisma ayrica, organ hasarmin tek bir biyobelirte¢ lizerinden degil; biyokimyasal,
immiinolojik ve histopatolojik biitlinciil degerlendirme ile ele alinmasi gerektigini

desteklemektedir.
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Oneriler

mTOR inhibitérlerinin uzun dénem bobrek fonksiyonu iizerindeki etkilerini

degerlendiren takip calismalar1 yapilmalidir.

e« mTOR sinyal yolunun molekiiler aktivasyon diizeyi dogrudan incelenmelidir.

e Farkli doz ve uygulama zamanlamalarinin karsilastirildigi deneysel tasarimlar
planlanmalidur.

o Klinik translasyon potansiyelini degerlendirmek amaciyla farkli organ iskemi
modellerinde benzer analizler gergeklestirilmelidir.

e mTOR inhibitorlerinin diger antioksidan veya antiinflamatuvar ajanlarla

kombinasyon etkileri arastirilmalidir.

Sicak iskemi-reperflizyon modelinde mTOR inhibitorleri, inflamatuvar yaniti
baskilayan, oksidatif stres yiikiinii azaltan, apoptotik aktiviteyi simirlayan ve
histopatolojik hasar1 kismen iyilestiren bir biyolojik profil sergilemistir. Bununla
birlikte tam doku korunmasi saglanamamis ve sirolimus ile everolimus arasinda

belirgin bir Ustiinliik gésterilememistir.

Bu bulgular mTOR yolunun renal iskemi-reperfiizyon hasarinda terapdtik hedef olarak
potansiyel tasidigin1 gostermekte, ancak optimal etki i¢in daha ileri deneysel ve klinik

arastirmalara ihtiya¢ bulundugunu ortaya koymaktadir.
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“m-TOR Inhibitdrlerinin Sicak Iskemide Karaciger ve Bobrek Hasan Uzerine
Etkisi” bashklh calisma bashdimn 17.11.2020 tarihli dilekgenizde “m-TOR
inhibitorlerinin  Sicak Iskemide Organ Hasarlan Uzerine Etkileri” olarak
degistiriimesi talebiniz isleme alinmis olup degisiklik talebiniz onaylanmistir.

A Begim BUGDAYCI AGIKKOL
Yonetim Kurulu Bagkan
eteriner Hekim

ROBAY HZNEY !
LARORATL . ANAYINE TICARET A8,

Kobay Deney Hayvanlar Laboratuar Sanayi ve Ticaret A.S.
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