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RATLARDA RENAL ISKEMI-REPERFUZYON HASARINDA
SITRATIN ONKOSULLAYICI ETKISININ HISTOPATOLOJIK
YONTEMLER VE OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI ILE

DEGERLENDIRILMESI
Amag: Sitratin sicanlarda boébrek iskemi-reperflizyon hasari Uzerindeki
onkosullayici etkisini total oksidan/antioksidan seviyeleri, tiyol/disulfit
dengesi, paraoksonaz-1 enzim seviyesi, iskemi modifiye albiimin duizeyleri
gibi biyokimyasal y6ntemler ve histopatolojik yontemlerle degerlendirmeyi

amacladik.

Metot: Calismamizda agirliklar1 285-370 g arasinda degisen toplam 24 adet
eriskin Wistar-Albino cinsi erkek sican kullanildi. Tim sicanlara genel
anestezi uygulandiktan sonra trakeostomi acilip invazif mekanik ventilasyon
uygulandi. Tim gruplarda calisma stiresince arteryel basin¢ degerleri ve kalp
atim hiz1 sayisi femoral artere yerlestirilen kateter ile 6lctlerek kaydedildi.
Sicanlar kapali zarf usulti ile 4 gruba ayrildi. Sham operasyon grubuna (Grup
S) laparotomi uygulandiktan sonra kan 6rnegi alinip bébrekleri cikartildi.
Iskemi-reperflizyon grubunun (Grup IR) bilateral renal pediktillerinden
klemplenerek bobrekleri 40 dk. boyunca iskemiye maruz birakildi. Daha
sonra klempler kaldirilarak 60 dk. reperfiize edildi. Sitrat grubuna (Grup C)
bir kuyruk veninden 90 dk. stiresince %4’ltik sodyum sitrat solisyonundan
1 mmol/kg/saat dozunda, diger kuyruk veninden ise %107Tuk kalsiyum
glukonat solisyonundan 2 ml/kg/saat dozunda uygulandi. Iskemi-
reperflizyon + sitrat grubuna (Grup IR+C) kuyruk venlerinden 60 dk.
boyunca %4’lik sodyum sitrat 1 mmol/kg/saat dozunda ve %107Tuk
kalsiyum glukonat 2 ml/kg/saat dozunda infliizyon seklinde uygulandi.
Infizyonlarin durdurulmasinin ardindan bébrekler 40 dk. boyunca
klemplendi. Iskemi sonrasi klempler kaldirildi ve bébrekler 60 dk. reperfiize
edildi. Reperfizyonun ilk 30 dakikasinda sodyum sitrat ve kalsiyum
inflzyonlar1 ayni dozlarda tekrar uygulandi. Calisma sonunda tim gruplarda
cikartilan boébrekler %10°luk nétral formaldehit soltisyonunda fikse edildi.
Bobrek spesmenleri hematoksilen-eosin ile boyandiktan sonra histopatolojik
olarak incelendi. Intersitisyel alanlarda kapiller vazodilatasyon/ konjesyon,
tibtullerde dilatasyon / cast formasyonu, ttbul epitelinde fircamsi kenar

kaybi, vakuolizasyon, epitelin Itimene dokiulmesi, intersitisyel yapida
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inflamasyon / fibrozis varhgi, glomertllerde morfolojik degisiklikler
degerlendirilerek skorlandi. Biyokimyasal olarak serumdan tUre, kreatin, total
oksidan seviye, total antioksidan seviye, oksidatif stres indeksi, total tiyol ile
native tiyol seviyeleri, tiyol-disulfit orani, paraoksonaz-1 seviyesi, iskemi
modifiye albiimin seviyesi 6l¢tildi. Calisma verilerinin istatistiksel analizinde
(SPSS versiyon 20) Mann-Whitney U testi, Kruskal-Wallis testi, Dunn testi,
Wilcoxon isaretli siralar testi, Friedman testi ve Pearson ki-kare testi
kullanildi.

Bulgular: Gruplarin baslangicta arteryel hattan alinan kan o6rneklerinden
calisilan kan gazi parametrelerinin karsilastirilmasinda fizyolojik sinirlar
icerinde sonuca etkisinin olacagi distinulmeyen degerler disinda istatistiksel
olarak farklihk saptanmadi. Grup IR’de baslangictaki, iskemi sonrasi
40.dakikadaki, reperflizyon 70.dakikadaki ve reperfizyon 100.dakikadaki
klor degerleri (p=0.02) ve kalsiyum (p=0.03) degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark saptandi. Grup C’nin baslangictaki HCO3 diizeyi ile sitrat
infizyonu 90.dakikadaki HCO3 dlizeyi arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark gortldu (p=0.04). Grup C’nin baslangictaki Ca diizeyi ile sitrat inflizyonu
90.dakikadaki Ca dlizeyi arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi
(p=0.03). Grup IR+Cnin baslangictaki, sitrat inflizyonu sonrasi
60.dakikadaki, iskemi sonrasi 100.dakikadaki, reperfiizyon 130.dakika ve
reperfizyon 160.dakikadaki Cl degerleri arasinda (p=0.009), Ca degerleri
arasinda (p=0.002), laktat degerleri arasinda (p=0.01), glukoz degerleri
arasinda (p=0.008), HCOs; degerleri arasinda (p<0.001) ve BE degerleri
arasinda (p=0.004) istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Doért calisma
grubunun kreatin dtizeyleri arasinda (p<0.001) ve Ure duizeyleri arasinda
(p<0.001) istatistiksel olarak anlamli fark gozlemlendi. Gruplarin
histopatolojik skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goérilda
(p=0.001). TOS dtizeyleri arasinda (p=0.048) ve TAS duzeyleri arasinda
(p=0.016) istatistiksel olarak anlaml fark gértiltirken OSI degerleri arasinda
anlaml fark gortilmedi. T-Tiyol dtizeyleri (p=0.002) ve N-Tiyol duzeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.001) oldugu saptanda.
Tiyol/distlfit dliizeyleri karsilastirildiginda sonug istatistiksel olarak anlaml
gorildi (p<0.001). Gruplar arasinda PON-1 dtizeyleri (p<0.001) ve IMA
duzeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi

(p=0.001).
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Sonu¢: Calismamizda bébreklerde olusturdugumuz IR hasarinin oksidatif
hasara yol actigini gézlemledik. Sodyum sitrat inflizyon uygulamas: oksidatif
hasar1 TAS seviyesini artirip TOS seviyesini azaltarak hafifletmistir ve
tiyol/distlfit dengesine tiyoller yonuinde olumlu katkida bulunmustur.
Histopatolojik incelemelerde sitratin énkosullayici etkisinin bébregi IR
hasarindan korudugunu goézlemledik. Sonuc olarak sitratin, bébrek IR

hasarinin olumsuz etkilerini azaltmada faydali olabilecegi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Bobrek iskemi reperflizyon hasari; Oksidatif Stres; TAS,

TOS, OSI; Tiyol/Distilfit Dengesi; PON-1; IMA
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Abstract

Abstract

EVALUATION OF THE PRE-CONDITIONING EFFECT OF CITRATE IN
RENAL ISCHEMIA-REPERFUSION DAMAGE IN RATS BY
HISTOPATHOLOGIC METHODS AND OXIDATIVE STRESS
PARAMETERS
Aim: We aimed to investigate the preconditioning effect of citrate on kidney
ischemia-reperfusion injury in rats by biochemical methods such as total

oxidant/antioxidant levels, thiol/disulfide balance, paraoxonase-1 enzyme

level, ischemia modified albumin levels and by histopathological methods.

Materials and Methods: A total of 24 adult male Wistar-Albino rats weighing
between 285-370 g were used in our study. After general anesthesia,
tracheostomy was opened and invasive mechanical ventilation was applied to
all rats. In all groups, arterial pressure and heart rate were measured and
recorded with a catheter placed in the femoral artery. The rats were divided
into 4 groups by closed envelope method. In the sham operation group (Group
S), blood samples were taken after laparotomy and the kidneys were removed.
In the ischemia-reperfusion group (Group IR), bilateral renal pedicles were
clamped and the kidneys were exposed to ischemia for 40 minutes. Then the
clamps were removed and reperfused for 60 min. Citrate group (Group C) was
administered 4% sodium citrate solution at a dose of 1 mmol/kg/hour from
one tail vein and 10% calcium gluconate solution at a dose of 2 ml/kg/hour
from the other tail vein for 90 min. In the ischemia-reperfusion + citrate group
(Group IR+C), 4% sodium citrate was infused at a dose of 1 mmol/kg/hour
and 10% calcium gluconate at a dose of 2 ml/kg/hour through the tail veins
for 60 min. After the infusions were stopped, the kidneys were clamped for
40 min. After ischemia, the clamps were removed and the kidneys were
reperfused for 60 min. In the first 30 minutes of reperfusion, sodium citrate
and calcium infusions were reapplied at the same doses. At the end of the
study, the removed kidneys in all groups were fixed in 10% neutral
formaldehyde solution. Kidney specimens were stained with hematoxylin-
eosin and examined histopathologically. Capillary vasodilatation / congestion
in interstitial areas, dilatation / cast formation in tubules, loss of brushy edge
in tubule epithelium, vacuolization, shedding of epithelium into the lumen,
presence of inflammation / fibrosis in interstitial structure, morphological

changes in glomeruli were evaluated and scored. Biochemically, urea,
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creatine, total oxidant level, total antioxidant level, oxidative stress index,
total thiol and native thiol levels, thiol-disulfide ratio, paraoxonase-1 level,
ischemia modified albumin level were measured. Mann-Whitney U test,
Kruskal-Wallis test, Dunn test, Wilcoxon signed-rank test, Friedman test and

Pearson chi-square test were used for statistical analysis (SPSS version 20).

Results: There was no statistical difference in the comparison of the blood
gas parameters studied from the blood samples taken from the arterial line
at the beginning of the groups, except for the values within the physiologic
limits which were not thought to have an effect on the result. There was a
statistically significant difference between the chlorine (p=0.02) and calcium
(p=0.03) values of Group IR at baseline, 40 minutes after ischemia, 70
minutes after reperfusion and 100 minutes after reperfusion. There was a
statistically significant difference between the baseline HCO3 level of Group
C and the HCOg3; level at 90 minutes of citrate infusion (p=0.04). There was a
statistically significant difference between the baseline Ca level of Group C
and the Ca level at 90 minutes after citrate infusion (p=0.03). There were
statistically significant differences between the baseline Cl levels (p=0.009),
Ca levels (p=0.002), lactate levels (p=0.01), glucose levels (p=0.008), HCOs
levels (p<0.001) and BE levels (p=0.004) of Group IR+C at baseline, 60
minutes after citrate infusion, 100 minutes after ischemia, 130 minutes of
reperfusion and 160 minutes of reperfusion. Statistically significant
differences were observed between creatine levels (p<0.001) and urea levels
(p<0.001) of the four study groups. A statistically significant difference was
observed between the histopathologic scores of the groups (p=0.001).
Statistically significant differences were observed between TOS levels
(p=0.048) and TAS levels (p=0.016), but no significant difference was
observed between OSI values. A statistically significant difference (p<0.001)
was found between T-thiol levels (p=0.002) and N-thiol levels. When
thiol/disulfite levels were compared, the result was statistically significant
(p<0.001). There was a statistically significant difference between the groups

in terms of PON-1 levels (p<0.001) and IMA levels (p=0.001).
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Conclusion: In our study, we observed that IR injury caused oxidative
damage in the kidneys. Sodium citrate infusion alleviated the oxidative
damage by increasing the TAS level and decreasing the TOS level and
contributed positively to the thiol/disulfide balance in the direction of thiols.
In histopathological examinations, we observed that the preconditioning
effect of citrate protected the kidney from IR injury. In conclusion, we believe

that citrate may be useful in reducing the adverse effects of renal IR injury.

Key words: Renal ischemia-reperfusion injury; Oxidative stress; TAS, TOS,

OSI; Thiol/Disulfide Equilibrium; PON-1; IMA
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi glomertler filtrasyon hizinin saatler, glinler icinde ani
olarak azalmasi nedeniyle yasami tehdit eden atik Uurltinlerin vicuttan
atillminin gerceklesememesi sonucunda vicudun sivi-elektrolit dengesinin
bozuldugu bébrek fonksiyonlarindaki degisim olarak tanimlanmaktadir (1).
Bir organa kan akisinin kisitlanmasi (iskemi) ve ardindan perflizyonun
yeniden baslamasi ile eslik eden reoksijenasyon ile karakterize patolojik
duruma reperfiizyon hasar denir (2). Iskemi-reperflizyon hasar akut bébrek
yetmezliginin en sik sebeplerinden biridir (3). Reperfliizyon sebebiyle aciga
cikan serbest oksijen radikalleri dokularda iskemik hasardan daha yikici
olabilir (4). Organizmada serbest oksijen radikalleri ve onlarin hasarini

engelleyen antioksidan sistem bir denge halindedir (5).

Akut bobrek yetmezliginde vlcut sivi-elektrolit dengesini saglamak icin
ekstrakorporeal kan temizleme yontemleri kullanilabilir. Bu sebeple siddetli
akut bobrek yetmezligi vakalarinda renal replasman tedavisi (RRT) en énemli
seceneklerden biri haline gelmistir. RRT’ nin sivi ¢ekilmesi ve soltit atilmasi
olmak tizere iki temel prensibi vardir. Stirekli renal replasman tedavisi (SRRT)
sirasinda sistemde pihtilasma olmadan ekstrakorporeal kan akimi
saglanmalidir. Renal replasman sisteminde tromboz ve koagllasyonun
Onlenebilmesi icin yeterli antikoaglilasyon heparin, diistik molektl agirlikli
heparin veya sitrat ile saglanabilmektedir (6,7).

Uzun sureli heparin kullanimi ile ciddi kanama, trombositopeni (heparine
baglh trombositopeni) ve trombotik komplikasyonlar go6rilebilir. Dustuk
molekil agirlikli heparin bdébreklerden atildigi icin bobrek fonksiyon
bozuklugu olanlarda kullanmaktan kacinmak gerekebilir. Sitrat ise 1990’11

yillardan giniimtize kadar strekli diyaliz sistemlerinde etkin antikoagtilan
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yontemi olarak kullanilmaktadir. Sisteme sitrat inflizyonu uygulandiginda
iyonize kalsiyum ile birleserek sitrat kalsiyum kompleksini olusturur. Bu
reaksiyon ekstrakorporeal sistemdeki iyonize kalsiyum dtizeyini distrir ve
sistemdeki pihtilagsmay1 6nler (8).

Yapilan calismalarda sitratin iskemi-reperflizyon nedenli akut bdbrek
hasarinda mitokondriyal defisiti sinirlayarak koruyucu bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (9). Ayrica akut bobrek hasarinin tedavisinde sitratin
terapotik etkisinin oldugu belirtilmistir. Sitrat kullanimi ig¢in bir
kontraendikasyon yoksa ylksek kanama riski olmayan ya da pihtilasma
bozuklugu olmayan hastalarda dahi SRRT’de tercih edilmesi gereken
antikoaguilasyon yéntemi olarak dnerilmektedir (9).

Bobrek fonksiyonlarinin hayati 6nemi diistintldiginde hasarin olusumunu
engellemek morbidite, mortalite ve tedavi maliyetlerini azaltmaktadir. Bu
yuzden antioksidan ve/veya antienflamatuvar o6zellikleri olan bircok
maddenin bu hasarin azaltilmasina yonelik kullanimi1 konusunda calismalar
yapilmaktadir (10-14). Calismamizi klinikte bobrek hasari gelismis ya da
gelismekte olan hastalarda RRT’de sitratin kullaniliyor olmasindan yola
cikarak olusturduk. Calismamizda ratlarda bobrek iskemi reperflizyon
hasar1 tizerinde sitratin 6énkosullayici etkisini histopatolojik yéntemlerle ve
total oksidan/antioksidan seviyeleri, tiyol/distlfit dengesi, iskemi modifiye
albtimin dtlizeyi, paraoksonaz-1 enzim seviyesiyle iliskisini de biyokimyasal

yontemlerle arastirmay1 amacladik.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 BOBREK ANATOMISI

Bobrekler retroperitoneal bolgede, karin arka duvarina yaslanmis, kolumna
vertebralisin her iki yaninda ve psoas kasinin lateraline yerlesmis bir cift
organdir. Ust ucu torakal 12. vertabra, alt ucu ise lumbal 3. vertebra
hizasinda olup her ikisi de hafif oblik sekilde durmaktadirlar.

Sag bobrek karaciger ile tist komsulugundan dolay: sol bébrege gére daha
asagida bulunmaktadir. Bébreklerin uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7 cm ve
kalinlig1 2.5-3 cm olup agirliklar: ortalama 150 gramdir.

Sag bobrek Ustte adrenal bez ile karaciger, hilus seviyesinde duodenumun
retroperitonel kismi ile pankreas basi, altta ve lateral kenarda asendan kolon
ile komsudur. Sol bébrek ise Ustte adrenal bez ile 6nde ise mide, dalak,
pankreas, jejunum ve desendan kolon ile komsuluk yapmaktadir. Her iki
bobrek arkada diafragma, M. kuadratus lumborum ve M. psoas major
kaslarina dayanmaktadir.

Bobrek dokusu en distan kalin ve sert bir zar olan fibréz kapstl ile sarilidir.
Ayrica boébreklerin etrafinda bulunan perirenal yag dokusu ile bébrekler
travmalardan korunmus olur. Yag dokusunun disinda kalin bir zar olan
Gerota fasyasit bulunur. Gerota fasyasi diger bobregin Gerota fasyasiyla
birleserek karsi bébregin perirenal yag dokusunu da orter. Boébreklerin
medial kesiminde hilus adi verilen yarik icerisinden renal arter, renal ven,

Ureter, lenfatikler ve sinirler gecis yapar (15,16).
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Sekil 2.1: Bobrekler ve komsuluklar: (17)

Bobregin kan akimi normalde toplam kalp debisinin yaklasik %20’si
kadardir. Bobrekler aortadan lumbal 1. ve 2. vertebra hizasindan ¢ikan renal
arterler ile kanlanir. Renal arter hilustan bodbrege girince 6nce segmental,
sonra interlobar ve daha sonra arkuat arterlere ayrilir. Arkuat arterlerden
ayrilan interlobuler arterler ise Bowman kapsultine giren afferent glomertler
arteriollere ayrilarak kilcal damar yumagt olusturur. Afferent arterler
glomertler kapiller yumag: olusturduktan sonra efferent arter olarak
glomertld terk eder. Efferent arterioller daha sonra dallanarak perittibliler
kapiller ag1 olustururlar. Buradan gelen kan vendz sistemi olusturarak
arteryel sistemle paralel sekilde interlobtller ven, arkuat ven, interlobar ven
ve renal veni meydana getirir. Renal venler de vena kava inferiyora drene

olurlar.
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Sekil 2.2: Bobregin arterleri (18)

Bobrek uzunlamasina kesildiginde gortilen distaki soluk renkli kisma
korteks, icteki daha koyu renkli kisma medulla, orta kisimdaki bosluga ise
sinus renalis denilmektedir. Medulla renal piramit denilen 8-10 adet koni
seklindeki yapidan olusur. Piramitlerin tabanlar1 kortekste bulunurken tepe
kisimlar1 min6ér kaliks icine kadar uzanir. Kaliks icine acilan bu kisimlara
papilla denilir. Piramit seklindeki bu medulla alanlar1 kolumna renalis
(Bertini kolonlar1) denilen kortikal wuzantilarla birbirinden aynlirlar.
Medullanin kan dolasimi kortekse gére cok daha zayif olup iskemik hasara

oldukca duyarhdir (19,20).
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Genel Bilgiler

BOBREK FiZYOLOJIiSI

Bobregin fonksiyonel en kuicik Unitesine nefron denilir. Her bir bobrekte
yaklasik olarak 1 milyon nefron bulunmaktadir. Nefronlarin rejenerasyon
kapasitesi yoktur. Nefronlar glomertil ve ttibuler sistem olmak tuzere iki
kisimdan olusur. Nefronlarin yaklasik %85’ bobregin korteksinde yerlesen
kortikal nefronlardir. Diger %157 ise bobregin korteks ile medulla birlesme
sinirinda yer alan jukstaglomertler nefronlar olarak adlandirilir (21).
Glomertl, Bowman kapstilt denilen bir kapsul icerisinde yer alan ve yaklasik
60 mmHg gibi ytksek bir hidrostatik basinca dayanikli kapiller agdan
olusmustur. Protein icermeyen yukli miktarda sivinin glomertler
kapillerden Bowman kapstli icine filtrasyonu ile idrar olusumu
baslamaktadir. Filtre olan sivi Bowman kapsulint terkedip sirasiyla
proksimal tibiil, Henle kulpu, distal tibul ve toplayici tibuller yoluyla
ilerlemektedir. Ttbuller boyunca 6nemli solttler ve su geri emilerek kana
verilirken baska maddeler tibul icine salgilanabilmektedir. Ttbuller yoluyla
ilerleyen sivi renal kalikslere acilir. Buradan da renal pelvise ve Uretere
gecerek mesaneye iletilir (22).
Bobreklerin fonksiyonlarini gostermek icin en sik kullanilan 6l¢timlerden biri
glomertler filtrasyon hizidir (GFR). Glomertler kapillerden Bowman
kapstiliine birim zamanda filtre edilen sivi hacmine GFR denir. Glomertilden
stiziltip tekrar emilemeyen veya sekresyona ugramayan maddelerin klirensi
glomeruler filtrasyon hizina esittir. Normalde GFR hizi dakikada 120 ml ve
24 saatte yaklasik 180 litredir. Bu sivinin %99’u tubullerden geri
emilmektedir. Geri kalan yaklasitk 1200-1500 ml sivi idrar olarak
atilmaktadir. Intilin, tiibtillerde reabsorbsiyona veya sekresyona ugramadan
idrarla atildigindan, intlin klirensi GFR’yi gosterir. Glomertler filtrasyona
ugrayan kreatinin ttiblllerden geri emilmez ancak bir miktar sekresyona
ugrayabilmektedir. Pratik uygulanmasi ve plazma diizeyinin sabit olmasi
sebebiyle GFR o6lcimtinde en sik kullanilan yontem kreatin klirensidir.
Kreatinin klirensi degeri, intilin klirensi gibi kabul edilmektedir (23).
Bobrekler temel olarak:

e Idrarin olusturulmasinda,

e Metabolik ve eksojen artik maddelerin eliminasyonunda,

¢ Plazma osmolalitesinin dengelenmesinde,

e Asit-baz dengesinin ve elektrolit dengesinin korunmasinda,
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e D vitamini, eritropoietin, bliytime faktoérleri gibi hormon ve benzer
maddelerin salgilanmasinda,
e Baz peptit yapili hormonlarin ve bazi proteinlerin katabolizmasinda,

e Glukoneogenez ve lipid metabolizmasinda gorev alirlar (24).

2.3 ISKEMI

Bir organ ya da dokunun kan akiminin azalmasi veya kesilmesi sebebiyle
perflizyonunun bozularak oksijen ve besinden yoksun kalmasina iskemi
denilmektedir. Iskemi sebebiyle hiicresel enerji depolari bosalir ve toksik
metabolitler birikmeye baslar (25). Dokuya giden kan akiminin azalmasi ile
oksidatif fosforilasyon yapilamayacagindan adenozin trifosfat (ATP) gibi
yuksek enerjili fosfatlarin sentezi azalir (26). Hucrede yeterli enerji
uUretilemediginde htlicre zarinda bulunan sodyum-potasyum adenozin
trifosfataz (Na*/K* - ATPaz) pompasi inhibe olur. Béylece sodyum ve klor
iyonlar1 hiicre icine girerken potasyum iyonu hiicre disina cikar (27).

Htcre ici ve hiicre dis1 kalsiyum (Ca*2) iyon dtizeyi de ATP bagimli bir pompa
ile dtizenlenir. Yeterli ATP bulunmadiginda hticre icinde Ca*2 miktar: artisi ile
proteolitik enzimler ve fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipaz A2 aktivasyonu ile
membranlarin yapist bozularak gecirgenlikleri degisir. Fosfolipaz A2
aktivasyonu ile arasidonik asit yapimi artar. Arasidonik asit de mitokondriyal

enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu artirir (28).

Zedeleyici ajan

Endoplazmik
retikulum

v v v v
ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endonukleaz
ATP Fosfolipit Membran ve
azalmasi azalmasi hiicre iskelet

proteinlerinin

\ parcalanmasi
\&@L; T

Sekil 2.3: Hiicre hasarinda sitoplazmik kalsiyum artisinin sonuclar: (29)
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Iskemi sebebiyle anaerobik metabolizmanin artmasi sonucunda hiticre icinde
karbondioksit miktar1 ve laktik asit olusumu artarak asidoz gelisir. ATP
miktar1 ve pH’nin azalmasi endoplazmik retikulumlardan ribozomlarin
ayrismasina neden olarak protein sentezinin bozulmasina yol acar (29) .
Siddetli iskemiye maruziyet sonrasinda hticre icinde laktat, inorganik fosfat,
kreatin gibi hlicre i¢i ozmotik etkili partikillerin artmasi sebebiyle hiicre icine

su cekilerek 6dem meydana gelir (30).

ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

[skemiye ugrayan doku veya organlara kan akiminin yeniden baslayarak
enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi olayina
reperflizyon denir. Iskemik dokunun reperfiizyonu dokularda yalnizca iskemi
sonucunda olusana gére daha ciddi bir hasara neden olabilir (25). iskemi
reperfiizyon (IR) hasarina en cok duyarh olan hiicresel yapilar membran
lipidleri, proteinler ve ntkleik asitlerdir (31). Iskemi sebebiyle ATP
uretilemedigi halde kullanilmasinin devam etmesiyle ATP’den adenozin
difosfat (ADP), adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin
hticre disina cikarak inozin ve hipoksantine dontistir. Normal durumlarda
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz (KD) enzimiyle ksantin ve urik asite
metabolize olur. Bu reaksiyonda son elektron alicisi olarak nikotinamid
adenin dintkleotidin okside formu (NAD+) kullanilir. Ancak iskemi sebebiyle
membran gradientinin bozularak htiicre icine fazla miktarda Ca*2 girmesiyle
proteazlarin aktiflesmesi sonucu ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza (KO)
dontsur. KO enzimi bu reaksiyonda elektron alicisi olarak molektler oksijen
kullanilir. Reperfizyonun baslamasiyla ortamda oksijenin bulunmasi,
hipoksantinin ksantine oksidasyonuna ve serbest oksijen radikallerinin

(SOR) ortaya cikmasina yol acar (32).

IR hasarinin olusumundan sorumlu olan cesitli hiicresel ve humoral
olaylardan 6zellikle;

e Serbest oksijen radikalleri (SOR),

e Polimorf ntiveli 16kositler (PMNL),

¢ Kompleman sistemi,

¢ Endotel hticrelerinin rolil tizerinde durulmaktadir (33).
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2.4.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Elektronlar orbita denilen yériingelerde hareket ederler. Her orbitada daima
ters yonde hareket eden iki elektron bulunur (34). En dis orbitalinde
eslenmemis ve son derece reaktif elektron bulunduran atom, molekl,
iyonlara serbest radikal denir (35). Serbest radikaller yar1 6murleri ¢cok kisa
ve reaktif yapilardir. Son yoriingedeki tek elektronlarini eslemek tizere diger
molekuller ile hizla reaksiyona girip elektronlarini kopararak yapilarini
degistirirler. Bu molekulleri de radikale doénusturtrler ve zincir sekilde
reaksiyonlan baslatirlar. Baslayan bu reaksiyon membranlardaki yag asitleri
tikeninceye kadar sUrmektedir. Sonucta membran, secici gecirgenligini
kaybeder ve hiicre parcalanir (36).

Organizmada serbest radikallerin olusmasi1 ve bunlarin ortadan kaldirilmasi
bir denge icerisindedir. Organizma bu oksidatif dengeyi sagladig surece
serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma veya eliminasyon hizinda bir azalma olmasi sonucunda dengenin
bozulmasina oksidatif stres denir. Serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmas1 arasindaki dengesizlik oksidatif strese yol acar.
Oksidatif stres sonucunda protein, lipit, karbonhidrat ve nutkleik asit gibi
hticre yapilar: bozularak doku hasar: gelisir (37).

Molektler oksijen en dis orbitalinde eslenmemis bir cift elektron tasidig: icin
serbest radikaldir. Bu elektronlarin her biri farkli bir orbitalde olup paralel
yonde spin hareket etmektedir. Béylece oksijen molekiilline ayni anda iki
elektronun birden baglanmasi engellenmis olur. Bu sebeple oksijen molekuili

bir kimyasal bag olusturabilmesi i¢cin bir elektron almay: tercih eder (34).

2.4.1.1. Siiperoksit Radikali (O2")

Atmosferden solunan oksijenin yaklasitk % 951 mitokondrilerde ATP
sentezinde kullanilirken, yaklasik %5 de son yoriingelerinde eslenmemis
elektron icermesi sebebiyle serbest radikallere déntismektedir (38). Oksijenin
endoplazmik retikulumda, mitokondride, plazma membraninda,
peroksizomlarda ve sitozolde suya indirgenmesi sirasinda ilk olarak
superoksit radikali olusmaktadir. Stiperoksit radikalinin Uretilmesi kolay,
miktari fazla ve baska radikallerin olusmasina sebep olan bir radikaldir (39).

Anyon kanallar yoluyla ya da diflizyon ile plazma membranlarin1 gecerek
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uzak bolgelere ulasabilirler (40). Stperoksit radikali antioksidan ve bakirl
bir enzim olan suUperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen peroksite
(H202) ve suya indirgenir (41). H2O2’'nin kendisi tek basina bir radikal olmayip
o6nemli bir oksidandir ve katalaz ile glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan

toksik olmayan Urlinlere donusur (42).

2.4.1.2. Hidroksil Radikali (OH-)

Hidroksil radikali, oksijen radikallerinden yar1 6mrt en kisa ve en toksik olan
radikaldir. Uretildigi kaynaktan uzaklasmadan yakin hedefleri etkiler (43).
Baslica Fenton Reaksiyonu, Haber-Weiss Reaksiyonu ve suyun yuksek
enerjili radyasyona maruz kalmasiyla olusmaktadir. H,O,’nin, demir ile
bakir, krom gibi diger gecis elementleri varliginda indirgenerek OH-
olusturmasina Fenton Reaksiyonu denir. H,O,'nin sUperoksit radikali
varliginda bakir ve demir tarafindan katalizlenerek OH- radikalini
olusturmasina ise Haber-Weiss Reaksiyonu denmektedir (44).

Hidroksil radikali protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makro molektllerle
reaksiyona girer ve bu yapilarda oksidatif hasara yol acar. Bir hidroksil
radikal antioksidaninin etkili olabilmesi icin organizmada yuksek
konsantrasyonlarda bulunmasi gerekir. Bu nedenle hidroksil radikalinin
olusumunun engellenmesi, bu radikalin temizlenmesinden daha etkilidir
(38).

2.4.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Boébrek IR hasarinda tiretilen serbest radikaller, arasidonik asit metabolitleri
ve sitokinler sonucu dolasimdaki nétrofiller hasarin oldugu bélgeye ulasarak
hasar1 daha fazla artinirlar. Icerdikleri myeloperoksidaz enzimiyle H,O, ile
klortir iyonundan guiclti bir antibakteriyel tirtin olan hipokloréz asiti (HOCI)
olusturur. HOCI yapisinda eslesmemis elektron bulunmamasina ragmen bir
oksidandir (45). Aktif nétrofiller damar icinde olusturduklar agregasyonlar
ile damar endoteline yapisarak mikrovaskuler tikanmaya sebep olur (25).

Notrofillerin aktivasyonu sonucu salinan bazi proteolitik enzimler,
kompleman aktivasyonuna ve damar endotelinde hasara sebep olur.
Proteinazlarin etkisiyle damar duvar yapisinin degisip gevsemesiyle

nétrofillerin dokuya gecisi kolaylasir (46).

10



2.5

Genel Bilgiler

2.4.3. Kompleman Sistemi

Sitokinler, inflamasyona yanit olarak baslica noétrofil, makrofaj, endotel
hticrelerinden sentezlenen proinflamatuvar veya inflamatuvar proteinlerdir.
IL -1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler proinflamatuvar sitokinlerdir ve bagisiklik
cevabin olusmasinda rol alirlar. IR hasar1 kompleman sistemini aktive eder.
Kompleman aktivasyonu sonucu TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar

sitokinler ile 16kositler aktive edilir ve inflamatuvar cevap giclendirilir (47).

2.4.4. Endotel Hiicresi

Endotel, SOR turetim kaynagi olmasinin yaninda mikrovaskuler alanda
dengeden sorumlu olan endotelini ve nitrik oksiti (NO) uretir. Arteryel
sistemde endotelinin vazokonstriktor etkisine karsilik NO vazodilatatérdtr.
IR hasar1 sonucunda olusan oksidatif stres, endotel hiicrelerinin
aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina sebep olur. Reperflizyonun erken
doneminde aktive edilmis endotelde Uiretilen stiperoksit radikali artarken NO
Uretimi azalir. Bu dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden inflamatuar
sitokinlerin salinmasina, arteryel vazokonstriiksiyona ve lokosit-endotel

hticre adhezyonuna yol acar (48,49).

ISKEMI-REPERFUZYON HASARININ BOBREK UZERINDEKI
ETKILERI

Bobrekler yiuksek enerji gereksinimi ve kompleks mikrovasktiler damar
yapilar1 sebebiyle IR hasarina karsi oldukca duyarhdirlar (50). Bu nedenle
renal IR hasar éncelikle hipoksiye duyarli olan medulladan baslar.

Bobreklerin damar yapilanmasina gore korteksi, medullaya gére daha cok
kanlanir. Bobrek dokusunda oksijen basinci korteksten medullaya gittikce
azalir. Bu durum renal medullayr IR hasarina ve hipoksemiye karsi daha

duyarl hale getirmektedir (51).

Bobreklerde siddetli dehidratasyon, sistemik hipotansiyon, hipovolemik sok,
yanik, septisemi, kardiyak arrest, renal arter trombozu/embolisi, bébrek
transplantasyonu, parsiyel nefrektomi ve aortun klemplenmesi gibi klinik
durumlar sirasinda IR hasar olusabilmektedir (52,53). Bu hasarin siddeti

iskemi stresine gore degismektedir.
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Iskemik bébrekte gelisen cesitli tiibtiler hasarlar akut tiibtiler nekroz (ATN)
olusmasinda rol oynamaktadir. Tubuler hasarin yani sira, reperflizyon
saglandiktan sonra olusan serbest radikallerin de bobrek hasarinda 6énemli
rol oynadig: bilinmektedir. Bébreklerde proksimal ttibtillerin, distal tiibullere
kiyasla metabolizmalarinin ve prooksidan-antioksidan hticresel savunma
sistem yapilarinin farkli olmasi sebebiyle iskemik hasara daya duyarli oldugu
gosterilmistir (54). Bobreklerde iskemi sonucu proksimal tibul hticrelerinde
fircams1 kenarlarinin yapilari bozulmakta ve huicreler bazal membrandan
koparak tubul limenini tikamaktadir. Bu geri déntstimstiz hasarin,
iskeminin GFR’de azalmaya yol acmasinin temel sebeplerinden biri oldugu
dustntlmektedir (55). Klinik durum belirgin bir doku hasari olmaksizin
gelisen prerenal azotemiden, akut bobrek yetmezligine kadar degisebilen
farkl senaryolar ile karsimiza ¢ikabilmektedir (56).

Renal iskemi reperfliizyon hasari akciger, beyin ve karaciger gibi uzak organ
hasarina ve yetmezlige sebep olarak yuksek mortalite ile iliskili olabilir (57).
Bobrek IR hasan birbiriyle iliskili hipoksi, inflamatuar yanit ve serbest
radikal hasar ile iligkilidir. Olusan bébrek hasarinin etyolojisine ve bu
hasarin 6nlenmesine yonelik calismalar gintimutizde devam etmektedir.
Hasarin 6nlenmesinde ve tedavisinde antioksidanlarin serbest radikalleri

tutucu gorevleri arastirilmaya devam etmektedir (S8).

2.6 ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Serbest radikallerin sabit durum konsantrasyonlari, tiretim hizlar ile cesitli
antioksidanlar tarafindan uzaklastirilma hizlar1 arasindaki denge ile
belirlenir. Ironik bir sekilde, farkli SOR aracili faaliyetler aslinda hticreleri
SOR kaynakli hasara karsi korur ve aynm1 zamanda redoks dengesini yeniden
olusturup surdurtrler. Ancak hucresel hasardan sorumlu olan yuksek
konsantrasyondaki serbest radikallere karsi organizmalar hucrelerini ve
organ sistemlerini korumak icin, son derece sofistike ve karmasik bir
antioksidan koruma sistemi gelistirmislerdir. Antioksidanlar kendileri
oksitlenirken oksidatif stireci énemli 6lctide inhibe eden veya geciktiren
dustk konsantrasyonlardaki maddeler olarak tanimlanir. Serbest radikalleri
notralize edip vicutta redoks dengesini korumak icin endojen (vicutta
sentezlenebilen) ve eksojen (viicutta sentezlenemeyen) antioksidanlar

kullanilir. Eksojen antioksidanlar disardan alinmasi gerekir ve endojen
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antioksidanlarin viicudu korumasina yardimci olmak icin hayati bir rol

oynarlar (42,59,60).

Tablo 2.1: Antioksidanlarin siniflandirilmasi

A. YAPISINA GORE SINIFLANDIRMA

1.Enzimatik Antioksidanlar:
Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz, Glutatyon Peroksidaz (GSHPx) ve
Glutatyon Reduktaz (GR)
2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:
a. Metabolik Antioksidanlar:
Redtikte Glutatyon (GSH), Lipoid asit, L-arjinin, Melatonin, Urik asit,
Bilirubin, Transferrin vb.
b. Metabolik Olmayan Antioksidanlar:
Vitamin E, Vitamin C, Karotenoidler, Flavonoidler, Omega-3 ile
Omega-6 yag asitleri, Selenyum, Cinko, Mangan vb.

B. KAYNAGINA GORE SINIFLANDIRMA

1. Endojen Antioksidanlar:

Bilirubin, Glutatyon, Lipoik Asit, N-asetil sistein, NADPH, NADH, Urik
asit, Enzimler (SOD,GSHPx,GR), Ubikinon vb.

2. Diyetteki Antioksidanlar:

Vitamin C, Vitamin E, Karotenoidler, Polifenoller (Flavonoidler,
Proantosiyanidin) vb.

3. Metal Baglayic1 Proteinler:

Albtimin, Seruloplazmin, Ferritin, Myoglobin, Transferrin

C. ETKIi MEKANIZMASINA GORE SINIFLANDIRMA

1. SOR Notralize Eden Katalitik Sistemler:
SOD, GSHPx, Katalaz
2. SOR Uretimini Engelleyen Metal iyon Baglayicilar::
Ferritin, Seruloplazmin, Katehinler
3. SOR Siipiiriiciiler:
Vitamin C, Vitamin E, Urik Asit, Glutatyon, Flavonoidler
4. Enerji Absorblayan Kimyasal Tuzaklayicilar:
Karotenoidler, Antosiyanidinler
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2.6.1. Total Oksidan Seviye, Total Antioksidan Seviye ve Oksidatif
Stres Indeksi

Bircok oksidan ve antioksidan molekiliin serum veya plazma diizeyleri ayri
ayri Olculebilmektedir (61). Bu molekullerin tek tek incelenmesi huicre ici
toplam oksidan stresi ve antioksidan kapasiteyi gostermekte yetersiz
kalabilmektedir. Ornegin serum icinde hala bilinmeyen antioksidanlar
olabilir. Ayrica ayr1 ayri 6lciim yapmak zor ve zaman alici olup ekonomik de
degildir. Bu sebeple oksidan ve antioksidan kapasitesinin ayri ayr1 6lctilmesi
yerine total oksidan seviye (TOS) ve total antioksidan seviye (TAS) 6lctilmesi
daha pratiktir. Reaktif oksijen radikalleri veya antioksidan tampon
sisteminin yetersizligi sonucu gelisen oksidatif stresin vicuttaki dizeyi icin
TOS duzeyi oOlctlebilmektedir. Serbest radikal hasarina maruz kalmis
organizmadaki koruyucu antioksidan kapasite ise TAS duzeyi ile
belirlenmektedir (62,63). Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS degerinin TAS
degerine béliinmesiyle hesaplanmaktadir. OSI bir oksidatif stres belirtecidir
ve artmis olmast dengenin oksidatif stres yonlne bozuldugunu

gostermektedir (64).

2.6.2. Tiyol/Disiilfit Dengesi

Tiyoller civaya baglanabilme o6zelliginden dolayr merkaptanlar olarak da
adlandirilir ve sulftir, hidrojen ile karbon atomlarinin olusturdugu stlfhidril
(-SH) grubu iceren organik bilesiklerdir (65). Plazmada tiyol havuzunu
albimin tiyolleri, protein tiyolleri ve duisik molektl agirlikli tiyoller
olusturmaktadir. Duistik molektl agirlikli tiyoller grubu icerisinde sistein,
sisteinilglisin, glutatyon, homosistein ve y-glutamil sistein bulunur (66).
Tiyoller, oksidatif stres kosullar1 altinda geri dontstimli bir reaksiyonla
oksidasyona ugrayip cift kitktrt atomu iceren kovalent disulfid (SS-)
baglarini olusturabilir. Distlfid baglan tiyol gruplarina tekrar indirgenebilir.
Bu dinamik olaya tiyol/distlfid dengesi denir (67). Tiyol/disulfit dengesi
antioksidan korunma, detoksifikasyon, sinyal iletim, hiicre blylmesi ve
apopitozu gibi hitlcresel aktivitelerin yani sira bircok hastaligin
etyopatogenezinde kritik role sahiptir (68-70). Dinamik tiyol/distlfid dengesi
hucrelerdeki oksidatif hasar1 géstermede kritik rol alir ve total tiyol, native
tiyol, disulfit miktarlar1 ile bunlar arasindaki oranlar periferik kandan

spektrofotometrik yontemlerle 6lctilebilmektedir (68).
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2.6.3. iskemi Modifiye Albiimin (IMA)

Albumin karacigerde sentezlenen, kanda endojen ve eksojen kaynakl toksik
maddeleri tasiyan bir proteindir. Albliminin amino ucu (N-terminal) kobalt
(Co*2), nikel (Ni*2), bakir (Cu*?) gibi gecis metallerin primer baglanma yeridir
(71). Serbest radikal hasari, membran harabiyeti, serbest demir ve bakira
maruz kalma, asidoz ve hipoksi gibi durumlarda albtiminin N-terminal ucu
yapisal degisiklige ugrar. Gecis metalleri baglama kapasitesi azalmis bu

varyant proteine iskemi modifiye albtimin (IMA) denilmektedir (72).

2.6.4. Paraoksonaz-1

Paraoksonaz organofosfatl bir bilesik olan paraoksonu hidrolize edebilen bir
serum esterazdir. Insanlarda paraoksonaz (PON) gen ailesi PON-1, PON-2 ve
PON-3 olmak tzere 3 lUiyeden olusmaktadir. Bunlardan PON-1 ile PON-3
dolasimda HDL-kolesterole bagh sekilde bulunur ve PON-2 hucre i¢i bir
enzim oldugundan dolasimda bulunmaz (73,74). Hem paraoksonaz hem de
arilesteraz aktivitesine sahip olan PON-1 cogunlukla karaciger, bobrek ve
kolonda sentezlenmektedir (75). Paraoksonaz-1’in baslica gérevi LDL’de lipit
peroksitleri hidroliz ederek oksidasyondan korumak ve paraoksonun
detoksifikasyonunu saglamaktir (76). Ayrica paraoksonaz enziminin,
peroksidaz benzeri aktivitesinin lipoprotein oksidasyonuna karsi koruyucu
etkiyle aterosklerozun Onlenmesinde gbérev aldigi belirtilmektedir
(77). Egzersiz ile PON-1 aktivitesi arasinda iliski oldugu gosterilmistir ve
egzersize adaptasyon sonucu artan PON-1 seviyesi antioksidan koruma

saglamaktadir (78).

SITRAT VE KLINIK KULLANIMI

Akut bobrek yetmezligi (ABY) hala yasami tehdit eden bir hastaliktir. Son
birkac yilda hafif ABY formlarinin bile azalmis hasta sagkalimi ve kronik
bobrek hastaliginin ilerlemesine eslik ettigi gosterilmistir (79,80). ABY
gelismesinde renal perfizyon bozukluklari, vasktiler hastaliklar,
glomerulonefritler, nefrotoksik ajanlar, renal obstriiksiyon, sepsis ve iskemi
gibi cesitli klinik durumlar rol almaktadir (4). Siddetli ABY olgularinda renal
replasman tedavisi (RRT) en énemli tedavi seceneklerinden biri olmaktadir ve

hemodiyaliz (HD), en sik uygulanan RRT yo6ntemidir. Bobrek Hastaliklari
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Kuiresel Sonugclarin lyilestirilmesi Klinik Pratik Rehberi - 2012 (KDIGO-
Kidney Disease Improving Global Outcomes), surekli renal replasman
tedavisinde (SRRT) kanama riski ylUksek olmayan ya da pihtilasma
bozuklugu olmayan hastalarda dahi sitrat kullanimi icin bir
kontraendikasyon yoksa antikoagiilasyon yoéntemi olarak rejyonel sitrat
antikoagtilasyonu (RSA) yontemini 6nermektedir (1).

Trisodyum sitrat yerine yaygin olarak sodyum sitrat veya sitrat isimleri
kullanilir ve kimyasal formlti NasCsHsO7 seklindedir. Hafif bir alkalin olup
tuzlu ve hafif eksi bir tada sahiptir. Sitrat, 1914'ten itibaren diyaliz ve aferez
icin kan urtnlerinde antikoagtilan olarak kullanilmaktadir (81,82). Sitrat
kandaki iyonize kalsiyumu selatlayip kalsiyuma bagimh pihtilasma
basamaklarini inhibe ederek antikoagtilan gérevi gortr (83).

Iskemi reperflizyon sirasinda sitratin kendisi de dahil olmak tizere sitrik asit
donglisi. metabolitlerinin ortamda bulunmasinin hticrelerin substrat
defisitini sinirladigr ve mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyerek hasardan
korumada etkili oldugu belirtilmistir (84). Ayrica sitratin inflamasyonu
baskiladigl da gosterilmistir (85).

RRT sirasinda siklikla %4 trisodyum sitrat soltisyonu kullanilmaktadir (6).
Sitrat uygulamasinin sistemik antikoagtilasyon etkisi olmayip inflize edilen
sitrat, SRRT ile yar1 gecirgen zarlardan gecerek kaybedilir. Ayrica hastanin
kana ile diltie olarak karaciger, bobrek ve kas hiicrelerinde trikarboksilik asit
dongust ile hizla temizlenmektedir (86).

Trisodyum sitrat viicutta sodyum yukiint artirabilir ve metabolize oldugunda
1 mol sitrattan 3 mol bikarbonat olusmaktadir. Rejyonel sitrat
antikoagtilasyon  (RSA) uygulamasi esnasinda  hipo/hiperkalsemi,
hipernatremi, hipomagnezemi, metabolik alkaloz ve metabolik asidoz

gortlebilir (87).
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3.1

3.2

BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

Bu calismaya T.C. Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Baskanlig: tarafindan 29/01/2021 tarihinde, 2021/01 sayili izin ile
onay verildi. Calisma, Bezmidlem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi
Deneysel Hayvan Labaratuarinda gerceklestirildi. Biyokimyasal analizler
Bezmialem Vakif Universitesi Biyokimya Ana Bilim Dali Merkez
Laboratuvarinda, histopatolojik incelemeler Istanbul Medeniyet Universitesi
Goztepe Prof. Dr. Stleyman Yalcin Sehir Hastanesi Tibbi Patoloji Ana Bilim

Dal1 Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

CALISMADA KULLANILAN HAYVANLAR VE ANESTEZI

Calismamizda agirliklar1 285-370 g arasinda degisen toplam 24 tane saglikli
ve eriskin Wistar-Albino cinsi erkek sican kullanildi. Denekler sicaklik 23 *
2 °C, ortalama nem 55 + %5 olacak sekilde standart kosullarda ve 12 saatlik
gliindtiz/gece siklusu uygulanarak standart kafeslerde barindirildi. TGm
hayvanlara yiyecek ve suya serbest erisim hakki verilerek timu standart
pellet yemi ile beslendi. Calisma suresince herhangi bir yem ve su
kisitlamasina gidilmedi.

Sicanlara genel anestezi saglanmasi amaciyla ketamin hidrokloriir (Ketalar®,
Eczacibasi, Istanbul, Turkiye) 50 mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p.) ve
ksilazin hidroklorid (Rompun®, Bayer Health Care AG, Leverkusen, Almanya)
15 mg/kg dozunda i.p. uygulandi. Islem boyunca sicanlarin spontan
solunumlar1 devam edecek sekilde anestezi derinligini sabit tutmak icin
refleks yanitlara (pensetle ayaklara agrili uyaran verilmesi) bakilarak

gerektiginde ketamin (25 mg/kg) i.p. yoldan tekrarlandi.

CALISMA GRUPLARI VE PROTOKOL

Sicanlar laboratuvarda islem oOncesi hassas terazi ile tartilip her birinin

agirliklar kaydedildi. Tim sicanlar genel anestezi uygulandiktan sonra
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1s1ticilt operasyon masasina alinip supin pozisyonda 4 ekstremitelerinden
masaya sabitlendi. Calisma sUresince rektal isilarn o6lgtlerek 37-38 °C
arasinda sabit tutuldu. Tim hayvanlarin servikal, abdominal ve femoral
bolgeleri tiras edilerek %107luk povidon iyot c¢oézeltisi (Poviderm®, Necm
Kimya, Istanbul, Turkiye) ile temizlendi. Oncelikle servikal kesinin ardindan
kas ve fasyalar usultine uygun sekilde gecildikten sonra trakea disseke edilip
16 Gauge i.v. kantl ile trakeostomi acildi. Tidal volim 8 ml/kg, solunum
sayis1 80/dk., ekspirasyon sonu pozitif basin¢ (PEEP) O cmH»0, FiO; %50
olacak sekilde Servo-I (Maquet©, Solna, Isvec) isimli cihaz ile voliim kontrol
ventilasyon (VCV) modunda invaziv mekanik ventilasyon uygulandi. Sol
femoral artere 26 Gauge i.v. kanul yerlestirildi ve monitorize edilerek invazif
arter basing takibi yapildi. Kuru heparinli enjektore 0,5 ml kan alinarak arter
kan gaz1 RAPIDPoint® 500 Systems (Siemens Healthcare, Sudbury, Ingiltere)
cihaziyla olctlip bazal degerleri kaydedildi. Tim gruplarda calisma
suresince 10 dakika aralikla sistolik arteryel basin¢ (SAB) degerleri,
diyastolik arteryel basin¢ degerleri (DAB), ortalama arteryel basin¢ degerleri
(OAB) ve kalp atim hizi (KAH) kaydedildi. OAB 50 mmHg altina distuaga
durumda 1 ml %0,9luk izotonik sodyum klortr (NaCl) soltisyonu (Neofleks®,
Turktipsan, Ankara, Turkiye) i.v. uygulandi.

Tum sicanlardan islem bitiminde boébrekleri ¢ikartilmadan arteryel hattan 2
ml lityum heparinli tiplere kan alinda.

Tuim deneklerin islem sonrasinda bilateral bébrekleri cikarilarak %1071uk
noétral formaldehit soliisyonunda fikse edildi. Calisma bitiminde sicanlar

derin genel anestezi altinda servikal dislokasyon yéntemiyle sakrifiye edildi.
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Resim 3.1: A) Sicanlarin tiraslanmis hali B) Povidon iyot ile temizlik

C) Trakeostomi acilmasi D) Femoral Arter Kateterizasyonu
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Sicanlar islem 6ncesinde kapali zarf usulti ile secilerek her grupta 6 sican
olmak Uizere 4 gruba ayrildi:

1-Sham grubu (Grup S, n=6)

2-Iskemi-reperflizyon grubu (Grup IR, n=6)

3-Sitrat grubu (Grup C, n=6)

4-Iskemi-reperflizyon + sitrat grubu (Grup IR+C, n=6)

3.2.1. Sham grubu (Grup S)

Sham operasyon grubundaki sicanlara linea alba boyunca orta hattan uygun
cerrahi yontemle abdominal laparotomi uygulandiktan hemen sonra kan gaz
parametreleri ile biyokimyasal analiz icin arter hattindan kan 6rnegi alinip

bobrekleri ¢cikartild: ve sicanlar sakrifiye edildiler.

3.2.2. iskemi-reperfiizyon grubu (Grup IR)

Iskemi-reperflizyon grubuna trakeostomi acilip femoral arter Kkateteri
yerlestirildikten sonra laparotomi uygulandi. Bilateral bobrekler renal
pediktllerinden atravmatik mikrovasktiler klemp ile 40 dk. boyunca
klemplendi. Calisma stresince hemodinamik dengeyi bozmamak icin kuyruk
veninden %0,9 NaCl, Sml/kg/saat dozunda i.v. infizyon seklinde uygulandi.
Iskemi sonrasi klempler kaldirilarak 60 dk. reperfiize edildi. Baslangicta,
iskemi sonrasinda, reperfiizyonun 30. ve 60. dakikalarinda arter hattindan
kan o6rnegi alinarak kan gaz parametreleri calisildi. Calisma sonunda
biyokimyasal analiz icin kan 6rnegi alinip bébrekleri cikartildi ve sicanlar

sakrifiye edildiler.
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Resim 3.2: A) Sag Bobrek ve Renal Arter B) Sol Bébrek ve Renal Arter

C) Sag Bobregin Klemplenmesi D) Sol Bébregin Klemplenmesi

3.2.3. Sitrat Grubu (Grup C)

Sitrat grubuna trakeostomi acilip femoral arter kateteri yerlestirildikten
sonra sag ve sol kuyruk lateral venlerine 26 Gauge capinda kantl ile damar
yolu acildi. Bir taraftaki vendéz yoldan 90 dk. stresince %41tk trisodyum
sitrat (Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Almanya) soliisyonundan (136
mmol/L trisodyum sitrat icermektedir) 1 mmol/kg/saat dozunda sodyum
sitrat inflizyonu uygulandi. Diger kuyruk veninden ise %107luk kalsiyum
glukonat (Calcium Picken %10, Adeka llag, Istanbul, Tirkiye) 2 ml/kg/saat

dozunda 90 dk. suresince i.v. inflzyon seklinde uygulandi. Calisma
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baslangicinda ve inflizyonlarin sonunda arter hattindan alinan kan
orneginden kan gazi parametreleri 6l¢tildi. Biyokimyasal analiz icin calisma
sonunda arter hattindan 2 ml kan Ornegi alindi. Sicanlara laparotomi

yapilarak her iki bobrek eksize edildi ve sicanlar sakrifiye edildi.

3.2.4. Iskemi-Reperfiizyon + Sitrat Grubu (Grup IR+C)

Iskemi-reperflizyon + sitrat grubuna trakeostomi acilip femoral arter kateteri
yerlestirildikten sonra sag ve sol kuyruk lateral venlere 26 Gauge capinda
kantl ile i.v. damar yolu acildi. Bir taraftaki ven6z yoldan 60 dakika boyunca
%41tk sodyum sitrat solisyonundan 1 mmol/kg/saat dozunda, diger
kuyruk veninden ise %10Tuk kalsiyum glukonat 2 ml/kg/saat dozunda i.v.
infizyon seklinde uygulandi. Ardindan inflizyonlar durdurulup orta hattan
laparotomi uygulanarak bilateral bébrekler renal pedikullerinden atravmatik
mikrovasktiler klemp ile 40 dk. boyunca klemplendi. iskemi sonrasi bébrek
pediktllerinden klempler kaldirildi ve bébrekler 60 dk. boyunca reperfiize
edildi. Hemodinamik dengeyi bozmamak ve evaporasyonu engellemek icin
reperflizyon suresince batindaki kesi hatt1 iplik ile sutare edildi.
Reperflizyonun ilk 30 dakikasinda sodyum sitrat ve kalsiyum inflizyonlar
ayni dozlarda tekrar uygulandi. Baslangicta, inflizyonlar sonrasinda, iskemi
sonrasinda, reperfizyonun 30. ve 60. dakikalarinda arter hattindan kan
O0rnegi alinarak kan gazi degerleri incelendi. Calisma sonunda biyokimyasal
analiz icin sicanlardan 2 ml kan 6rnegi alindi ve her iki bobrek cikartilip

sicanlar sakrifiye edildi.
Calisma suiresinde ratlardan iki tanesi arter hattinin kantilasyonu esnasinda

kanamaya bagl eksitus oldu. Bu ratlar deney dis1 birakilarak saglikli ve ayni

kosullardaki diger iki rat ile degistirilip deney tekrarlandi.
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Resim 3.3: Sag Bobregin Reperfiizyonunun Ilk Dakikalarindaki

Makroskopik Degisimini Gosteren Resimler (1’den 3’e dogru)

Resim 3.4: Reperflizyon Déneminde Batin Stittr ile Kapatilmis Rat

23



3.3

3.4

Gerec ve Yontem

BOBREK ISKEMI-REPERFUZYON MODELI OLUSTURULMASI

Sol ve sag bobrek total iskemisi atravmatik mikrovasktler klempler ile renal
pedikuller sikistirilarak olusturuldu. Bébreklerde pulsasyon goérulmeyip
boébreklerin  soluklagmasiyla yeterli okliizyon dtizeyi dogrulandi. Iskemi
stresi tamamlandiktan sonra atravmatik mikrovaskiler klempler
pedikullerden serbestlestirilerek reperfizyon saglandi. Bobreklerdeki

pulsasyonun basladigi ve soluklasmanin duizeldigi gozlemlendi.

HIiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Diseke edilen nefrektomi materyali % 107 Tuk nétral formalin solisyonunda 24
saat tespit (fiksasyon) edildi. Makroskopik incelemede lateral ytizeyden hiler
bolgeye dogru bobrekler 6n ve arka olmak Uzere iki yarim olacak sekilde
kesildi. Her spesmenden korteks ve medullay: iceren 3 mm kalinliginda
sagittal kesitler alindi. Kesitler kodlanan kasetlere yerlestirildi. Dokular,
kapali sistem otomatik doku takibi cihazinda (Thermo
Scientific™ Excelsior™ ES Tissue Processor, Loughborough. Ingiltere) alkol
ile dehidratasyon (suyunu alma), ksilol ile seffaflandirma (saydamlastirma)
ve parafin ile parafinizasyon (sertlestirme) asamalarindan gecerek kesitlerin
alinabilmesi icin gerekli sertlige ulasti. Daha sonra doku gémme cihazinda
(Leica EG 1150 C, Nussloch, Almanya) parafinle infiltre edilmis dokular
dikdo6rtgen prizma bicimindeki kaliplara konularak tzerlerine isitilmis
parafin dokuldid ve sogutularak bloklara gémuildii. Mikrotomda parafin
bloklardan 4 pm kalinliginda doku kesitleri alinarak lamlar hazirlandi ve 60-
80 oC ettivde 15-20 dk. deparafinize edildi. Lamlar, otomatik lam boyama
cihazinda (Leica ST 5020, Wetzlar, Almanya) hematoksilen-eosin (H&E)
boyasi ile boyand1 ve otomatik kapama cihazinda (Leica CV 5030, Wetzlar,
Almanya) lamel ile kapandi. Preparatlara ait tim kesitler histomorfolojik
acidan 1s1k mikroskobunda (Olympus Bx51, Tokyo, Japonya) tek bir patoloji
uzmani tarafindan kér olarak incelendi ve gérintt alindi.

Histomorfolojik incelemede; hasar bulgularindan intersitisyel alanlarda
kapiller vazodilatasyon/ konjesyon, tubtlllerde dilatasyon ve cast
formasyonu, tibul epitelinde fircamsi kenar kaybi, vakuolizasyon, epitelin
limene dokulmesi, intersitisyel yapisal degisiklik olarak inflamasyon ile

fibrozis varlig ve glomertllerde morfolojik degisiklikler degerlendirildi. Hasar
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skorlamas1 semi kantitatif olarak yayginligina gére yok (incelenen alanda hic
degisiklik olmamasi), hafif (incelenen alanda %50 den az degisiklik) ve orta-
agir (incelenen alanda %50 ve daha fazla degisiklik) olacak sekilde O’dan 2’ye
kadar derecelendirildi. Su sekilde skorlandi:

Yok: O puan

Hafif: 1 puan

Orta-agir: 2 puan

BiYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

3.5.1.Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Tum sicanlardan calisma bitiminde bobrekleri cikartilmadan arteryel hattan
lityum heparinli tiplere 2 ml kan alindi. Santrifiij cihazinda (Ntuve NF 800R,
Ankara, Turkiye) 3000 rpm. hizla 10 dk. santriftij edildi. Serum kisimlari
ayristirilarak eppendorf tiplerine alindi ve -80°C’de analiz zamanina kadar
muhafaza edildi. Calisma icin yeterli sican sayis1 saglandiktan sonra

numuneler ayni glinde ve es zamanlh calisildi.

3.5.2. Ure, Kreatin Analizi
Serumlar oda 1sisinda ¢ozduruldiukten sonra Utire ve kreatinin dlizeyleri ticari
kit kullanilarak spektrofotometrik olarak Architect C8000 (Abbott,

Wiesbaden, Almanya) ile 6l¢tildu.

3.5.3. TAS-TOS-OSI Analizi

Muhafaza edilen serum ornekleri oda 1sisinda ¢ozdurtldikten sonra total
antioksidan seviye (TAS) 6lcimutnde, TAS test kiti (Rel Assay Diagnostic,
Gaziantep, Turkiye) kullanilarak spektrofotometrik olarak Architect C8000
(Abbott, Wiesbaden, Almanya) ile 6lctldii. Yontem, numunedeki
antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli ABTS [2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit)] radikalini renksiz ABTS formuna
indirgemesinin spektrofotometrik yéntemle absorbans degisiminin 6l¢ctilmesi
prensibine dayanmaktadir. Test kiti, geleneksel olarak bir E vitamini analogu
olan Trolox Esdegeri olarak adlandirilan stabil bir antioksidan standart
soltisyonla kalibre edilir ve birimi mmol Trolox Eqv/L’dir (63).

Total oksidan seviye oOlcimuinde, TOS test kiti (Rel Assay Diagnostic,
Gaziantep, Turkiye) kullanilarak spektrofotometrik olarak Architect C8000
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(Abbott, Wiesbaden, Almanya) ile 6lctildi. Yéntem, numunedeki oksidanlarin
ferr6z iyon-selatér kompleksini ferrik iyonlara oksitlemesine ve olusan ferrik
iyonlarin asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi prensibine
dayanmaktadir. Spektrofotometrik olarak o6lctilebilen renk yogunlugu,
numunede bulunan toplam oksidan molekul seviyesi ile iliskilidir. Test kiti,
hidrojen peroksit (H2O2) ile kalibre edilir ve birimi pmol H.O2 Eqv/L’dir (62).
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) degeri TOS degerinin TAS degerine
oranlanmasiyla hesaplanan bir indekstir. Oncelikle TAS degerleri mmol/L’ye

cevrildi ve sonu¢ Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.

OSI = TOS (mmol H202 Eqv/L) / TAS (mmol Trolox Eqv/L)

3.5.4. T-tiyol, N-tiyol, Disiilfit Analizi

Tiyol ve disulfit seviyeleri Erel ve Neselioglu tarafindan tariflenen
spektrofotometrik yontemle Architect C8000 (Abbott, Wiesbaden, Almanya)
ile tespit edildi. Oncelikle native tiyol (N-tiyol) seviyelerini él¢gmek i¢in serum
ornegi 5, 5-ditiobis-2- nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona sokulduktan
sonra N-tiyol miktar1 belirlendi. Ardindan total tiyol (T-tiyol) seviyesini
belirlemek icin serumdaki disulfit baglar1 sodyum borohidriir (NaBH4) ile
birlikte serbest fonksiyonel tiyol gruplari olusturmak tuzere reaksiyona
sokularak indirgendi. Kullanilmayan NaBHs ise 5,5'-ditiyobis- (2-
nitrobenzoik) asidin (DTNB) indirgenmesini 6énlemek icin formaldehit ile
tiiketilerek cikarildi. Indirgenmis ve N-tiyol gruplari dahil olmak tizere tiim
tiyol gruplar1 DTNB ile reaksiyon sonrasinda tespit edildi. T-tiyoller ve N-

tiyoller arasindaki farkin yarisi ile dinamik distlfit miktar: belirlendi (68).

3.5.5. Paraoksonaz-1 (PON-1) Analizi

PON-1 seviyesi paraoksonaz test kiti (Rel Assay, Gaziantep, Turkiye)
kullanilarak Architect C8000 (Abbott, Wiesbaden, Almanya) ile 6lctildii. Bu
yontem substrat olan paraoksonun enzimatik hidrolizi ile olusan serbest p-
nitrofenolun 37 °C ve 412 nanometre dalga boyunda olusturdugu
absorbansin spektrofotometrik 6lciim esasina dayanmaktadir. PON-1 enzim

aktivitesi birimi Uinite/litre (U/L) olarak ifade edilmistir (88).
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3.5.6. Iskemi Modifiye Albiimin (IMA) Analizi

Iskemi modifiye albiimin seviyesi Bar-Or ve ark. tarafindan tanimlanan
spektrofotometrik yontemle gerceklestirilen albiimin kobalt baglama testi
(ACB) ile olculdu. Architect C8000 (Abbott, Wiesbaden, Almanya) cihazi
kullanildi. ACB testi ile bir numunedeki albtiminin kobalti baglama
kapasitesi belirlenebilmektedir. Seruma kobaltin bilinen miktan eklendi ve
albliimine baglanmayan kobaltin, ditiotreitol (DTT) ile baglanarak
spektrofotometrede 470 nm. dalga boyunda absorbansi 6l¢tildi. Elde edilen
deger absorbans Unitesi (ABSU) olarak kaydedildi (89).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Kategorik degiskenler say1 (ylizde) olarak, stirekli degiskenler ise ortalama +
standart sapma (Ort. = SS) olarak sunuldu. Bagimsiz iki grup icin strekli
degiskenler Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Ikiden fazla sayidaki
bagimsiz dort grupta surekli degiskenlerin karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis testi kullanildi. Post-hoc analizlerde (¢coklu karsilastirmalar) Dunn
testi kullanildi ve p degerleri Holm yo6ntemine goére duzeltildi. Bagimh
gruplarda strekli degiskenlerin karsilastirilmasinda; grupta tekrarlayan iki
O0lciim varsa Wilcoxon isaretli siralar testi, ikiden fazla sayida 6l¢im varsa da
Friedman testi kullanildi. Kategorik degiskenler Pearson ki-kare testi ile
karsilastirildi. 1ki yonlti p degerlerinin 0.05’ten kiictik oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel analizler SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versiyon 20 (SPSS Inc.; Chicago,
IL, USA) ile yapildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+Cdeki ratlarin agirliklarinin ve
baslangictaki ortalama arter basinci, kalp atim hizi ve kan gazi degerlerinin
Tablo 4.1de

baslangictaki kalp atim hizlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

karsilastiriimasi gosterilmistir.  Gruplardaki ratlarin
vardir (p=0.007). Dort grup arasinda, baslangictaki parsiyel oksijen basinci
degerleri acisindan istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p=0.011). Grup S,
Grup IR, Grup C ve Grup IR+C’nin baslangictaki biyokimyasal degerlerinin
karsilastirilmasinda yalnizca glukoz (p=0.024) dlizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark saptanmistir.

Tablo 4.1: Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C’deki ratlarin agirliklarinin
ve baslangictaki ortalama arter basinci, kalp atim hizi ve arter kan gazi

degerlerinin karsilastirilmasi

Grup S, Grup IR, Grup C, Grup IR+C,
n=6 n=6 n=6 n=6 P

Agirlik (g) 306+13.1 342+32.8 339+21.9 321£19.3 0.073
OAB (mmHg) 99.2+5.23 108+13.2 114+7.06 112+10.7 0.066
KAH (Atim/dk) 114£12.5 142+6.9 145+7.83 128£18.3 0.007*
pH 7.37£0.04 7.44£0.05 7.39£0.05 7.35+0.03 0.055
pO2 (mmHg) 109+22.1 248+23.4 197+£60.3 174471 0.011*
pCO> (mmHg) 36.912.42 33.344.13 33.9+1.76 35.3+3.78 0.303
SOz (%) 97.3£1.37 98.7+1.03 97.311.37 97.3+x1.63 0.256
Hemoglobin (g/dl) 15.0+0.75 14.6+0.72 14.7£1.46 14.6%0.5 0.647
Hematokrit (%) 44.3+2.07 43.3+2.16  43.5+4.32 43.3+1.86 0.793
Na (mmol/L) 144+5.87 139+3.03 140+2.48 141+4.55 0.4
Cl (mmol/L) 108+4.64 112£3.27 112+3.76  115+£3.88 0.102
K (mmol/L) 3.83+0.5 3.77+0.42 3.85£0.29 4.45+0.4 0.077
Ca (mmol/L) 1.30+0.17 1.37+0.21 1.25£0.18 1.28%0.14 0.62
Laktat (mmol/L) 1.38+0.4 1.28 +0.41 1.42+0.44 1.32+0.51 0.799
Glukoz (mg/dl) 129£39 176+23.9 174+24.2  144+£20.7 0.024*
HCO3 (mmol/L) 24.1+£3.31 20.2+2.09 24.3+£3.04 24.7+2.37 0.061
BE (mmol/L) 0.70+2.52 -2.57+1.05 -1.72+1.16 -2.20+0.84 0.104

OAB: Ortalama arteriyel basing¢, KAH: Kalp atim hizi

*: p<0.05, a: Kruskal-Wallis Testi
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Grup S disindaki gruplardan calisma suresince alinan kan gazlarinin grup
icerisinde diger kan gazi degerleriyle karsilastirildig: tablolar (Tablo 4.2, Tablo
4.3, Tablo 4.4) asagida gosterilmektedir.

Tablo 4.2: Grup IR’in baslangictaki, iskemi sonrasi 40.dk., reperflizyon

70.dk. ve reperflizyon 100.dk. alinan kan gaz parametrelerinin
karsilastiriimasi
T - i

pH 7.44£0.05 7.42%0.07 7.40+0.08 7.39+0.06 0.44
pO> (mmHg) 248+23.4 223+39.7 225+53.2 235+57.3 0.39
pCO, (mmHg) 33.3+4.13 32.9+1.81 31.13.63 32.2+4.19 0.42
SO, (%) 98.7+1.03 98.0£1.55 98.0+1.26 98.2+1.33 0.60
Hemoglobin (g/dl) 14.6+0.72 14.4+0.49 14.3+1.54 14.4+1.19 0.55
Hematokrit (%) 43.3+2.16 43.2+1.47 43.2+3.82 42.7£3.67 0.68
Na (mmol/L) 139+3.03 139£1.97 14042.59 140+2.86 0.23
Cl (mmol/L) 11243.27 113£3.31 117+2.34 119+1.17 0.02*
K (mmol/L) 3.77+0.42 4.231+0.33 4.00+0.23 3.87+0.52 0.09
Ca (mmol/L) 1.37£0.21 1.25 £0.15 1.10 £0.07 1.12 £0.07 0.03*
Laktat (mmol/L) 1.2840.41 1.65+0.16 1.75+0.27 1.67+0.47 0.48
Glukoz (mg/dl) 176223.9 193+12.5 193£9.70 197+12.2 0.41
HCO3 (mmol/L) 20.2+2.09 19.5+1.40 19.7+1.53 19.4+1.85 0.51
BE (mmol/L) -2.57%+1.05 -3.12 +£0.58 -2.97+0.62 -3.28+0.31 0.26

*: p<0.05, b: Friedman Testi

Grup IRmin baslangictaki, iskemi sonrasi1 40.dakikadaki, reperfiizyon
70.dakikadaki ve reperfiizyon 100.dakikadaki klor élctimleri (p=0.02) ve

kalsiyum (p=0.03) 6élctimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir.
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Tablo 4.3: Grup C’nin baslangictaki ve sitrat inflizyon 90.dakikadaki kan

gazl parametrelerinin karsilastirilmasi

Sitrat infiizyon

Baslangic 90.dk °p
pH 7.39£0.05 7.42%0.10 0.40
pO2 (mmHg) 197+60.3 180+72.7 0.44
pCO2 (mmHg) 33.9£1.76 34.2+5.11 0.67
SO (%) 97.3+1.37 97.7+0.82 0.57
Hemoglobin (g/dl) 14.7+1.46 13.8+1.71 0.07
Hematokrit (%) 43.5+4.32 41+£5.02 0.09
Na (mmol/L) 140+2.48 140+1.33 0.79
Cl (mmol/L) 112+£3.76 112+4.32 0.53
K (mmol/L) 3.85+0.29 4.22+0.53 0.21
Ca (mmol/L) 1.25£0.18 1.12£ 0.11 0.03*
Laktat (mmol/L) 1.42+0.44 1.62+0.70 0.21
Glukoz (mg/d]) 174+24.2 192£18 0.44
HCO3 (mmol/L) 24.3+3.04 20.8+1.74 0.04*
BE (mmol/L) -1.72+1.16 -2.510.64 0.06

*: p<0.05, ¢: Wilcoxon Isaretli Siralar Testi

Grup C’nin baslangictaki HCO3 dtizeyi ile sitrat inflizyonu 90.dakikadaki
HCOs3 duizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0.04). Grup
Cnin baslangictaki Ca diizeyi ile sitrat inflizyonu 90.dakikadaki Ca dtizeyi

arasinda istatistiksel olarak anlamh fark vardir (p=0.03).

30



Bulgular

Tablo 4.4: Grup IR+C’nin baslangictaki, sitrat inflizyonu sonrasi 60.dk,

iskemi sonrasi 100.dk ve reperflizyon 130.dk kan gazi parametrelerinin

karsilastiriimasi
in?tii:ra:)tnu Iskemi Reperfiizyon Reperfiizyon
Baslangie sonZas1 slcz)r:)rzskl Iiso.dlz liGO.dlZ P
60.dk ’

pH 7.35+£0.03 7.36£0.05 7.37£0.05 7.37£0.07 7.38+£0.07 0.85
pO, (mmHg) 174.3¢71  173.3#53.2 191#33.6  213.5£32.7 218.5:37.0  0.53
pCO, (mmHg) 35.3t3.78  36.1:+3.53  36.1#5.29  35.134.63  34.0+3.52 0.48
SO2 (%) 97.3+1.63 97.5£0.84 98.2+0.98 97.7+0.82 98.3+1.21 0.22
gj‘éll‘)’gl"bm 14.6£0.5  14.7¢0.82 14.2¢1.60  14.1x1.28 138092 444
Hematokrit (%) 43.3+1.86 44.0£2.28 42.5+4.14 41.7+3.33 41.2+2.93 0.27
Na (mmol/L) 141.31t4.55 141.2+¥4.49 139.7+4.13 139.7+5.24 140+4.15 0.77
Cl (mmol/L) 114.7+£3.88 111.2+3.66 115.8%£2.79 117.3x3.67 118.5£2.51 0.009*
K (mmol/L) 4.45+0.4 4.50+£0.37 4.48+0.47 4.47+£0.58 4.53+£0.36 0.96
Ca (mmol/L) 1.28%0.14 1.15+£0.07 1.18+0.08 1.09+0.05 1.07+£0.02 0.002*
Laktat (mmol/L) 1.32+£0.51 1.73+£0.63 2.03+£0.74 2.14+£0.49 2.16%£0.51 0.01*%
Glukoz (mg/dl) 144.5£20.7 173.7+24.9 183+16.6 188.2+8.45 188.2+ 10.9 0.008*
HCOj3 (mmol/L) 24.7+2.37 23.5£1.94 20.7£1.08 20.4+1.09 20+0.95 <0.001%*
BE (mmol/L) -2.20£0.84 -2.65+1.37 -3.53+£0.93 -3.30£1.00 -3.38+£0.68 0.004*

*: p<0.05, b: Friedman Testi

31



Bulgular

Grup IR+C’nin baslangictaki, sitrat inflizyonu sonrasi 60.dakikadaki, iskemi
sonras1  100.dakikadaki, reperfizyon 130.dakika ve reperfizyon
160.dakikadaki Cl degerleri arasinda (p=0.009), Ca degerleri arasinda
(p=0.002), laktat degerleri arasinda (p=0.01), glukoz degerleri arasinda
(p=0.008), HCOs3 degerleri arasinda (p<0.001) ve BE degerleri arasinda
(p=0.004) istatistiksel olarak anlamli fark vardir.

Gruplarin calisma sonunda alinan kan oOrneklerinden kreatin ve tre

degerlerinin karsilastirilmasi Tablo 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5: Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C’deki ratlarin bébrek

fonksiyon testlerinin karsilastirilmasi

Grup S, Grup IR, Grup C, Grup IR+C, .
n=6 n=6 n=6 n=6 P
Kreatin (mg/dl) 0.51+0.12  1.9240.38 0.58+0.07 1.37+0.32  <0.001*
Ure (mg/dl) 48.245.78 181438.2  55.339.65  144+33.9  <0.001*

*: p<0.05, a: Kruskal-Wallis Testi

Dort calisma grubunun kreatin dtizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark vardir (p<0.001), (Tablo 4.5). Post-hoc testlerde Grup S ile Grup IR, Grup
S ile Grup IR+C ve Grup IR ile Grup C arasinda anlaml fark saptanmistir
(p<0.05).

Kreatin diizeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda Grup
S (ort+SS: 0.51+0.12) ile Grup IR (ort+SS: 1.92+0.38) arasinda (p=0.0022),
Grup S (ort+SS: 0.51%0.12) ile Grup IR+C (ortxSS: 1.37+0.32) arasinda
(p=0.0022), Grup IR (orttSS: 1.92+0.38) ile Grup C (ort+SS: 0.58+0.07)
arasinda (p=0.037) ve Grup C (ortxSS: 0.58+0.07) ile Grup IR+C (orttSS:
1.37£0.32) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (Sekil 4.1).

Diger ikili karsilastirmalarda anlamh fark yoktur.
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Sekil 4.1: Kreatin duzeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmas: (Mann-Whitney U Testi)

Dort calisma grubunun Ure duizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
(p=0.02) fark vardir (Tablo 4.5). Post-hoc testlerde Grup S ile Grup IR, Grup
S ile Grup IR+C ve Grup IR ile Grup C arasinda anlaml fark saptanmistir
(p<0.05).

Ure duiizeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda Grup S
(ort+SS: 48.2+5.78) ile Grup IR (ort+SS: 181+38.2) arasinda (p=0.005), Grup
S (orttSS: 48.215.78) ile Grup IR+C (ort+SS: 144+33.9) arasinda (p=0.005),
Grup IR (ort+SS: 181+38.2) ile Grup C (ort+SS: 55.319.65) arasinda
(p=0.0022) ve Grup C (orttSS: 55.319.65) ile Grup IR+C (orttSS: 144+33.9)
arasinda (p=0.0022) istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (Sekil 4.2).

Diger ikili karsilastirmalarda anlaml fark yoktur.
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Sekil 4.2: Ure diizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C arasinda
karsilastirilmasi (Mann-Whitney U Testi)

HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Bobrek spesmenlerinin histopatolojik degerlendirmesinde ratlarin %50’sinde
(n=12) kapiller vazodilatasyon/konjesyon gozlenmis, %29,2’sinde (n=7)
tibtler fircams1 kenar kaybi goézlemlenmis, %70,8’inde (n=17) tdbuler
vazodilatasyon goézlemlenmis, %12,5'unda (n=3) renal korpuskul
morfolojisinde sisme ya da blizisme gézlemlenmis, %37,5’inde (n=9) ttbtler
vakualizasyon izlenmis, %33,3Unde (n=8) ise tubuler epitelin Itimene
dokltlmesi izlenmistir. Histopatolojik degisimlerin gruplara goére dagilimi

Tablo 4.6’daki gibidir:
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Tablo 4.6: Histopatolojik degisimlerin calisma gruplarindaki dagilimi

Grup S Grup IR Grup C ﬁ;fg ap
Kapiller vazodilatasyon/konjesyon, n (%): 0.429
Yok 4(66.7) 3(50) 1(16.7) 4 (66.7)
Var 2(33.3) 3(50) 5(83.3) 2(33.3)
Tubuler fircamsi kenar kaybi, n (%): 0.011*
Yok 6 (100) 1(16.7) 5(83.3) 5 (83.3)
Var 0(0) 5(83.3) 1(16.7) 1(16.7)
Tuabuler vazodilatasyon, n (%): 0.198
Yok 3(50) 1(16.7) 3 (50) 0 (0)
Var 3(50) 5(83.3) 3(50) 6(100)
Renal korpuskuil morfolojisinde
sisme /blzlisme, n (%): 0.04%
Yok 6 (100) 3 (50) 6 (100) 6 (100)
Var 0 (0) 3 (50) 0 (0) 0 (0)
Tubtler vakuolizasyon, n (%): <0.001*%
Yok 6 (100) 0 (0) 6 (100) 3 (50)
Var 0(0) 6(100) 0 (0) 3 (50)
Tubuler epitelin limene doktlmesi, n (%): <0.001*%
Yok 6 (100) 0 (0) 6 (100) 4 (66.7)
Var 0(0) 6(100) 0 (0) 2 (33.3)

*: p<0.05, d: Pearson Ki-kare Testi
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Resim 4.3: Grup IR'de tiibtiler fircamsi kenar kaybi (oklar) ve tiibtiler
vakuolizasyon (ok baslar) (H&Ex400)

W

C A .
Resim 4.4: Grup IRde tiibiil epitelinde Itimene dékiilme (oklar) (H&Ex400)
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Resim 4.5: Grup IR'de glomertilde biiztisme (ok) ve tiibtiler vakuolizasyon

(ok baslar) (H&Ex200).

38



Resim 4.6: Grup C’de tubullerin bir kisminda korunmus fircamsi kenar
(ok) (H&Ex400)

Resim 4.7: Grup IR+C’de diizenli yapida glomertil (ok), tiibtil yapilar: ve
korunmus fircamsi1 kenar (ok baslar) (H&Ex400).
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Dort calisma grubunun tibuler fircamsi kenar kaybi skorlarn (p=0.003), renal
korpuskill morfolojisinde sisme/blizisme skorlarn (p=0,02), tubuler
vakualizasyon skorlar (p<0.001), tibuler epitelin limene déktlme skorlari
(p<0.001) ve total histopatolojik skorlar1 (p=0.001) arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark vardir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Histopatolojik skorlarin calisma gruplarindaki dagilimi

Grup S Grup IR Grup C Grup IR+C ap

Kapiller . 0.33t0.52 0.67+0.82 1.50 +0.84  0.33%0.52  0.063
vazodilatasyon /konjesyon
Tubuler fircams: kenar kayb: 0.00+0.00 1.67 £0.82 0.17 £0.41 0.17+£0.41 0.003*
Tubtler vazodilatasyon 0.50£0.55 1.17 £0.75 0.50 £0.55 1.33+£0.52 0.059
Renal korpusktl morfolojisinde ) 4.0 09 0.6740.82  0.00£0.00  0.00£0.00  0.02*
sisme /blizisme
Tubtler vakualizasyon 0.00+£0.00 2.00 +0.00 0.00 +0.00 0.50+0.55 <0.001*
Tubuler epitelin limene

oo g 0.00+£0.00 2.00 +0.00 0.00 +0.00 0.33+0.52 <0.001*
doktlmesi
Total histopatolojik skor 0.83+0.75 8.17£1.94  2.17+0.98 2.67+1.63 0.001*

*: p<0.05, a: Kruskal-Wallis Testi

Tubtler fircamsi kenar kaybi skorlar: icin yapilan post-hoc analizlerde Grup
Sile Grup IR arasinda (p<0.01), Grup IR ile Grup C arasinda (p<0.05) ve Grup
IR ile Grup IR+C arasinda (p<0.05) anlaml fark saptanmistir.

Renal korpuisktil morfolojisinde sigsme/blizisme skorlari icin yapilan post-
hoc analizlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir.

Tubtler vakualizasyon skorlari icin yapilan post-hoc analizlerde Grup S ile
Grup IR arasinda (p<0.001), Grup IR ile Grup C arasinda (p<0.001) ve Grup
IR ile Grup IR+C arasinda (p<0.05) anlaml fark saptanmistir.

Tubtler epitelin limene dékiilmesi skorlari i¢cin yapilan post-hoc analizlerde
Grup S ile Grup IR arasinda (p<0.001), Grup IR ile Grup C arasinda (p<0.001)
ve Grup IR ile Grup IR+C arasinda (p<0.05) anlamh fark saptanmaistir.

Total  histopatolojik  skorlarin  iki calisma  grubu  arasindaki
karsilastirmalarinda Grup S (ort+SS: 0.83%0.75) ile Grup IR (ortxSS:
8.17£1.94) arasinda (p=0.0043), Grup S (ortxSS: 0.83+0.75) ile Grup C

40



Bulgular

(ort£SS: 2.17+0.98) arasinda (p=0.044), Grup S (ort+SS: 0.83+0.75) ile Grup
IR+C (ort+SS: 2.67+1.63) arasinda (p=0.046), Grup IR (ort+SS: 8.17+1.94) ile
Grup C (ort+SS: 2.17+0.98) arasinda (p=0.0043) ve Grup IR (ortxSS:
8.17+1.94) ile Grup IR+C (ort+SS: 2.67+1.63) arasinda (p=0.0046)
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir. Post-hoc testlerde Grup S ile
Grup IR+C arasinda (p<0.001) ve Grup IR ile Grup C arasinda (p<0.05)
anlaml fark saptanmistir (Sekil 4.3).

0.046

0.044

0.0046

151 !
0.0043

0.0043

101

Histopatolojik skor

O.

Grdp S Grub IR Grdp C Grup'IR+C

Sekil 4.3: Histopatolojik skorlarin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmas1 (Mann-Whitney U testi)

Oksidatif stres ile iligkili parametrelerin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup

IR+C arasinda karsilastiriilmasi Tablo 4.8’de gosterilmistir.
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Tablo 4.8: Oksidatif stres ile iliskili parametrelerinin Grup S, Grup IR, Grup

C ve Grup IR+C arasinda karsilastirilmasi

Grup S, Grup IR, Grup C, Grup IR+C,
n=6 n=6 n=6 n=6 °P

TOS 0.47+0.08 0.68 +0.21 0.37+0.13  0.52%0.13 0.048*
TAS 1.54£0.08 1.31+0.14 1.49+0.05 1.46%0.12 0.016*
Osi 0.03+0.01 0.05+0.02  0.02+0.01 0.04+0.01 0.064

T-Tiyol 1067+61.9  937+28.0 990£33.2 985+17.6 0.002%
N-Tiyol 375+58.2 253+18.4 306+26.9 296+8.86 <0.001*
Tiyol/Disulfit 3.08+0.16  2.73+0.06  2.90+0.08  2.86+0.04 0.001*
PON-1 118+48.9 71.0£19.1 129+30.6 89.3+21.8 0.038*
iIMA 0.96+0.01 0.97+0.01  0.94#0.01 0.95+0.01 0.001*

*: p<0.05, a: Kruskal-Wallis Testi

Dort calisma grubunun TOS duizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark vardir (p=0.048). Post-hoc testlerde Grup IR ile Grup C arasinda anlaml

fark saptanmistir (p<0.05).

TOS duzeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda sadece

Grup IR (ort+SS: 0.68 +0.21) ile Grup C (ort+SS: 0.37%0.13) arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (p=0.026), (Sekil 4.4). Diger ikili

karsilastirmalarda anlaml fark yoktur.
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Sekil 4.4: TOS dtizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmas: (Mann-Whitney U testi)

TAS duzeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda; Grup S
(ort+SS: 1.54+0.08) ile Grup IR (ortxSS: 1.31+0.14) arasinda (p=0.012), Grup
IR (ort+SS: 1.31+0.14) ile Grup C (ortxSS: 1.49+0.05) arasinda (p=0.013) ve
Grup IR (orttSS: 1.31%0.14) ile Grup IR+C (ortxSS: 1.46+0.12) arasinda
(p=0.03) istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Sekil 4.5). Diger ikili

karsilastirmalarda anlaml fark yoktur.
Dort grup arasinda TAS duizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlaml fark

vardir (p=0.016). Post-hoc testlerde sadece Grup S ile Grup IR arasinda

anlamlh fark saptanmistir (p<0.05).
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Sekil 4.5: TAS dtizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C arasinda
karsilastirilmasi (Mann-Whitney U testi)

T-Tiyol dlizeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda; Grup
S (orttSS: 1067161.9) ile Grup IR (orttSS: 937+28.0) arasinda (p=0.002),
Grup S (ort£SS: 1067+£61.9) ile Grup C (ort+SS: 990+£33.2) arasinda (p=0.015),
Grup S (ort+SS: 1067+61.9) ile Grup IR+C (ortxSS: 985+17.6) arasinda
(p=0.009), Grup IR (orttSS: 937+28.0) ile Grup C (ort+SS: 990+33.2) arasinda
(p=0.041) ve son olarak Grup IR (ort+SS: 937+28.0) ile Grup IR+C (orttSS:
985%17.6) arasinda (p=0.016) istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir
(Sekil 4.6). Diger ikili karsilastirmalarda anlamh fark yoktur.

Dort grup arasinda T-tiyol duizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlaml

fark vardir (p=0.002). Post-hoc testlerde Grup S ile Grup IR arasinda anlaml
fark saptanmistir (p<0.001).
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Sekil 4.6: T-Tiyol diizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmasi (Mann-Whitney U testi)

N-Tiyol diizeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda Grup
S (ort+SS: 375+58.2) ile Grup IR (ort+SS: 253+18.4) arasinda (p=0.002), Grup
S (ortxSS: 375+58.2) ile Grup C (ort+xSS: 306+26.9) arasinda (p=0.026), Grup
S (ort+SS: 375+58.2) ile Grup IR+C (ort+SS: 296+8.86) arasinda (p=0.002),
Grup IR (ort+SS: 253+18.4) ile Grup C (ort+SS: 306+26.9) arasinda (p=0.002)
ve Grup IR (orttSS: 253+18.4) ile Grup IR+C (ort+SS: 296+8.86) arasinda
(p=0.002) istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (Sekil 4.7). Diger ikili

karsilastirmalarda anlaml fark yoktur.
Dort grup arasinda N-tiyol diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlaml

fark vardir (p<0.001). Post-hoc testlerde Grup S ile Grup IR arasinda
(p<0.001) ve Grup IR ile Grup C arasinda anlaml fark saptanmistir (p<0.05).
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Sekil 4.7: N-Tiyol diizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmasi (Mann-Whitney U testi)

Tiyol/distulfut diizeylerinin iki calisma grubu arasindaki karsilastirmalarinda
Grup S (ortxSS: 3.08%0.16) ile Grup IR (ortxSS: 2.73%0.06) arasinda
(p=0.002), Grup S (ortxSS: 3.0810.16) ile Grup IR+C (ortxSS: 2.86+0.04)
arasinda (p=0.009), Grup IR (orttSS: 2.73+0.06) ile Grup C (orttSS:
2.90+0.08) arasinda (p=0.004) ve son olarak Grup IR (ort+SS: 2.73+0.06) ile
Grup IR+C (orttSS: 2.8610.04) arasinda (p=0.004) istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmistir (Sekil 4.8). Diger ikili karsilastirmalarda anlamh fark
yoktur.

Dort grup arasinda Tiyol/disulftit dlizeyleri acisindan istatistiksel olarak

anlaml fark vardir (p<0.001). Post-hoc testlerde Grup S ile Grup IR arasinda
anlamh fark saptanmistir (p<0.001).
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Sekil 4.8: Tiyol/Distlftit dlizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmasi (Mann-Whitney U testi)

PON-1 dtizeylerinin iki calisma grubu arasi karsilastirmalarinda Grup IR
(ortxSS: 71.0£19.1) ile Grup C (ort£SS: 129+30.6) arasinda (p=0.01) ve Grup
C (ortxSS: 129+30.6) ile Grup IR+C (89.3%21.8) arasinda (p=0.045)
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Sekil 4.9). Diger ikili

karsilastirmalarda anlamli fark yoktur.

Dort grup arasinda PON-1 duzeyleri acisindan istatistiksel olarak anlaml
fark vardir (p<0.001). Post-hoc testlerde Grup IR ile Grup C arasinda anlaml
fark saptanmistir (p<0.05).
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Sekil 4.9: PON-1 duizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmasi (Mann-Whitney U testi)

IMA dtizeylerinin iki grup arasindaki karsilastirmalarinda, Grup S (ort+SS:
0.9610.01) ile Grup C (ortxSS: 0.94+0.01) arasinda (p=0.005), Grup IR
(ortxSS: 0.97+0.01) ile Grup C (ortxSS: 0.94+0.01) arasinda (p=0.002) ve
Grup IR (orttSS: 0.97+0.01) ile Grup IR+C (ortxSS: 0.95+0.01) arasinda
(p=0.01) istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Sekil 4.10). Diger ikili

karsilastirmalarda anlaml fark yoktur.
Dért grup arasinda IMA dtizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamh fark

vardir (p=0.001). Post-hoc testlerde Grup S ile Grup C arasinda (p<0.05) ve
Grup IR ile Grup C arasinda (p<0.01) anlaml fark saptanmuistir.
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Sekil 4.10: IMA dtizeylerinin Grup S, Grup IR, Grup C ve Grup IR+C

arasinda karsilastirilmasi (Mann-Whitney U testi)
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

Iskemi-reperflizyon (IR) hasari sonrasi gelisen akut bébrek yetmezligi; GFR’de
azalma, akut tubtler nekroz ve renal vazokonstriiksiyon sonucu asiri
miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumu nedeniyle oksidatif strese
yol acar. IR hasan fizyopatolojisinde SOR’ un ©6énemli rol oynadig
belirtilmektedir. Serbest radikaller; niuikleik asitler, serbest amino asitler,
proteinler, lipitler, lipoproteinler ve karbonhidratlar gibi canli organizmalarin
yapisindaki neredeyse tUm biyomolektillerle reaksiyona girerek bunlar
lUzerinde geri dontsumlii veya doénlUstimsltiz hasar meydana
getirebilmektedirler (90-92). Bu komplikasyonlar1 engellemek ve viicut sivi-
elektrolit dengesini saglamak icin ekstrakorporeal kan temizleme yontemleri
kullanilmaktadir (6,7). Surekli diyaliz sistemlerinde kullanilan etkin

antikoagtilan yoéntemlerinden biri sitrattir (8).

Tiranathanagul K. ve ark. yaptig calismaya gore heparinli stirekli veno-venoz
hemodiyafiltrasyon (CVVHDF) uygulanan grupla kiyaslandiginda, sitratli
hemodiyaliz (HD) uygulanan grupta oksidatif hasardan sorumlu tutulan
ajanlardan biri olan myeloperoksidaz (MPO) saliniminin azalmis oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 calismada sitrat ile HD uygulanan grupta heparinli gruba
gore proinflamatuar bir sitokin olan IL-8 seviyesinin azaldigi gésterilmistir.
Boylece sitratin oksidatif stresi azaltarak anti-inflamatuar etki gosterdigi
belirtilmistir (85,93). Ayrica hipoksi ve/veya reoksijenasyon sirasinda ortama
sitratin kendisini iceren sitrik asit dénglsti metabolitlerinin eklenmesi,
proksimal renal ttibullerde substrat dtizeyinde fosforilasyonu tesvik ederek
biriken esterlesmemis yag asitlerini azaltip enerjik islevi ve iyilesmeyi

kolaylastirmaktadir (84,94).

Renal IR hasarinin deneysel modellerinde faydali oldugu belirtilen pek cok
farmakolojik secenek gelistirilmesine y®nelik calismalar mevcuttur. Icinde
bulundugumuz ylzyillda diyaliz ihtiyacini azaltacak, ABY'nin seyrini
kisaltacak, ABY'li hastalarin hayatta kalma oranini artiracak ve tedavi
maliyetlerini azaltacak yeni farmakolojik muidahalelere buyuk bir tibbi

ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu nedenle, iskemiye bagli ABY’de farmakolojik
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tedavi seceneklerinin  gelistirilmesi, yogun bir arastirma alani

olusturmaktadir (95).

Bobrek fonksiyonlarinin hayati 6nemi diistintildiigiinde hasarin olusumunu
engellemek morbidite, mortalite ve tedavi maliyetlerini azaltmaktadir. Bu
ylzden antioksidan ve/veya antienflamatuvar o6zellikleri olan bircok
maddenin bu hasarin azaltilmasina yonelik kullanimi1 konusunda calismalar
yapilmaktadir (10-14). Calismamizi klinikte bébrek hasari gelismis ya da
gelismekte olan hastalarda RRTde sitratin kullaniliyor olmasindan yola
cikarak olusturduk. Calismamizda ratlarda boébrek iskemi reperflizyon
hasar1 lUizerinde sitratin 6énkosullayici etkisini histopatolojik yontemlerle ve
total oksidan/antioksidan seviyeleri, tiyol/disulfit dengesi, iskemi modifiye
albimin duizeyi, paraoksonaz-1 enzim seviyesiyle iliskisini de biyokimyasal
yontemlerle degerlendirdik. Sitrat uygulamasinin histopatolojik incelemede
hasar skorlarini distrdigini gozlemledik. Ayrica sitratin oksidatif stres ile
iligkili parametrelerden TOS seviyesini azaltip TAS seviyesini yukselttigini ve
tiyol/distlfit oranimi tiyoller yéntinde artirdigini tespit ettik. Bébrek IR
hasarinda PON-1 seviyesinin azaldigini, sitrat uygulandiginda IMA dtizeyinin

dustiginu gozlemledik.

Deneysel bébrek IR hasarina rat bébreklerinin verdigi etkili yanit nedeniyle

calismamizda Wistar-Albino cinsi sicanlar kullandik (96).

Sican bébreklerinde IR hasarinin etkilerinin ortaya c¢ikmasi icin belirli bir
iskemi suresine ihtiya¢c vardir. Boébrekteki etkilenmenin 30 dakikanin
Uzerindeki iskemi sUrelerinde daha net gbdzlemlendigi kabul edilmektedir
(97,98). Paller ve ark. sican bébreginde 60 dakikalik iskemi stiresinden sonra
reperflizyon hasarinin ortaya ciktigini belirtmislerdir (90). Iskemi maruziyeti
3 saatten uzun surdiginde bobrekte kalici hasar olusabilmekteyken, 1
saatten kisa suireyle olusturulan iskeminin gecici fonksiyon kaybi icin yeterli
oldugu belirtilmistir (99). Bunun yaninda Yamaki ve ark. 30 dakikalik renal
iskemi sonrasi renal tibtullerde orta derecede nekroz, medtller konjesyon ve
fonksiyonel degisiklikler saptadiklarini calismalarinda belirtmislerdir (100).
Benzer sekilde Selcuk ve ark. 30 dk. renal iskemi sonrasi1 60 dk. boyunca
uygulanan reperfizyonun tiibtllerde saptanan iskemik hasari daha da
belirginlestirdigini gdstermislerdir (101). Diger yandan reperflizyon stureleri
icin de literattirde géris birligi bulunmamaktadir. ABY'nin indtiksiyonu icin,

45 dakikalik iskemi ardindan 24 saatlik reperflizyonun uygulandig
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calismalar bulunmaktadir (102,103). Meyer ve ark. yaptigr calismada iki
farkli gruba 30 dk. ve 60 dk. sureyle uyguladiklar1 bébrek iskemi
olusturulmasi modelinde deneklerin bobreklerinde 20. dakikadan sonra
reperflizyon hasarini goésteren Onemli bulgular goézlemlemislerdir (104).
Kocoglu ve ark. ratlarda deksmetedomidinin bobrek iskemi reperfiizyon
hasar1 Uizerine etkilerini inceledikleri bir calismada bobrek iskemi suiresi 60
dk. iken reperfliizyon suresi 45 dk. olarak belirlemis ve bébreklerde iskemik

hasar olusumunu histopatolojik olarak gdstermislerdir (105).

Bilateral renal iskemi ile iliskili kan basincinda 6nemli bir dismenin
gozlemlenebilecegi yapilan bir calismada belirtilmektedir (106). Bienholz A.
ve ark. bilateral renal klemplemenin, IR ile indiiklenen ABY sican modelinde,
hipotansiyonla basa cikabilmek icin bolus salin enjeksiyonlar
kullanilmasina ragmen OAB'de bir distse yol actigini belirtmislerdir (107).
Bilateral renal klempleme sirasinda hipotansiyon indiksiyonunda yer alan
mekanizma tam belirlenmis olmamasina ragmen bu etkinin renal
denervasyonda gortilene benzer bir etkiyle, klemplemenin kendisinin renal
arteri cevreleyen sempatik sinirler ile iliskili oldugu distnutlmektedir (9). Biz
de literattir bilgilerinden yola cikarak deneklerin mortalitesini artirabilecek
hemodinamik ve metabolik sorunlari engelleyebilmek amaciyla ideal iskemi
stresini 40 dk. ve reperflizyon sUresini 60 dk. olarak belirledik.
Calismamizdaki gruplarin bébrek fonksiyon testlerinden serumda 6lctilen
ure, kreatinin diizeyleri ve histopatolojik incelemeler karsilastirildiginda,
iskemi yapilan ve iskemi yapilmayan gruplar arasinda bircok parametrede
istatistiksel olarak anlamli fark olmasi ratlarda uyguladigimiz 40 dk. renal
iskemi ve 60 dk. reperflizyon stresinin IR hasari olusturmada yeterli

oldugunu géstermektedir.

Bienholz ve ark. yapmis oldugu ratlar tizerindeki deneysel calismada bébrek
IR hasari éncesi 1,0 mmol/kg/saat sitrat inflizyonunun, 0,3 mmol/ kg/saat
ve 0,6 mmol/kg/saat sitrat inflzyonu uygulamasina gére iskemi sonrasi
erken fazda bobrekler Ulzerinde koruyucu etkisinin daha anlamli oldugu
gosterilmistir. Ayn1 calismada sitrat, trisodyum sitrat olarak verildigi icin her
sitrat molekiltintin inflizyonuna Ui¢ sodyum iyonu eslik ettigi belirtilmistir.
Ekstra sodyumun intravaskuler hacmi artirarak daha iyi erken reperfiizyon
ve intratiibtuler soliit akisini destekleyip IR nedenli hasarin iyilesmesinde

katkisi olabilecegi belirtilmistir. Sitratin, reoksijenasyon gibi aerobik kosullar
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altinda, sitrik asit dénglsltntn ileri calismasini destekleyebilecegi ve
substrat dlizeyinde fosforilasyonu stirdlirmek icin a-ketoglutarat tiretimine
neden olabilecegi belirtilmistir. Bununla birlikte, sitrat infizyonunun eslik
ettigi yuksek sodyum yukunt kontrol etmek icin yUrdtilen bir takip
calismasinda, koruyucu etkilerin sodyumdan ziyade sitrat tarafindan
saglandig ve sodyum ylku nedeniyle kan basincinin artmasina neden olacak
sekilde kan hacminde buyuk degisiklikler gelismedigi dogrulanmistir. Sitrat
infizyon dozunun 1,5 mmol/kg/saat'e cikartildigi baska bir calismalarinda
ise ek fayda saglamadigini belirtmislerdir (9). Biz de 6nkosullama amaciyla

basladigimiz sitrat inflizyon dozunu 1,0 mmol/kg/saat olarak belirledik.

Insanlarda oldugu kadar kemirgenlerde de trisodyum sitrat, basta karaciger
olmak Uizere iskelet kasi ve bobrek gibi organlarda yliksek oranda metabolize
olarak sitrik aside donustartlir (108). Sitratin karbondioksit ve suya
metabolize olmas1 sirasinda ise hidrojen tuketildiginden, potansiyel
metabolik alkaloz riski ile kan pH'1 ylkselebilir (83). Ote yandan, yetersiz bir
metabolizma sitrat birikimine ve asidoza neden olabilir (109). Calismamizda
sitrata eslik eden Na* yuktintn hemodinamik etkilerini kontrol etmek icin
calisma sUresince invaziv arter kateterden basin¢ ve nabiz takibi yapildi.
Calismamizda hemodinamik denge icin gerekli olan iyonize kalsiyum
seviyeleri, sabit oranlarda %10 kalsiyum glukonat inflzyonu ile fizyolojik

aralikta tutuldu (110).

Tdm bu potansiyel komplikasyonlar dustnuldtginde calismamizdaki
deneklerin metabolik degisikliklerini yakindan takip edip mudahalede

bulunabilmek icin belirli araliklarla arter kan gazi analizi yapildi.

Baslangic kan gaz 6élcimtinden elde edilen degerleri inceledigimizde gruplar
arasinda pH, SO, pCO2, Hb, Hct, Na*, Cl-, K+, Ca*2, laktat, HCO3; ve BE
degerleri arasinda fark saptanmadi. Calismanin baslangicinda kaydedilen
kalp atim hiz1 (KAH) degerleri ile kan gaz parametrelerinden pO» degerlerinin
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark géstermesinin ise calisma
sirasinda yapilan islemlerin stiresinin (trakeostomi acilmasi, femoral arter
kateter yerlestirilmesi gibi) her sicanda farklihik godstermesinden kaynakli
olabilecegi dliistintildii. Baslangicta farklilik gésteren glukoz degerlerinin ise
ratlarin yiyecek ve suya erisimi kisitlanmadigi icin ratlarin aclik stiresinin

farkli olmasindan kaynaklanabilecegini dustndik. Neticede bu
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degisikliklerin fizyolojik sinmirlarda olup c¢alisma sonucuna etkisinin

olmayacagi kanisindayiz.

Klor degerlerinin IR uygulanan gruplarda calisma suresince yukselme
sebebinin uzun sUren cerrahi islem boyunca olusan sivi kaybinin
hemodinamik dengeyi bozmamasi i¢in uygulanan %0,9 NaCl ¢cézeltisine eslik

etmesinden kaynakli olabilecegini diistinduk.

Iyonize kalsiyum seviyelerinde azalmanin sitratin kalsiyumu selatlama
ozelliginden dolay1 gelistigini distinduik. Liu Y. C. ve ark. yaptigi calismaya
gore kardiyovaskitiler sistem ve hemodinamik sistem tizerinde klinik belirtiler
gosteren kandaki iyonize kalsiyum duzeyinin 0,8 mmol/Lnin altindaki
degerlerde induklendigi gosterilmistir (111). Bizim calismamizda iyonize
kalsiyum seviyeleri ortalamasi en dustik Grup IR+C’nin reperfiizyonun
sonundaki déonemde goézlemlendi (1.07+£0.02) ve en duistk iyonize kalsiyum
seviyesi 1,02 mmol/L olup Grup C’de sitrat infizyonunun 90.dakikasinda

alinan kan gazinda tespit ettik.

Laktat dtizeylerinin 6zellikle Grup IR+Cde c¢alisma slresince artis

gdstermesinin siddetli IR hasanyla iligkili oldugunu dustindiik.

Glukoz degerlerinde Grup IR+C’de calisma sUresince artis gbzlenmis olup
bunun da diger gruplara gore uzayan calisma stUresi ve cerrahi strese yanit

olarak artan katekolaminler nedeniyle olabilecegini dtistindtik.

Bikarbonat ve BE degerlerinde Grup C ve Grup IR+C’de istatistiksel acidan
fark gorilmesine ragmen bu rakamsal degerlerin klinik acidan anlamh

olmadigini dtistindik.

Sener ve ark. ratlar tizerinde yapmis oldugu calismada bébrek IR hasarinin
kreatin ve kan Ure azotunu artirdig1 gésterilmistir (112). Calismamizdaki 4
grubunun calisma sonunda alinan kan 6rnekleri incelendiginde kreatin ve
tire degerleri IR uygulanan gruplarda (Grup IR ve Grup IR+C) uygulanmayan
gruplara gore (Grup S ve Grup C) yuksek oldugunu tespit ettik. Gruplar
arasinda en ytiksek kreatin ve tire degerleri Grup IRye ait olup bu sonuclarnn
calismamizda belirlenen iskemi ve reperflizyon stirelerinin bébreklerde hasar
olusturmasinda yeterli stireler oldugunu biyokimyasal olarak desteklemis

olduk.

Yapilan calismalarda bébrek IR hasarinin, bébreklerin glomertiler yapisinda,

kapillerlerinde, ttbullerde, tdbullerin epitelindeki fircamsi1 kenarlarda,
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toplayicit kanallarda ve intersitisyel alanda yapisal degisiklikler gosterildigi
belirtilmektedir (105,113,114). Ancak literatirde sitrat inflizyon
uygulamasinin bébrek dokusundaki IR hasar ile iliskisini gdsteren
histopatolojik calisma bulunmamaktadir. Calismamizda boébrek dokusu
histopatolojik skorlar1 incelendiginde en yiiksek skor Grup IRye ait olup
timunde ttbuler vakuolizasyon ile tiibtiler epitelin limene déktlmesi tespit
edilirken Grup C’deki deneklerin hicbirinde bu degisiklikler gézlemlenmedi.
Benzer sekilde Grup IR’de neredeyse tamaminda tubtiler epitelde fircamsi
kenar kaybi goértiliirken Grup C ve Grup IR+C’de birer ratta bu degisiklik
tespit edilmedi. Grup C ve Grup IR+C’de hicbir ratta renal korptskiil
morfolojisinde sisme ya da buiziisme gértilmezken Grup IRdeki ratlarin
yarisinda bu degisiklik goézlemlenmedi. Grup C ve Grup IR+C’nin
histopatolojik hasar skorlari, Grup IR ile kiyaslandiginda her birinin skoru
anlamli derecede dusuk tespit edildi. Tim bu degerlendirmeler sitrat
uygulamasinin bébrek IR hasarinda bébrekler tizerinde koruyucu etkiye
sahip oldugunu histolojik olarak gosterdi. Ayni zamanda uyguladigimiz
iskemi ve reperfliizyon surelerinin bobrekte hasar olusturmak icin yeterli

oldugunu histopatolojik olarak da destekledi.

SOR, huicresel metabolizma urtnleri tarafindan organizmada normalde
uretilmektedir. Sitoplazmada, cekirdekte, mitokondride, lizozomlarda ve
peroksizomlarda Ttretilen antioksidan enzimler SORun parcalanip
detoksifiye edilmesinden sorumludur. SOR Ureten enzim sistemleri ile SOR™u
detoksifiye eden antioksidan enzimler arasindaki bu hassas denge,
hiicrenin/organin normal yapisi ve fonksiyonu icin kritiktir. IR sirasinda asir1
SOR turetimi antioksidan kapasiteyi asabilir. Bu nedenle, iskemi reperflizyon
hasarinin bir sonucu olarak gézlenen antioksidan kapasitenin bozulmasinin
peroksizomlarda, cekirdeklerde ve sitoplazmada oksidatif stres kaynakli
hasarla sonuclanmasit beklenmektedir (115). Vucuttaki oksidan ve
antioksidan kapasite cesitli 6lcim yontemleri ile belirlenebilmektedir. Bu
molekillerin ayri ayr1 Olcimi yerine tamaminin O6lcimint saglayan
yontemler tanimlanmistir (62,63). Calismamizda bu sebeple total oksidan
seviyeyi (TOS), total antioksidan seviyeyi (TAS) ve bunlarin oranlanmasiyla

elde edilen oksidatif stres indeksini (OSI) inceledik.

Toprak ve ark. ratlarda yaptigi bébrek IR hasar éncesinde klorojenik asit

verilen gruptaki oksidatis stres belirtecleri (TOS, OSI) diger gruplara gore

55



Tartisma ve Sonug

diistik bulunmus ve klorojenik asidin bébrek IR hasarina karsi koruyucu
olabilecegi diistintilmuis (13). Benzer bir calismada Kocak ve ark. ratlarda IR
hasarinda kaptopril, telmisartan ve bardoksolon metil uyguladiklar
gruplarin TAS ve T-tiyol seviyelerinin kontrol grubuna goére ytuksek oldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda bu tedavilerin bébrek IR hasarina karsi
korucuyu olabilecegini belirtmislerdir (116). Literattirde cesitli molekullerin
boébrek IR hasari lizerine etkilerinin TAS, TOS ve OSI ile degerlendirildigi
baska calismalar da mevcuttur (14,117). Ancak literatiirde daha 6nce sitrat

ile TAS, TOS, OSI iliskisin incelendigi calismaya rastlamadik.

Calismamizdaki gruplarinin TOS degerleri incelendiginde IR hasarinin TOS
seviyesini anlamli sekilde yukseltirken, sitrat uygulamasinin oksidatif

kapasiteyi Grup IR'ye goére énemli 6lctide azalttigini gézlemledik.

TAS degerlerine bakildiginda ise Grup IR’nin, diger gruplara gére anlamh
sekilde antioksidan kapasitesinin azaldigi gézlemlendi. Grup IR+C’nin TAS
degerinin Grup IRye goére anlamh sekilde yliksek olmasi ise sitratin IR

hasarina karsilik antioksidan kapasiteyi artirdigini géostermektedir.

OSI degerleri calismamizdaki gruplar arasinda istatistiksel acidan fark
gostermedi. Ancak sitrat infizyonu uygulanan gruplarda (Grup C, Grup
IR+C) OSI degerinin rakamsal olarak diistiik olmasi, sitratin oksidatif hasari

azalttigi yéntiinde degerlendirdik.

Tiyoller merkaptanlar olarak da bilinip yapisinda stilthidril (-SH) grubu iceren
ve plazmadaki temel ekstraselltiler antioksidan grubu olusturan organik
bilesiklerdendir (65,66). Tiyoller, oksidan molektillerle tepkimeye girerek
reversibl disulfit baglar: olustururlar (118). Total tiyol (T-tiyol) dtizeyi, Native
tiyol (N-tiyol) diizeyi ve dinamik disulfit diizeylerinin toplamina esittir. Tiyol-
distilfit dengesi ve 6lciim yéntemi ilk olarak Erel O. ve ark. tarafindan
tanimlanmistir (68). Tiyol-disulfit dengesinin akut pulmoner emboli, akut
serebral iskemi ve akut miyokard enfarktiisii gibi iskemik olaylarda
hasar/prognoz hakkinda bilgi verebilen degerli bir parametre oldugu cesitli
yayinlarda bildirilmistir (119-121). Ayar ve ark. ABY gelisen pediatrik
hastalardaki diistik tiyol seviyelerini oksidatif stresle iliskilendirmislerdir
(122). Otal ve ark. ise ABY’li hastalarin tiyol/disulfit oraninin azalarak
dengenin disulfit yéontne kaydigini belirtmislerdir. Ayrica Ure ile kreatin
degerleri ve T-tiyol, N-tiyol duzeyleri arasinda anlamli derece negatif

korelasyon oldugunu bildirmislerdir (123). Bébrek IR hasarinda sitrat
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uygulamasinin tiyol-distlfit dengesiyle iliskisinin ilk defa incelendigi
calismamizda, T-tiyol dlizeylerinin en ylUksek Grup S’de ve en dustuk Grup
IR’de oldugunu gézlemledik. IR hasari olusturulmasi ve cerrahi stirecin T-
tiyol dlizeyini diistirdiigii gériilmektedir. Buna ragmen Grup IR+C’nin T-tiyol
diizeyinin Grup IRYye kiyasla daha ytiksek olmasi sitratin antioksidan

kapasiteyi artirdigini géstermektedir.

Gruplarin N-tiyol duzeyleri incelediginde bulgular T-tiyol duzeyleriyle
paralellik gosterdigini tespit ettik. Sham grubuna goére N-tiyol seviyeleri
anlamli derecede diismiis olmasina ragmen Grup C ve Grup IR+C’ nin N-tiyol
seviyeleri Grup IR’ ye kiyasla artmis sekilde bulduk. Benzer sekilde Grup
[R+C’nin N-tiyol diizeyinin Grup C’ye kiyasla ytliksek tespit edilmesi sitratin

N-tiyol kapasitesini artirmis oldugunu gostermektedir.

Antioksidan kapasitenin 6nemli belirteclerinden biri olan tiyol-distlfit
oranlarinin gruplar arasindaki diizeyine baktigimizda Grup S’ye gore yalnizca
IR modeli olusturulan gruplarda (Grup IR ve Grup IR+C) seviyenin anlamli
sekilde azalmis oldugunu gérdiik. Tiyol-distilfit dengesinin IR hasarn sonucu
gelisen oksidatif hasarla iliskilidir. Grup IR+C’nin tiyol-distlfit oraninin,
Grup IR ile kiyaslandiginda anlamli sekilde yiikseldigini gérdiik. Bunun
yaninda Grup C’deki uzun operasyon suresi ve cerrahi strese ragmen Grup
S’ye kiyasla tiyol-disulfit oraninin, istatistiksel olarak fark tespit edilmeden
hafif diistik olarak tespit ettik. Bu bulgular sitratin IR hasar1 6ncesi
uygulandiginda tiyol/distlfit oranini artirarak antioksidan kapasiteye

olumlu etkide bulunacag: gériisiinti desteklemektedir.

Plazmada bulunan paraoksanaz-1 (PON-1) enzimi, lipit peroksitleri hidroliz
ederek hiicreleri oksidasyondan koruyan bir serum esterazdir (74,77). PON-
1 enzim aktivitesi bircok hastalik ve klinik durum ile iligkili bulunmustur.
Azalmis PON-1 aktivitesi veya polimorfizmi, iskemik inme, beyaz cevher
lezyonlari, amyotrofik lateral skleroz (ALS), demans ile Parkinson hastalig
gibi cesitli norolojik ve kardiyovaskuler hastaliklarla da iliskilendirilmistir
(124-127). IvaniSevic J. ve ark. yaptig1 calismada akut bébrek hasar gelisen
yeni doganlarda PON-1 aktivitesinde belirgin bir azalma goézlemlenmistir
(128). Ece A. ve ark. yapmis oldugu calismada ise kronik bébrek yetmezligi
olan hastalarin paraoksonaz enzim duizeyinin kontrol grubuna gére dusuk
seviyede oldugu bildirilmistir (129). Bilimsel calismalarda PON-1 enziminin

IR hasaninda sitrat kullanilmasiyla iliskisini gdsteren calisma
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bulunmamaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alismada Grup IR ve Grup IR+C’nin
PON-1 seviyelerinin diger gruplara gore diistik gériilmesi bébrek IR hasarinin
PON-1 enzim seviyesinde azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.
Bulgularimiz Nguyen SD. ve ark. (130) calismalarinda da belirttikleri gibi
PON-1 seviyesindeki dustse oksidatif hasarin sebep oldugu yoéntnde
degerlendirildi. Bunun yaninda calismamizda sitrat uygulamasiyla PON-1
enzim seviyesi arasinda anlamli korelasyon goézlemlenmedi. Daha ayrintili

degerlendirme icin ek calismalara ihtiya¢ oldugunu dustiniyoruz.

Serbest radikal hasari, membran harabiyeti, serbest demir ve bakira maruz
kalma, asidoz ve hipoksi gibi durumlarda albiiminin yapisal degisiklige
ugradigl varyanta iskemi modifiye albtimin (IMA) denilmektedir (72). IMA’nin,
iskeminin erken biyokimyasal bir géstergeci olabilecegi ilk defa Bar-Or D. ve
ark. tarafindan tanimlanmistir (89). Daha sonra yapilan calismalarda
iskeminin ilk dakikalarinda IMA’nin olusmaya basladig: ve birkac saat daha
pozitifligini stirdirdtigti gosterilmistir (131). Ancak bébrek IR hasarinda
sitratin énkosullayici ézelliginin incelenmesinde, sitratin IMA dtizeyleriyle
iliskisini gosteren literattirde calisma bulunmamaktadir. Ates ve ark. ratlar
tizerinde gerceklestirdikleri deneysel IR hasari calismasinda IMA ile SOR
radikalleri olusumunu tespit edebilmek icin sicak iskemi stresi esik
degerinin 20 dk. oldugunu bildirmislerdir. Bu slirenin uzamasiyla paralel
olarak serum IMA diizeyinin artis gdsterdigini ve bu artisin histopatolojik
hasar bulgulan ile desteklendigini belirtmislerdir (132). Bébrek IR hasar
olusturmak amaciyla 40 dk. stireyle iskemi uyguladigimiz calismamizda IMA
diizeylerini inceledigimizde sitrat uygulanan gruplarin IMA seviyesinin
anlaml sekilde azaldig1 gértildii. Bu sebeple sitratin IR hasarina bagh gelisen
oksidatif hasar: énleyerek bu azalmada rol aldigini diistindiik. Grup IR’de ise
seviyenin diger gruplara gore yiikselmis olmasi oksidatif hasarin IMA
diizeyini artirdigini ve IR hasar belirteci olarak IMA’'nin kullanilabilecegi

goristini desteklemektedir.
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SONUC

Calismamizda bébreklerde olusturdugumuz IR hasarinin oksidatif hasara yol
actigini, sodyum sitrat inflizyon uygulamasinin oksidatif hasar1 TAS
seviyesini artirip TOS seviyesini azaltarak hafiflettigini, tiyol/disulfit
dengesine tiyoller yéntinde olumlu katkida bulundugunu ve histopatolojik
incelemelerde sitratin 6nkosullayici etkisinin oldugunu ve bdbregi IR
hasarindan korudugunu goézlemledik.

Sonuc olarak sitratin bébrek IR hasarinin olumsuz etkilerini azaltmada

faydali olabilecegi kanisindayiz.
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