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OZET

Bobrek iskemi ve reperfiizyon(i/R) hasari renal arterlerde tromboz sonrasi
trombolitik tedavi, organ nakli, total sirkiilatuar arrest ve kardiyopulmoner bypass gibi
cesitli tibbi ve cerrahi girisimler sirasinda goriilen potansiyel olarak ciddi bir sorundur.
I/R hasarinda temel patofizyoloji, iskemik dokularmn reperfiizyonu sonrasi gelisen
mikrovaskiiler disfonksiyona bagli oksidatif bir siirectir. Bu durum sik goriilmesi ve
yiiksek mortalite oranina sahip olmasi agisindan klinik 6neme sahiptir.

Bu calismada bobrek I/R modeli olusturulmus ratlarda dexmedotimidin(DEX)
kullanilarak oksidatif stresle aktive edilen TRPM2, TRPA1 kanalarin ekspresyonu,
oksidan, antioksidan sistem {lizerine etkisini ve TUNEL yontem kullanilarak
hesaplanan apoptotik indeksi lizerinden etkileri incelemek amaclanmistir.

Calismada, 35 adet 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi erkek si¢anlar kullanildi.
Denekler her grupta 7 hayvan olacak bicimde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney
stiresince bir uygulama yapilmadi. Sham grubunda genel anestezi esliginde batin
acildi, sag bobrek alinarak sol bobrek pedikiilii agiga cikarildi; ancak renal klemp
uygulanmadi. Deksmedetomidin alan grup(DEX), Grup 2'deki ile ayni cerrahi
prosediirle deksmedetomidin (100 pg/kg) genel anestezi baslangic zamaninda
uyguland1. I/R gruplarinda ise siganlar, yukarda agiklanan cerrahi prosediirlere tabi
tutularak sol bobrek pedinkiiliine renal klemp uygulanarak 30 dakika siireyle sol
bobrek iskemisine, ardindan 45 dakika siireyle reperfiizyona tabi tutuldu. I/R4 grubuna
deksmedetomidin  verilmeyip I/R5  grubuna reperfiizyon  baslangicinda
deksmedetomidin hidroklortir verildi.

Deney sonunda sicanlar anestezi altinda serum numuneleri ve bobrek dokulari
alinarak dekapite edildi. Siganlardan alinan hem serum hemde bobrek dokusundan
TAS ve TOS degerleri, TRPM2, TRPA1 ekspresyonu c¢alisildi. Alinan bobrek
dokusundan immiinohistokimyasal yontemle TRPM2, TRPAI1 ekspresyonu ve
TUNEL yontem caligildi.

I/R uygulanan grupta uygulanmayan gruplara gére alman tiim serum ve
dokularda TRPM?2, TRPA1 ekspresyonunda ve TOS degerlerinde istatiksel olarak
anlamh artis gdzlenirken, TAS degerinde ise azalma gozlendi. I/R5 gubunda I/R4
grubuna gore alinan tiim serum ve dokularda TRPM2, TRPA1 ekspresyonunda ve

TOS degerlerinde istatiksel olarak anlamli azalma gozlenirken, TAS degerinde ise

v



artis gdzlendi. /RS grubu ile iskemi reperfiizyon uygulanmayan gruplar arasinda

calisilan tiim degerlerde istatiksel agidan anlamli bir fark goriilmedi.

Anahtar kelimeler: Iskemi/reperﬁizyon, Dexmedotimidin, Bobrek, TRPM2, TRPA1,



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF DEXMEDOTYMIDINE ON
TRPM2, TRPA1 CHANNELS AND OXIDANT, ANTIOXIDANT SYSTEM
AFTER ISCHEMIA REPERFUSION INJURY IN RAT KIDNEY

Renal ischemia and reperfusion injury is a potentially serious problem seen
during various medical and surgical interventions such as thrombolytic therapy after
thrombosis of the renal arteries, organ transplantation, total circulatory arrest and
cardiopulmonary bypass. The basic pathophysiology of I/R injury is an oxidative
process due to microvascular dysfunction after reperfusion of ischemic tissues. This
condition is clinically important because it is common and has a high mortality rate.

In this study, it was aimed to examine the effects of using dexmedotimidine
(DEX), TRPM2, TRPA1 channels on the expression activated oxidative stress by
oxidant and antioxidant system and the effects on the apoptotic index calculated using
the TUNEL method in rats with a kidney I/R model.

In the study, 35 8-10 week old male Wistar albino rats were used. Experimental
animals were divided into 5 groups with 7 animals in each group. No application was
made to the control group during the experiment. In the sham group, the abdomen was
opened under general anesthesia, the right kidney was removed and the left kidney
pedicle was exposed; however, renal clamp was not applied. Dexmedetomidine-
receiving group (DEX) was administered dexmedetomidine (100 pg/kg) at the onset
of general anesthesia with the same surgical procedure as in Group 2. In the I/R groups,
the rats were subjected to the surgical procedures described above and left kidney
ischemia for 30 minutes followed by reperfusion for 45 minutes by applying a renal
clamp to the left kidney peduncle. Dexmedetomidine was not given to the I/R4 group,
but dexmedetomidine hydrochloride was given to the I/RS group at the beginning of
reperfusion.

At the end of the experiment, the rats were decapitated by taking serum samples
and kidney tissues under anesthesia. TAS and TOS values, TRPM2, TRPAI
expression were studied from both serum and kidney tissue taken from rats. TRPM?2,
TRPA1 expression and TUNEL method were studied by immunohistochemical

method from the taken kidney tissue.
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While a statistically significant increase was observed in TRPM2, TRPAI
expression and TOS values in all serum and tissues taken in the I/R administered group
(I/R4) compared to the non-administered groups, a decrease was observed in the TAS
value. While a statistically significant decrease was observed in TRPM2, TRPA1
expression and TOS values in all serum and tissues taken in the I/RS group compared
to the I/R4 group, an increase was observed in the TAS value. There was no
statistically significant difference in all values studied between the I/RS group and the
groups that did not undergo ischemia reperfusion.

Keywords :Ischemia/reperfusion, Dexmedothymidine, Kidney, TRPM2, TRPA1,
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1. GIRIS

Bobrek iskemisi; dokuya enerji ve besin saglayan yolaklarin ¢esitli nedenlerle
(bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, kardiyopulmoner bypass, septik sok ve
hidronefrozis) kesilmesine veya ortadan kaldirilmasina denir. iskemi sonrasi dokuya
enerji substratr ve oksijen sunum kisithgina bagli hipoksik doku hasar1 ortaya cikar.
Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii kaybolur hatta hiicresel 6liim
meydana gelir. Iskemiden sonra meydana gelen akut bdbrek yetmezligi, glomeriiler
filtrasyon hizinda azalma, tiibliler nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisiyla
karakterizedir. Reperfiizyon ise dokuya yeniden enerji ve besin akisinin baglamasidir.
Iskemik bir dokuda enerji ve besin akisinin yeniden baslamasi durumunda, 6zellikle
dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer I6kositler (PMNL) tarafindan salinan
mitokondriyal kaynakli radikal oksijen tiirevleri (ROT) dokudaki yikimi artiricr etki
yapar. Bu olaya reperfiizyona bagli doku hasari denir (1).

Iskemi/reperfiizyonda (I/R) meydana gelen hasardan éncelikli sorumlu olan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu genel olarak ; ksantin oksidaz aracili,
mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), nitrik oksit sentaz ve fagositik hiicre
aracili olmak lizere 4 ana biyokimyasal mekanizma ile agiklanmaktadir(2,3).

Meydana gelen doku hasarinin boyutu, iskemik siire disinda doku ve
organlarin hiicresel ve biyokimyasal metabolizma agisindan spesifik farkliliklari ile de
yakindan iligkilidir. Reaktif oksijen tiirlerinin olas1 zararlarina karsilik bircok hiicre
koruyucu enzimler ile karst koyulur ve antioksidan maddeler ile ROT hasar
sinirlandirilmaya ¢alisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iligski bir denge olusturmaktadir
(4). Hiicre i¢inde oksijen metabolizmasinin oldugu her yerde, antioksidanlar, oksijen
radikallerini azaltmak i¢in hizli ve tiire yonelik (enzimatik) olarak calisirlar. Oksidan
tiirlerininin uzaklastirilmasinda 6ncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir.
Bunlar superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir (4).

Deksmedetomidin, giiclii ve selektif bir alfa-2 adrenoseptdr agonistidir. Yogun
bakimda yatan hastalara sedasyon amacli kullanimi1 1999 yilinda ABD Gida ve lag
Idaresi tarafindan onaylandi. O giinden beri, rejyonel ve genel anestezi de kullanim

endikasyonlarm1  bildiren artan sayida aragtirma makalesi ortaya ¢ikti.



Deksmedetomidinin tavsanlarda fokal iskemiye karsi korumada, (5) sicanlarda
kardiyak I/R hasarinda , (6) tamamlanmamis 6n beyin iskemisinde etkili oldugu, (7)
renal I/R hasar1 iizerindeki histopatolojik olumulu etkileri (8) bildirilmistir . Artan
klinik kullanimina ragmen, deksmedetomidinin renal I/R hasari iizerindeki etkisinin
spesifik yontemler kulllanilarak heniiz arastirilmamastir.

TRPM2, transient reseptdr potansiyeli melastatin alt ailesinin ikinci iiyesidir.
Hematopoietik, endotelyal ve bobrek hiicreleri dahil olmak iizere birgok hiicre tipinde
eksprese edilir. TRPM2'nin ¢esitli in vitro ortamlarda hiicre proliferasyonunda ve
oksidanla indiiklenen hiicre olimiinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bir
calismada, hedeflenen TRPM2 delesyonuna sahip farelerin iskemik akut bobrek
hasarindan korundugunu ve TRPM2nin farmakolojik inhibisyonu bobrek iskemik
hasarini azalttig: bildirilmistir (9).

Transient reseptdr potansiyeli ankirin 1 (TRPA1), kalsiyum gegcirgenligini
iceren, ROT gibi toksik veya inflamatuvar mediyatorler tarafindan aktive edilebilen
secici olmayan bir transmembran katyon kanalidir. Son ¢alismalar, TRPA1'in renal
tiibiiler hiicreler dahil olmak {izere ¢esitli ndron dist hiicrelerde eksprese edildigini
gostermistir (10). Bununla birlikte, iki deneysel hayvan ¢aligmasi, TRPA1'in sepsis
veya anjiyotensin-II'nin neden oldugu bobrek hasarina karst korudugunu ileri
striilmiis (11, 12).

Tiim organ ameliyatlarinda oldugu gibi renal cerrahi girisimlerde de
iskemi/reperfiizyon (I/R) kagimilmazdir. Son zamanlarda yapilan gesitli deneysel I/R
modellerinde, bir¢ok anestezik maddelerin yani sira 6zellikle dexmedotimidinin /R
hasarinda koruyucu veya dnleyici etkileri gosterilmeye ¢alisilmistir. Ancak; bu hasarin
engellenmesinde, hiicresel boyutta daha spesifik parametreler {izerinde
calisilmamuastir.

Bu calismada, renal I/R modeli olusturulmus ratlarda dexmedotimidin
kullanarak molekiiler diizeyde hem renal dokuda hemde serumda TRPM?2 ve TRPAI1
katyon kanallariin ekspresyonunu ve oksidan, antioksidan sistem iizerinden koruyucu

etkilerini incelemek amaglandi.



1.1. Bobrekler

1.1.1.Bobregin Anatomisi

Bobregin makroskopik anatomisinde bobrekler karin arka duvarinda her iki
yanda periton boslugu disinda bulunurlar. Sag bobrek, iistiindeki karaciger nedeniyle
sola gore biraz daha asagidadir. Organin medial yiizii paraspinal kaslar tarafindan
desteklenir. Ust kutuplarmin arka kesimleri alt kaburgalarla komsudur. Kubbesindeki
adrenal bezle birlikte ince bir bag dokusu perirenal veya Gerota fasiyasi tarafindan
sarmalanmistir. Bu fasiya bir bariyer gibidir. Gerota fasiyasinin i¢ ve dig ylizi
eriskinlerde daha ¢ok, ¢ocuklarda daha az miktarda yag dokusuyla doludur. Kiigiik
cocuklarda bobreklerin boyutu viicuda gore goreceli olarak biiytiktiir. Yetiskin insanda
bobregin agirhig: yaklasik 150 gramdir ve ortalama bir yumruk biiyiikliiglindedir.

Bobreklerin komsuluklar1 degisiklik gosterir. Sag bobrek karacigerin arka
bolgesine uzanir. Medial kismindaki hiler yapilari duodenum orter. Sag bobregin alt
kutbunu kolonun hepatik fleksurasi caprazlar. Solda bobrek hilusu ve iist 2/3 bolimii
retroperitoneal pankreas kuyrugu ve dalak damariyla komsudur. Yukarida mide arka
duvaniyla komsuluk yapar. Pankreas kuyrugunun altinda medialde biiylikge bir
peritoneal kese i¢inde jejunum ile komsudur .

Bobregin mikroskobik anatomisine bakacak olursak; biitiin yiizeyi kalin fibroz
bir kapsiille ortiiliidiir. Kapstiliin hemen altinda yer alan bobrek parankiminin en digina
korteks, korteksle toplayict bosluklar arasinda kalan kesimine de medulla denir.
Korteks bolgesinde glomeruller, proksimal ve distal kivrintili tiibiiller ve toplayici
kanallar bulunur. Bobrek parankiminin daha derin bolgeleri medulladir. Medullanin
kortekse yakin kesimlerinde de Henle kivrimi, vaza rekta ve toplayici kanallarin
terminal uclar1 bulunur. Medullada dikkati ¢eken en Onemli yapilar, genis tabani
kortikomedullar birlesim hattinda, sivri ucu da renal pelvise bakan renal piramidlerdir.
Piramidin pelvise bakan sivri ucuna papilla denir. Ureterin hilusta genisleyerek
olusturdugu huni big¢imli yapiya pelvis denir. Pelvisin en disinda major kaliksler ve
onlarin bolmeleri olan mindr kaliksler yer alir. Papillalar mindr kalikslere acilirlar.
Renal arter, ven, lenfatikler, sinirler ve iireterin bobrege giris ¢ikis yaptigi mediale
bakan yiiziine hilus denir. Hiler yapilar; en 6nde arter, arada ven ve en arkada pelvis

olacak sekilde siralanmiglardir (Sekil 1).



Bobrek parankimine giren renal arter dallarma interlober arter adi verilir.
Interlober arterler medulla-korteks sinirinda yay ¢izen arkuat arterlere doniisiir (Sekil
2). Arkuat arterlerden kortekse dik olarak ayrilan interlobiiler arterler glomeriiler
kapiller yumag1 olusturan afferent arter dallarim1 verir. Afferent arterler glomertiiler
kapiller yumag1 olusturduktan sonra efferent arter olarak glomeriilii terk eder ve
tiibiiler sistem etrafinda medullanin derinliklerine inen diiz kapillerleri, vaza rektalari
olustururlar (Sekil 2). Vaza rektalar ise medullada bir U ¢izerek tekrar renal kortekse
doner interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve renal ven olarak bobregi terk

ederler. (13)

Interlobuler Arter
Arkuar Arter

Interlober
Arter

Renal Kaliks

Medulla (Py- e

ramis)

Korteks
Kapstil

Sekil 1. Bobregin anatomik yapisi ve longitudinal kesimi (13).

1.1.2. Bobregin Fizyolojisi

Insanlarin gogu boébreklerin fonksiyonunun sadece bosaltim sisteminin bir
parcasi oldugunu bilmektedir. Bobreklerin viicudumuz igin 6nemli bir gorevi de viicut
sivilarinin  voliim ve igeriklerini kontrol etmektir. Yani aslinda bobreklerin bu
diizenleyici gorevi hiicrelerin yasamini idame ettirmesi i¢in uygun bir ¢evre ortami
saglamaktadir. Bobreklerimiz ayrica; yabanci maddelerin ve metabolik atiklarin
uzaklastirilmasi, su ve elektrolit dengesinin saglanmasi, viicut sivilarinin

ozmolalitesinin ve elektrolit konsantrasyonun diizenlenmesi, arteryel kan basincinin



regiilasyonu, asit baz dengesinin saglanmasi, bazi hormonlarin salgilanmasi ve
metobolize edilip atilmasi, glikoneojenez gibi bir ¢ok gorevi yiiriitmektedir.

Bobregin islevsel her birimine nefron denir (Sekil-2). Gelisimsel evresini
tamamlamis bir bobrekte yeni nefron iiretilmez. Bu nedenle bobrek hastaliklart veya
travma nedeniyle kaybedilen nefronlarin rejenerasyonu miimkiin degildir. Yaslanma
ile 40 yasindan sonra her 10 yil i¢in %10 nefron kaybedilir ama geride kalan nefronlar
kendini bu duruma adapte edebilir. Her bobrek yaklasik 800 yiiz bin ile 1 milyon arasi
nefron icermektedir. Bobrekte {i¢ tip nefron vardir: Superfisiyal, midkortikal ve
jukstaglomeruler nefronlar. Her bir nefron 5 boliimden olusmaktadir (13,14)

1-Glomeriil: Bowman kapsiilii olarak bilinen renal tiibiiliin genislemis son
boliimii tarafindan ¢evrelenmis kapiller yumaklardir. Glomeriiler kani tagiyan, afferent
arteriollerdir. Efferent arterioller, kanin atik maddelerini igerirler ve efferent
arteriollerin dallar1 peritiibiiler kapiller olarak dallanir, bunlar da tiibiilleri beslerler.

2-Proksimal tiibiil: Kortekste lokalizedir.

3-Henle kivrimi: Kortikomediiller birlesim yerinde lokalizedir.

4-Distal tiibiil: Kortekstedir

5-Toplayia tiibiil: Iki veya daha fazla distal tiibiilden olusmustur. Korteks ve
mediilladan gegerek idrar1 drene ederler.

Bobrek fizyolojisinde 3 esas fonksiyon mevcut. Bunlar; glomeriiler filtrasyon,
tiibiiler geri emilim ve tiibiiler sekresyondur (14).

Glomeriiler: Glomeriil afferent arteriolle gelen olan kanin filtrasyonunu
saglar. Hiicreler ve belli bir boyutun tizerindeki molekiiller hari¢ her tiirlii madde
nefronun sonraki boliimlerine dogru ilerler. Bazi durumlar filtrasyonu kolaylastirir.
Bunlarin birisi, iki arteriol arasinda olusan kapillerlerindeki yiiksek basingtir. Diger
bir faktdr yar1 gegirgen glomeriiler membrandir. Bu membranin esik degeri yaklagik
olarak 66000 daltondur (Albuminin molekiil biiyiikliigiiyle ayni). Bu nedenle su,
elektrolitler ve glukoz, iire, kreatinin gibi kii¢iik molekiiller serbestce gegerler. Ancak
albumin, bazi plazma proteinleri, seliiler elementler, lipid, bilirubin gibi proteine bagli
molekiiller gecemezler. Bir diger faktor bazal membranin negatif sarj olmus olmasidir.
Boylece, 6rnegin protein gibi negatif yiiklii molekiiller filtrata gegcemezler. Bobreklere
dakikada 1200-15000 ml kan akimi gelir ki bu miktar total kardiak outputun yaklagik
%25’1dir. Glomeriiller normal yetigkin bir bireyde ise 125-130 ml/dk veya giinde 180



litre filtrat olustururlar. Bir dakikada filtre edilen kan hacmi Glomertiler Filtrasyon

Hiz1 (GFH) olarak bilinir (14) .

1.1.2.1. Tiibiiler Fonksiyonlar

Proksimal Tiibiil: Proksimal tiibiil, hiicreden arinmis ve 6zellikle protein-kan
filitratinin ulastigi nefronun diger bir bolimiidiir. Bu siiziinti hem belli bir
konsantrasyonun tizerindeki viicut i¢in zehirli olan artik {iriinleri hem de viicut i¢in
gerekli maddeleri igerir. Proksimal tiibiiliin bir fonksiyonu da bu degerli maddelerin
her birinin ¢ogunlugunu kan dolagimina tekrar geri dondiirmesidir. Boylece su,
sodyum klor, glukoz, potasyum ve bikarbonatin yiizde 65’1 geri emilirken glikoz(renal
esige kadar) , aminoasitlerin tiimii, proteinlerin, vitaminlerin ve amino asitlerin hemen
hemen tiimii, ve degisik miktarlarda magnezyum ve kalsiyum gibi iyonlar yeniden
emilirler. Maddelerin tiibiiler liimenden peritiibiiler kapiller plazmaya hareketine ve
bu siirece tiibiiler geri emilim adi verilir. Su ve klor iyonlari istisna olmak tizere ki bu
siire¢ aktif olarak yiirlir. Tibiiler epitel hiicreleri bu maddeleri plazma
membranlarindan kana tasimalari i¢in enerji kullanirlar. Taginma siirecine katilanlarin
normal olarak etkili geri emilim igin yeterli rezervleri vardir. Bundan dolay1
filtrasyondaki her bir maddenin konsantrasyonu bunun iizerindeyse, ilgili transport
sisteminin bunlar1 baglayacak derecede hizli islev géremez ve bundan 6tiirii filtrattan
maddeleri uzaklastirir. Bu maddeler idrara atilir. Atilan maddelerin idrarda gorildiigi
plazma konsantrasyonu renal esik olarak bilinir ve onun saptanmasi hem tiibiiler
fonksiyonlarin hemde renal olamayan hastalik durumlarimi degerlendirmek igin
uygundur. Su icin renal esik yoktur ¢iinkii su her zaman pasif tasinma ile diffiizyon
yolu ile diisiik konsantrasyonlu ortama tasinir. Klor iyonlar1 da bu durumda sodyum
iyonlarinin ardindan diffiize olur (14) .

Proksmal tiibiiliin diger bir fonksiyonu da, penisilin gibi ilaglar1 ve hidrojen
iyonu gibi bobregin tiibliler hiicre metabolit iirlinlerini sekrete etmektir. Tibiiler
sekresyon terimi iki degisik yolda kullanilir. Birincisi maddelerin peritiibiiler kapiler
plazmadan tiibiiler liimene hareketini tarif eder. Buna ek olarak, tiibiiler hiicreler ayni
zamanda da kendi hiicre metabolizmalarinin bazi iirlinlerini tiibiiler liimendeki filtrata
salarlar ve bu tiibiiler sekresyon olarak adlandirilir. Burada da hiicre zarlarindan

transport hem aktif hem de pasif olur (14).



Artik {iriin olan iirik asitin hemen hemen (% 98-100) tiimii aktif olarak geri
emilirken, sadece proksimal tiibiiliin distal kisminda sekresyona ugrar. Diger artik
iriin {ire, yliksek derecede diffiize olabilen bir molekiildiir ve renal tiibiilden pasif
olarak interstitiuma gecer, medullada bulunan osmalite gradyentine katkida bulunur
(14).

Henle kivrima: Inen ince kisim, ¢ikan ince kisim ve ¢ikan kalin kisim olmak
lizere fonksiyonel olarak farkli 3 béliimden olusur. Ince kismin inen béliimii suya ¢ok
fazla iire ve sodyum dahil ¢6zlinmiis maddelerin ¢oguna orta derecede gecirgendir.
Cikan kismin hem ince hemde kalin bliimiinde suya gecirgen degildir. Henlenin ¢gikan
kalin kolu furosemid, etakrinik asit, bumetanid gibi ditiretiklerin etki bolgesidir.

Distal tiibiil: Distal tiibiiliin ilk kism1 makula densa’yr olusturur. Makula
densa; jukstaglomeriiler kompleksin bir parcasi olup kiimelenmis bir grup epitel
hiicresinden olusur. Anjiyotensin II , antidiliretik hormon, atriyal natriiiretik peptit ve
paratroid hormon gibi hormonal kontrolii mevcut. Aldosteron renin-anjiotensin
mekanizmasiyla, daha az oranda da adrenokortikotropik hormon (ACTH) ile regiile
edilir (14).

Toplayiaa tiibiil: Ust boliimlerinde aldosteronun etkisiyle sodyum
reabsorbsiyonu gergeklesir. Klor ve iire de burada reabsorbe edilir. Ilaveten toplayict
tiibiil antiditiretik hormon (ADH) nin kontrolii altindadir. Bu peptid hormon, posterior
hipofizden salgilanir ve salinimin1 kan osmolalitesinin artmasi veya intravaskiiler
voliim azalmasi tetikler. Yar1 omrii kisadir. ADH su reabsorbsiyonunu stimule eder.
Toplayict kanal henle kivriminin ¢ikan kalin kolu gibi normalde suya gecirgen
degildir. Ancak ADH varliginda toplayici kanalin liimeninden medullaya pasif
diflizyonla su ge¢isi olur ve idrar daha konsantre edilmis olur. Bu durum ADH duyarli
aquaporin-2 su kanallar1 ile saglanir. Oysa henle kivriminin inen kolda tiibiiler liimen
icinden mediiller intertisyel bolgeye su transportu, proksimal tiibiildeki kanallara
benzer aquaporin-1 su kanallariyla saglanir (13, 14).

Nonprotein nitrojenlerin(NPN) metabolit eliminasyonlari: Niikleik asitler,
aminoasitler ve proteinlerin yikim metabolizmalar1 sonucunda viicutta NPN atiklar
iiretilir. Bu iiriinlerin atilimi bobregin énemli fonksiyonlarindan biridir. Ug énemli

madde iire, kreatinin ve tirik asittir (14).



Ure: Ure proteinlerin oksidatif katabolizmas1 sonucunda giinliik olarak elimine
olan NPN atiklarinin %75’den fazlasini olusturur. Proteinler nitrojen atomlarinin
uzaklagmasiyla detoksifiye olarak aminoasitlere yikilirlar. Amonyak olusur ve iireye
doniisiir boylece toksisitesi kaybolur. Urenin eliminasyonu icin tek onemli yol
bobreklerdir. Glomeriilden tiibiillere filtre olan iirenin yaklasik % 60-65’1 proksimal
tiibtillerden geri emilir. Geri emilen iire, medulladaki yiiksek osmolaliteyi meydana
getirir. Bu reabsorbsiyon miktari; glomertiler filtrasyon hizina(GFH), plazma renal
akimina ve idrar akim hizina baghdir (14).

Kreatinin: Kaslar kreatin fosfat icerirler. Bu da kreatin kinaz tarafindan
katalize edilen ATP ’nin hizli formasyonu i¢in yiiksek enerjili fosforil grubudur. Bu
kaslarin ilk 6nce kullandig1 metabolik yakittir. Hergiin kas kreatininin %20’ye kadar1
(ve onun fosfat) spontan olarak dehidrate olur ve dolasima girer ve kreatinin atik
tiriini olusur. Bundan dolay1 kreatinin diizeyleri kas kiitlesinin fonksiyonudur ve kas
kiitlesinde degisiklik oluncaya kadar yaklasik olarak daima ayni diizeyde kalir.
Kreatinin diizeyi sabittir ve molekiiler agirhigi 113 daltondur. Bundan dolay1
glomeriillerden filtre edilir ancak tiibiillerden geriemilimi yoktur. Bundan baska
yiiksek serum konsantrasyonlarinda bobrek tiibiilleri tarafindan kiigiik miktarlarda
sekrete edilir (14).

Urik asit: Piirin metabolizmasmimn temel atik tiriiniidiir. Adenin ve Guanin,
ATP ve GTP (Guanozintrifosfat) nin prokiirsériidiir. Urik asitin molekiil agirhig: 168
daltondur. Bundan dolay1r glomeriilden filtre edilir, ancak daha sonra karmasik
reabsorbsiyon ve sekresyon siklusuna girerek nefronlar yoluyla atilir. Orijinal filtratin
sadece %6 ile %12’si sonugta atilir. Urik asit iyonize ve daha ¢ok ¢oziinebilir formda
bulunur.Urineri pH 5.75’in {izerindeki degerlerinde genellikle sodyum iirat

seklindedir. Bu pH degerinin altindaki degerlerde ayrisabilir degildir (14).

1.1.2.2. Sivi, elektrolit ve asit-baz dengesi

Su Dengesi: Bobregin viicuttaki su dengesine katkisi su kaybi yoluyla olur. Su
atim1 hormonal ADH kontrolii altindadir. ADH temel olarak osmolite ve intravaskiiler
hacim degisikliklerine cevap verir. Osmolitedeki artiy ADH salinimini stimiile eder.
Bu da toplayici kanallarin suya karsi permeabilitesini artirir. Bu da suyun

resorbsiyonuyla sonuglanir ve daha konsantre idrar atilimina sebep olur. Intravaskiiler



volim azalmasi da benzer etkiye neden olur. Buna karsin su aliminin major
regililasyonu susamayladir ki bu ayni1 stimiilator yani ADH ile tetiklenir (14).

Dehidratasyon durumunda renal tiibiiller maksimum oranda su reabsorbe eder,
¢ok az miktarda ve maksimum konsantrasyonda idrar iiretilir. Su fazlalig1 durumunda
tiibiillerin su absorbsiyonu minimal diizeydedir, fazla miktarda ve oldukca diliie idrar
tiretilir. Bu iki ekstrem durum arasindaki ince ayar viicutta sivi dengesinin tam
kontroliinde olur (14).

Sodyum: Sodyum viicutta primer ekstraselliiler katyondur ve baslica bobrekler
yoluyla atilir. Viicutta sodyum dengesi atilim yoluyla kontrol edilir. Renin-
Anjiyotensin-Aldosteron hormonal sistemi, sodyum dengesinin kontroliiniin major
mekanizmasidir (14).

Potasyum: Potasyum viicutta intraselliller ana katyondur. Potasyum
konsantrasyonunun tam regiilasyonu hiicre metabolizmasi i¢in herseyden daha
onemlidir ve bobrekler vasitasiyla gergeklestirilir. Sodyum gibi glomeriilden serbestce
filtre edilir ve aktif olarak nefronun her tarafindan reabsorbe edilir (Henlenin inen kolu
hari¢). Potasyum iyonlar1 sodyumla degisim yapmada hidrojen iyonlar1 ile yarisir
(proksimal tiibiilde) ve bu olay viicut tarafindan hidrojen iyonlarinin korunmasinda ve
boylece metabolik alkaloz durumunda kompansasyonda kullanilir. Ciddi potasyum
eksikligi oldugu durumlarda, distal tiibiillerde potasyum sekresyonu durur aslinda net
bir potasyum geri emilimi gerceklesir. Bu geri emilim islemi tip A interkale hiicreler
yolu ile gerceklesir. Viicut sivilarinda asir1 potasyum varliginda distal tiibiiliin son
kismi ve toplayici kanalardaki tip B interkale hiicreler tiibiil llimenine aktif olarak
potasyum sekresyonu yaparak tip A interkale hiicresi ile zit fonksiyon goriir (14).

Klor: Ekstraselliiler sivinin baglica anyonudur. Glomeriilden filtre edilir ve
proksimal tiibiilde sodyum reabsorbe edildiginde karsit iyon olarak pasif olarak
reabsorbe edilir. Henlenin ¢ikan kolunda potasyum klor pompasi ile aktif olarak
reabsorbe edilir, keza sodyum da boyledir. Bu pompa loop diliretikleri tarafindan
inhibisyonu mevcuttur. Klor iyonu, bobrekte sodyum regiilasyonu ile ayin1 kontrole
sahiptir (14).

Fosfor: Ekstraselliiler ve intraselliiler siv1 iceriginin her ikisinde de yaklasik
olarak dengede olur. Ya proteine bagl veya proteine bagli olmayan formda bulunur.

Paratroid hormonun kontrolii altinda proksimal tiibiilden reabsorbsiyonu ile



ayarlanir.Patolojik parathormon yiiksekliginde tiibiillerden fosfat emilimi azalarak
atitlim artar (14).

Kalsiyum: Hiicre ici en onemli katyonlardan biridir. Hiicrede en Onemli
inorganik haberci maddedir.Koagiilasyon mekanizmasin 6nemli bir faktordiir.
Kalsiyum da proteine bagli ve bagli olmayan formda bulunur. Proteine bagli olmayan
formda kalsiyum ya iyonizedir ve fizyolojik olarak aktiftir ya da fosfat, bikarbonat gibi
maddelerle ¢oziinebilir baglarla kiiciik kompleksler heldedir. Iyonize formdaki
kalsiyum glomertilden serbestce filtre olur ve parathormon (PTH) nun kontrolii altinda
proksimal tlibiilden reabsorbe edilir. Buna karsin, kalsiyum konsantrasyonunun renal
kontrolii kalsiyum regiilasyonun temel komponenti degildir. Barsaktan ve kemik
depolarindan kalsiyum absorbsiyonunu PTH ve kalsitonin kontrolii altindaki
regiilasyonu renal sekresyondan daha 6nemlidir (14).

Magnezyum: Toplam magnezyumun yarisindan fazlast kemiklerde
depolanmistir. Hiicre i¢i major katyonlardan biridir ve enzimatik kofaktor olarak
Ooneme sahiptir. Fosfat ve kalsiyum gibi proteine bagli ve bagli olmayan iki durumda
bulunur. Proteine bagl olmayan fraksiyonu glomeriilden kolayca filtre olur ve PTH
etkisi alinda proksimal tiibiilden resorbe olur.Magnezyumun atilimini hizlandiran
faktorler hiicredist sivida magnezyum fazlaligi, hiicredisi hacimde artma ve hiicre dist
kalsiyum artigidir (14).

Asit Baz Dengesi: Viicut metabolizmasinda normal sartlarda bir ¢ok asidik
artik Urtinler olusturulur. Karbonik asit, laktik asit, keto asitler ve digerleri fizyolojik
pH’da biiylik degisikliklere neden olmadan plazmada taginmali ve viicuttan
atilmalidir. Viicut pH’smin kontroliiniin yapilmasinda renal sistem 3 mekanizmadan
birisini olugturur. Diger iki regiilasyon mekanizmasi respiratuar sistem ve asit-baz
tamponlama sistemidir.

Bobrekler viicut pH’sinin kontroliindeki goérevini iki yolla gerceklestirir:
Bikarbonat iyonlarinin tutulmasi ve metabolik asitlerin atilmasi.

Bikarbonat iyonlarmin rejenerasyonu: Komplike bir mekanizmayla
bikarbonat iyonlar1 oncelikle glomeriilden plazma disina filtre edilir. Renal tiibiile
geldiginde bu bikarbonat hidrojen iyonlari ile birleserek karbonik asiti olusturur ve bu
molekiil daha sonra CO> ve suya ayrisir. Bu karbondioksit proksimal tiibiil hiicrelerinin

fircamsi kenarlarina diffiize olur ve orada karbonik anhidraz (KA) tarafindan karbonik
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asite ¢evrilir. Sonra hidrojen ve birkarbonat iyonlarina ayrisir. Bu reaksiyon asagida
gosterilmistir :

KA

HO2 + CO2 H2CO3; H" + HCOg3”

Bu yeni olusan bikarbonat metabolizma tarafindan kullanilanin tekrar yerine
konulmas: i¢in kana verilir. Bikarbonata eslik eden hidrojen iyonlari, tiibiiler lumune
sekrete edilirler ve oradan idrara gecerler. Boylece filtre edilmis bikarbonat
sirkiilasyona reabsorbe edilir. Orada kan PH’sin1 optimal diizeylere donmesine yardim
eder ve diger tampon sistemleri gibi etkinlik gosterir (14).

Amonyum (NH3) reaksiyonu: Glomeruller amonyumu filtre etmez. Ancak
glutamin amino asiti amonyagi nontoksik olarak kandan bobrege tasir. Bobrekte
glutaminaz tarafindan deamine edilir ve ranal tiibiilde amonyum tesekkiil etmis olur.
Sonrasinda amonyak sekrete edilen H* iyonlariyla amonyumu meydana getirir.
Amonyum liimen disina diffiize olamaz ve idrarla atilir. Asit atiliminin bu sekli,
metabolik asidozun bobrek yoluyla kompansasyonunda en 6nemli mekanizmadir (14).

Monohidrojen fosfat reaksiyonu (HPO42): Glomeriiller tarafindan filtre
edilmis fosfat iyonlar1 disodyum hidrojen fosfat olarak tiibiiler siv1 icinde bulunabilir.
Bu molekiil dihidrojen fosfat elde etmek i¢in atilan hidrojen iyonlariyla reaksiyona
girer. Bu molekiil daha sonra idrarla atilir ve idrarin oOlgiilebilir asiditesinden
sorumludur. Reaksiyon ise soyledir:

Na;HPO4 + Hf NaH2PO4 + Na*

Salinan sodyum, sodyum bikarbonat olusturmak iizere bikarbonatla birlesir ve
reabsorbe edilir. Bu mekanizmalarla, metabolik asitlerin artan miktarlar1 maksimum
idrar pH’s1 olan yaklasik 4,4 oluncaya kadar atilirlar. Bu noktadan sonra renal
kompansasyon mekanizmasi asidozu daha fazla diizeltmeye yeteli degildir ve
metabolik asidoz kaginilmazdir. Cok az serbest hidrojen iyonlar1 direkt olarak atilabilir
(14).

Endokrin Fonksiyon: Bobreklerin  birgok atilim  ve  regiilasyon
fonksiyonlarma ilaveten endokrin fonksiyonlar1 da vardir. Bobrekler hem kendi
hormonunu tireten primer endokrin organdir hem de diger endokrin organlardan gelen

hornonlarin hedef organidir (14).
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Primer Endokrin Fonksiyon: Bobrekler, renin, prostaglandinler ve
eritropoietin sentezler (14).

Renin: Renin, anjiotensin-aldesteron feed back sisteminin baslangi¢
komponentidir. Plazmadaki anjiotensinojenden anjiotensin olusumunu katalize eder.
Ekstraselliiler sivi voliimii azaldiginda renal mediillanin jukstaglomeriiler hiicreleri
tarafindan iretilir. Reninin, kan basincini arttirict vazokonstriktor gorevi vardir.
Ayrica sodyum ve potasyum seviyelerindeki degisikliklere de cevap verir (14).

Prostaglandinler: Prostaglandinler, esansiyel yag asitlerinden (6ncelikle
doymamus arasidonik asitten) olusmus halkali yag asitleridir. Tiim dokularda yapilirlar
ve etkileri cesitlidir. Hormonlar gibi davranirlar fakat prostaglandinler etki ettikleri
bolgede sentezlenirler. Etkilerini ¢ok kisa siirede gosterirler ve hizla katabolize olurlar.
Ya PG (Prostoglandin 1) ya da PG olabilirler. PG; daha siktir. PGA», PGE; ve PG>
gibi bobreklerden salinan prostaglandinler, renal kan akimini, sodyum ve su atilimin
ve renin salinimini artirirlar. Onlarin etkileri anjiotensin ve norepinefrinden dolay1
renal vazokonstriksiyona karsidir. Anjiotensin II’'nin PGE>’yi stimule ettigine inanilir.
Prostaglandinler antihipertansif tedavide kullanilirlar. Arasidonik asitten, 16kotrienler
ve tromboksanlar da olugabilir. Bunlarin inflamasyon ve bronkokonstriiksiyon gibi
cesitli biyolojik aktiviteleri vardir (14).

Eritropoietin: Tek zincirli bir polipeptiddir. Proksimal tiibiil hiicreleri
tarafindan tretilir ve iiretimi kan oksijen seviyesi ile regiile edilir. Hipokside 2 saat
icinde serum konsantrasyonu artirilir. Eritropoetin kemik iliginde eritroid kok
hiicrelerde etkisini gosterir, onlarin matiirasyonuna neden olur ve kirmizi kan
hiicrelerinin sayilarini artirir. Kronik renal yetmezlikte eritropoetin iiretimi belirgin
olarak azalir (14).

Sekonder Endokrin Fonksiyon: Bobrekler aldosteronun etkileri i¢in hedef
organdirlar. Bu da insiilin, glukagon ve aldosteronun katabolizmas1 i¢in ve vitamin
D’nin aktivasyonun i¢indir. Vitamin D insan viicudundaki kemiklerin kalsifikasyonu
ve fosfat ve kalsiyumun dengesini saglayan ii¢ temel hormondan birisidir. Bundan
oturii kronik renal yetmezlik osteomalazi ile birliktedir. Buda normal vitamin D

metabolizmasinin bozulmasindan olusur (14).
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Sekil 2. Nefronun anatomik yapis1 (13).

1.1.3. Bobregin Patolojisi

Bobrek  yetmezligi, bdobreklerin  homeostatik  diizenleme yetilerini
kaybetmeleri sonucu ortaya ¢ikar. Nefronlar, dncelikle glomertil veya tiibiil ya da her
ikisine zarar veren toksik, anoksik veya immiinolojik yaralanmalar sonucu
kaybedilirler. Bobreklerin yaralanmaya yanit olarak islevsel kapasitelerini belirgin
sekilde arttirma yetileri vardir. Bu nedenle bobrek islevsel kiitlesindeki Oonemli
miktarda bir azalma (% 50-60) herhangi bir belirgin biyokimyasal degisim ya da
herhangi bir énemli belirti agia ¢ikmadan gerceklesebilir. Islevsel degisimin en
duyarl ve 6zgiil 6l¢iimii glomeiiler filtrasyon hiz1 (GFH) 'dir. En kiigiik bir akut bobrek
yetmezligi semptom ve bulgusu olmadan GFH 50 mL/dakika/1.73 m*nin altina
inebilir. Nefron basmna diisen is yiikiiniin artisinin tek basina ilerleyici bobrek
yetmezliginin énemli bir nedeni oldugu diisiiniiliir. Iyi bilinen bir varsayima gére,
nefron sayisindaki azalma primer renal yaralanmadan bagimsiz olarak, Oyle bir
noktaya gelir ki, bundan sonraki kayiplar interstisyel fibrozise gidisin hizlanmasina

neden olur (15).
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1.1.3.1 Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY); primer olarak BUN ve kreatinin gibi nitrojen
atik trlinlerinin birikimiyle sonuglanan glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) ani
azalma olarak tanimlanir. Giiniimiizde ABY yerine artik akut bobrek hasari (ABH)
tanim1 da yaygin olarak kullanilmaktadir. GFH’deki azalma genellikle saatler-giinler
icinde olusur. ikinci Diinya Savasinda heniiz hemodiyaliz sistemi olmadigindan
ABY’de mortalite %100’e yakindi. Giiniimiizde mortalite azalmis olmasina ragmen,
yogun bakim iinitelerinde hala %50-80°dir (13).

Etyolojiye gore prerenal, intrarenal ve postrenal olarak siniflandirilabilir.

1.1.3.1.1. Prerenal Akut Bobrek Hasari

ABH’nin en sik sebebidir. Tiim vakalarin % 40-55’ini olusturur. Intravaskiiler
voliimde azalma (kanama, gastrointestinal kayiplar, renal kayiplar), kardiyak outputta
azalma, sistemik vazodilatasyon, renal vazokonstruksiyon, artmis intraabdominal
basing baslica nedenlerini olusturur. Bobrekler total kardiyak outputun % 25’ini aldigi
icin, viicutta genel olarak doku perfiizyonunda azalmanin bir sonucu olarak veya
selektif renal iskeminin sonucu olarak bobrek perfiizyonunda azalma olur. Bu
durumda prerenal akut bobrek hasari olusur. Parankimal hasar yoktur. Bu nedenle
bobregin perfiizyonu hizli bir sekilde saglanirsa renal fonksiyon hizla normale doéner.
Kalp yetmezligi gibi durumlarda yeterli hidrasyona ragmen bodbrek perfiizyonu
saglanamayarak sivi resiisitasyonuna yanit alinamayabilir. Azalmis intravaskuler
voliim, baroreseptor aktivasyonuna dolayisiyla sempatik sinir  sisteminin
aktivasyonuna neden olur, 6zellikle norepinefrin diizeyleri artar. Bu artis, renin,
anjiyotensin Il ve ADH salinimini arttirarak, sistemik vazokontriiksiyona, su ve iirenin
geri emilimine sebep olur. Bu nedenle prerenal azotemide tire/kreatin orani yliksek
beklenir.

Anjiyotensin II ¢ok gii¢lii bir vazokonstriiktordiir, oncelikle renal efferent
arteriolde vazokontriiksiyon olusturarak, proksimal tiibiil boyunca sodyumun geri
emilimini arttirir. Fraksiyone sodyum ekstresyonu (FeNa), bu nedenle prerenal
azotemide %1’den daha azdir. FeNa’'nin spesifitesi, prerenal hadiseyi, tiibiiler
hadiselerden ayirmada %80’dir. Vazokonstriiksiyon, bobrek arteriolleri yaninda,

splanknik ve muskulokutanoz arteriollerde de olusmaktadir, beyin ve kalbin kan akimi
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bdylece korunmaya ¢alisilmaktadir. Susuzluk stimule olurken, terleme azalir. Azalmis
perflizyon basincina yanit olarak, afferent arteriollerde vazodilatasyon gercekleserek
GFH korunmaya ¢alisilir. Bu otoregiilasyon sistemik ortalama arteryel basing 75-80
mmHg’ya ulasincaya kadar devam eder. Prostoglandinler, kinin, kallikrein ve nitrik
oksit (NO) diizeyi de artarak bu vazodilatasyona katkida bulunmaktadir. Non steroid
antienflamatuvar ilaclar (NSAII) verildigi takdirde prostaglandin diizeyleri azalacak
ve renal perfiizyon daha da bozulacaktir. Ayrica anjiotensin II diizeylerinin artmasi ile
efferent arteriolde olusan vazonkonstrilksiyon GFH’yi korumakta, kalp yetmezligi
veya bilateral renal arter stenozu gibi durumlarda, afferent arteriol akiminda da azalma
olacagindan ACE inhibitorii verildigi takdirde bobrek fonksiyonlar1 daha da fazla
bozulacaktir (13).

1.1.3.1.2. intrarenal Akut Bobrek Hasar:

Iskemik veya nefrotoksik sebeplerle olusabilir. Bobregin 4 major yapist olan
tiibiiller glomeriil, interstisyum veya intrarenal kan damarlarinin etkilenmesi s6z
konusudur. Tibiiler hasar, uzamis ve siddetli iskemi veya nefrotoksinler sebebiyle
olusur. Nefrotoksinler endojen (myoglobin, hemoglobin) veya eksojen (kontrast
madde, aminoglikozid, amfoterisin gibi) olabilir. Klasik akut tiibiiler nekroz(ATN)’da
1-2 haftalik oligurik fazi, renal i1yilesmeyle birlikte olan 10-14 giinliik nonoligurik faz
takip eder. Ancak bu siireler hastadan hastaya degisebilir (13).

Glomeriiler hasara bagli gelisen akut bobrek yetmezligi hizli ilerleyen
glomertulonefrit, SLE, Wegener, infektif endokardit gibi renal veya sistemik
hastaliklara bagl olarak gelisir. Interstisyel hasar, ilaglara veya enfeksiyonlara bagl
olarak gelisen akut interstisyel nefrit sonucu olusur. Vaskiiler hasar ise malign
hipertansiyon, preeklampsi, eklampsi, HUS, TTP sonucu intrarenal damarlardan
kaynaklanan renal perfiizyonda azalma sonucu GFH’de azalma seklinde olur. Bu gibi
tablolarda, olusan fibrin depolanmasi sonucu okliizyon ve inflamasyonun uyarilmasi
neticesinde endotelyal hiicre hasar1 olusur ve mikrovaskiilarite bozulur. Renal arter ve
vende total okliizyon sik goriilen bir durum degildir. Ancak membrandz nefropati gibi
hiperkoagiilasyona egilim olusturan durumlarda renal ven trombozu ya da anjiyografik

islemler sonrasi kolesterol embolisi gibi durumlar ortaya ¢ikabilir (13).
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1.1.3.1.3. Postrenal Akut Hasar

Uretral obstriiksiyon, mesane veya iireterlerde obstriiksiyon sonucu olusur. En
stk neden mesane boynunun fonksiyonel veya yapisal obstriiksiyonudur. Obstriiksiyon
acildiktan sonra GFH’nin normale ddnmesi obstriiksiyonun suresine baglhdir.
Obstriiksiyon gelisen hastalarin %5’inde ABY gelisir. Nefronlara dogru geri idrar
akimi1 GFH’yi diisiirecektir (13).

1.1.3.1.4. Akut Tubuler Nekroz

Genelde prerenal ve postrenal azotemisi olmayan ABYli hastalar1 tanimlamak
icin kullanilir. Tibiler tutulum olmasi dolayisiyla dogru hasar bdlgesini igaret
etmesine ragmen, az sayida tiibiiler epitel hiicresi nekroza ugrar. Siklikla renal tiibiiler
hiicrelerde geri doniisiimii miimkiin degisiklikler mevcuttur, bu nedenle belki “Akut
Tiibililer Hasarlanma” terimini kullanmak daha dogru olabilir. ATN, baslangi¢, uzama,
idame ve 1iyilesme olarak 4 faza ayrlabilir ve bu evreler, olusan hiicresel
degisikliklerle direk olarak iliskilidir. Baslangi¢ evresi, renal kan akimi belli bir
seviyenin altina indiginde baslar, ATP’de azalmaya ve tiibiiler epitelyum hiicre
hasarma yol agar. Renal proksimal tiibiil epitelyum hiicrelerinde F-aktinin normal
cercevesinde bozulma olusur. Iskeminin siiresi ve siddeti bu hasarlanmada &nemlidir.
Uzamis iskemi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin iskemik hasari, renal vaskiiler yapilarda
da yapisal bozulmalara yol agar. Ayrica epitelyal ve endotelyal hiicre aktivasyonu,
inflamasyon kaskadinin baslamasinda O6nemli olan kemokin ve sitokinlerin up-
regulasyonuna yol acar. Uzama evresinde, iskemi ve inflamasyon devam eder. Bu
siire¢ kortikomediiller bileske ve dis mediiller bolgede daha belirgindir. Proksimal
tiibiilde ise onarim ve tamir baslar. Ancak kortikomediiller hasar devam ettigi icin
GFH diismeye devam edecektir. Ayrica kemokin ve sitokin salinimi da devam eder.
Idame fazinda ise, hiicresel ve tiibiiler biitiinliigii yeniden saglamak icin, hiicre tamiri,
apoptozis, migrasyon ve proliferasyon yogun bir sekilde devam eder. Kan akisi
normale doner, hiicresel fonksiyon diizelir, GFH stabil kalir. Iyilesme evresinde ise,
hiicresel farklilagsma siirer, hiicre ve organ fonksiyonu normale gelir. Yani renal
fonksiyon direk olarak hiicresel hasarlanma ve iyilesme ile koreledir (13).

ATN’de iskemik hasar en siddetli olarak proksimal tiibiiliin S3 segmentinde ve

Henle ’nin ¢ikan kalin kolunda olur. Normalde renal medulla hiicreleri, daha diistik
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meduller kan akimi1 olmast ve oksijen basincinin bu bolgede 10-20 mmHg daha diisiik
olmasi sebebiyle hipoksiye daha egilimli olmasima ragmen, erken proksimal tiibiil
hiicreleri iskemiye daha yatkin goriinmektedir. Hipoksiye karst olusan bu sensitivite,
endojen nitrik oksit olusumuyla daha da siddetleniyor gibi goériinmektedir. Bu
segmentler iginde en ¢ok S3 segmenti etkilenir. Bunun sebepleri, anaerobik glikolizin
bu alanda sinirli olmasi, vendz kapiller kan akimimin yetersiz olmasidir. Erken
proksimal tiiblilun diger segmentleri olan S1 ve S2 segmentleri ise toksinlerin geri
alimmin artmasina neden olan endositoz yiiksek oranlarda oldugundan toksik
nefropatiye daha yatkin bolgelerdir. ATN’ nin klasik histolojik bulgusu, proksimal
tiiblildeki apikal fircamsi hiicrelerin kaybidir. Diger patolojik degisiklikler, tiibiiler
hiicrelerde yama seklinde kayiplar, proksimal tiibiilde yer yer dilatasyon, distal
tiibiilerkastlar ve iyilesme doneminde ortaya cikan hiicresel rejenerasyon alanlaridir.
Ayrica kotii oksijenasyon sonucu; tiibiillerde kalsiyumun intraseliiler birikimi, reaktif
oksijen tirlinlerinin iiretimi, fosfolipaz ve proteazlarin aktivasyonu, ATP eksikligi ve
apoptozis sonucu tiibiiler hasar olusur.

Hiicre, bazal membran adezyonu bozuldugundan, hem 6lii hiicre debrisleri ve
hem de saglam olan hiicreler tiibiiler liimene gecerler. Bu da tiibiiler obstriiksiyona yol
acar. Bu tiibliler llimene gegen kastlardan bir kismini Tom Harsfall proteinleri
olusturur. Normalde monomer halinde bulunan bu proteinler, liimen igine gectiginde
yiiksek sodyum konsantrasyonundan dolay1 polimer haline doniigerek, jel benzeri bir
materyale donlismektedir. Bu da distal tiibiilde, yasayan, apoptotik, tiibiil hiicre
debrisleri, fircams1 kenar membranlar1 ve ektraseliiler matriksten kast olusmasi igin

bir ortam olusturmaktadir (13).

1.2. Hiicre Iskeleti ve Intraseliiler Yapisal Degisiklikler

Aktin; hiicre polaritesi, endositoz, ekzositoz, hiicre motilitesi, organellerin
hareketi, hiicre boliinmesi ve migrasyonu, bariyer, adezyon ve sinyal
transdiiksiyonunda 6nemli rol oynar. Aktin fonksiyonundaki bir azalma, bu
fonksiyonlarin bozulmasina neden olur. Ozellikle proksimal tiibiiler hiicreler etkilenir.
Hiicrenin fonksiyonu icin esas olan apikal membrandaki mikrovilliislarin
fonksiyonunu etkiler. Aktin mikroflamentleri F- ve G- aktin olmak iizere iki tiptir. F-

aktin, proksimal tiibiildeki mikrovilluslarin major yapisal komponentidir. F- aktin
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mikrovilliislarin u¢ kisminda uzanir, ATP eksikligi durumunda F-aktinde ciddi kayip
olusur. Bunun sonucu olarak, sik1 baglanti noktalarinda bozulma sonucu hiicreler arasi
gecirgenlikte artis olur. Glomeriiler filtrat bu bolgelerden intersitisyel bolgeye dogru

kagak olusturur (13).

1.2.1. Apoptozis ve Nekroz

Nekroz cogunlukla proksimal tiiblilde olusurken, apoptozis genelde distal
tiibiilde olusur. Apoptozis ilk olarak 1972 yilinda Kerr tarafindan tanimlanmistir.
Aslinda apoptoz embriyonik gelisim sirasinda normal morfogenezin gelisiminde, T ve
B lenfositlerin gelisiminde, yaslanma surecinde gerekli bir siirectir. Yani organizma
icin gereklidir fakat defektif veya asir1 apoptozis durumlari patolojik bir durum olarak
kabul edilir. Bobrekte; iskemi, toksik hasar, radyasyon ve iireteral obstriiksiyon gibi
nedenlerle apoptozis olusur. Enerji gerektiren bir olaydir. En erken morfolojik
ozellikleri, niikleer ve sitoplazmik biiziigme, kromatin fragmantasyonu ve apoptozis
sonucu olusan apoptotik cisimciklerin fagositozudur. Apoptozisin en temel 6zelligi
membran biitlinliigiiniin bozulmamasidir. Bu sayede selliiler ve lizozomal igerigin
interstisyuma gecisi Onlenir ve inflamatuar reaksiyonun cevre dokulara yayilmasi
engellenir (13).

Apoptozda ekstrinsik ve intrinsik olmak iizere 2 ana yolak tanimlanmistir.
Ekstrinsik yolda 6liim reseptdrlerinin ligasyonu, FADD, kaspaz 8-10 gibi proteinlerin
aktivasyonuna yol agar. Intrinsik yolda ise intraseliiler organeller i¢inde en dnemlisi
mitokondridir. Mitokondride Bax/Bak aktivasyonu dis mitokondrial membranin
gecirgenligini arttirir ve sitokrom C, SMAC7, DIABLO, AIF gibi proapoptotik
faktorlerin artmasina yol acar. Bcl-2 iligkili Bcl2 ve BelxL gibi antiapoptotik proteinler
ise BH3-only proteinleri iligkili Bax ve Bak’1 inhibe ederken IAP direk olarak kaspaz
9’u inhibe eder (13).

Hiicre yasami ve Oliimii arasindaki denge bu proapoptotik ve antiapoptotik
molekiiller arasindaki dengeye baglidir. Apoptozisin tersine nekrozda, hiicrede sisme,
tiim sitoplazmada dejenerasyon vardir, organellerde major degisiklikler olusur, hiicre
biitiinliigli kaybolur. Etkilenen hiicre riiptiire olur ve hiicre igerigi ¢evre dokulara

yayilir. Bunun sonucu olarak da inflamasyon tetiklenir (13).
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Bu iki siire¢ birlikte olabilir veya bir spektrumun iki formu olarak
diisiiniilebilir. Hem apoptozisin hem de nekrozun siddeti, iskeminin siiresi arttikca
artar. Apoptozis enerji gerektiren bir durumdur. ATP cok diistiiglinde nekrotik hiicre
olimii gelisirken, ATP diizeyi daha 1liml1 olarak azaldiginda ise apoptotik hiicre 6liimii

On plana ¢ikar (13).

1.2.2. Parankimal inflamasyon

Inlamatuar cevap ABY’de ©6nemli rol oynar. Inflamasyon endotel
disfonksiyonu ile baslar ve iskemik proksimal tiibiilde ¢cok sayida gii¢lii medyatoriin
tiretilmesiyle daha da artar ve bu maladaptif cevap olarak adlandirilabilir. Bunlar
proinflamatuar sitokinleri (TNF alfa, IL1-IL6, TGF-beta) ve kemotaktik sitokinleri
(MCP-1, IL-8 ve RANKES)’1 kapsar. Toll like reseptor 2 (TLR2), proinflamatuar
cevabin 6nemli bir komponentidir. TLR2’nin gen ekspresyonu Onlenirse, iskemiye
bagli renal disfonksiyon, notrofil akiimiilasyonu, tiibiiler apopitozis, MCP-1, TNF-
alfa, IL-1 ve IL-6 indiiksiyonu inhibe edilir. BNP-7, iskemik ATN’de indiiklenir,
MCP-1, IL 1,IL-6, IL-8 seviyelerini azaltarak bobregi koruyucu rol oynar (13).

Baz1 10kosit alt tipleri, notrofiller, postiskemik bobrekte birikir. Notrofil
fonksiyonunda azalma ya da blokajin iskemiye karsit koruyucu etkisi oldugu bazi
caligmalarda gdsterilmistir. Th2 hiicrelerinin koruyucu, Thl hiicrelerinin zararh
olabilecegi ile ilgili ¢cok net olmayan c¢alismalar mevcuttur. B hiicre ile ilgili
calismalarda da, B hiicre eksikligi olan farelerde iskemik ABY’ye karsi koruma
saglandig1 gosterilmistir. Kompleman sisteminin aktivasyonu son yillarda ABY igin
dikkat ¢ekici bir konudur. C5a giiclii bir kemoatraktandir ve inflamasyonu gii¢lendirir.
Normalde bobrekte proksimal tiibiil hiicrelerinde CS5a eksprese edilir. Ancak
iskemi/reperfuzyon ve sepsis gibi durumlarda ekspresyonu daha da artar. C5a reseptor
antagonistlerinin iskemik ABY’yi azalttigina yonelik deneysel caligmalar devam

etmektedir (13).

1.2.3. iyilesme ve Yenilenme

Hasarsiz kalan renal tiibiil hiicreleri, yenilenme kabiliyetine sahiptir. Daha
onceki c¢alismalarda, yeni hiicrelerin saglam kalan proksimal tiibiil hiicrelerinden
olustugu gosterilmesine ragmen, daha sonra kemik iligi hiicreleri, hematopoetik kok

hiicreler, mezenkimal kok hiicrelerden olustugunu gosteren ¢alismalar yayinlanmaistir.
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Dediferansiye epitelyum hiicrelerinin ortaya ¢ikisi, iyilesmenin habercisidir. Hiicreler,
IGF-1, hepatosit biiyiime faktorii ve FGF gibi biiyiime faktorlerini kodlayan genler
upregiile olur. Hiicreler, noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM) ve osteopontin gibi
farklilasma faktorleri eksprese eder. Bu durum, normal epitelyum hiicrelerinin
olusumu tamamlanana kadar devam eder. Intrauterin fazda bobrek gelisimi igin gerekli
olan Ets-1 ve Wnt-4 gibi faktorler ABY nin iyilesme doneminde ciddi olarak artar
(13).

Ancak ABY’de iyilesme bazen maladaptif olur. Inkomplet tiibiiler iyilesme,
persistan inflamasyon, fibroblastlarin proliferasyonu, asirt ektraselliiler matriks
depolanmasi olabilir. Peritiibiiler damarlarin kaybedilmesinden kaynaklanan hipoksi,
makrofajlarin  kronik aktivasyonu gibi bagisiklik sisteminin bozulmasindan
kaynaklanan pek ¢ok faktor rol oynarlar. Epitelyal hiicresi hayatta kalmaya calistikca
TGF-B 1 ve konnektif doku biiylime faktorii gibi profibrotik faktorler tiretilir. Siddetli
bobrek hasarinda hiicre G2/M fazinda kalir. Bu fazda kalmasi, JNK sinyalinin
aktivasyonu yolu ile TGF-B 1lve konnektif doku biiylime faktOriiniin lretimini
kolaylastirir. Bu durum fibrogenezi aktive ederek uzamis fibroblast aktivasyonu ve

fibrozise neden olur (13).

1.2.4. Septik Sokta ABY

Yogun bakim iinitelerinde siktir, mortalite ve morbiditenin 6nemli bir
nedenidir. Septik soka bagli ABY 'nin hemodinamik oldugu kabul edilir ve bu nedenle
tedavide perflizyon basinci ve renal kan akimi arttirilmaya ¢alisilir. Ancak
biyopsilerde sadece hipoperfuzyona baglh tiibiiler nekroz goriilmez, beraberinde
kapiller 16kosit infiltrasyonu ve epitelyal hiicre apoptozu da goriiliir. Lipopolisakkarit,
bakteriyel duvarin bir komponenti, aynt zamanda bilinen bir endotoksindir ve septik
sokun major sebebidir. Hem direk hem sistemik yolla sitokin salinimini uyararak
tiibiiler hiicre apoptozu yaparak ABY olusturur. Kaspaz inhibisyonu apoptotik hiicre
Olimiinii onler ve inflamasyonu azaltir. GSK3-B, endotoksemiyi aktive eder ve
ABY’ye katkida bulunur. Farelerde GSK3-B inhibisyonunun endotoksemiye bagli
apoptozisi Onledigi gosterilmistir. Sepsiste epitelyal hiicre hasarinin yaninda

endotelyal hiicre hasar1 da olusur.
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Endotelyal hiicre hasari, mikrovaskuler akimi bozar, hipoksi ve iskemi,
epitelyal hiicre hasarina neden olur. Ayni1 zamanda vaskiiler permeabiliteyi arttirarak
glomeriiler filtratin geri akimina yol agar, bu da inflamasyonu arttirir, ayn1 zamanda
GFH’yi azaltir. Gram negatif sepsiste lipopolisakkarit yaninda TNF-alfa 1 reseptorii
kaspaz 8 aktivasyonu yaparak apoptoza neden olur. Teorik olarak sitokinlerin
dolasimdan uzaklastirilmasi, sitokin supresyonu ve antiapoptotik medyatorlerin

verilmesi organ fonksiyonu korur ancak pratik uygulamada faydalar1 net degildir (13).

1.2.5. Toksik Renal Hasar

laglar, pigmentler (hemoglobin, myoglobin) ve IV kontrast ajanlar apoptoza
neden olarak toksik ABY’ye neden olur. Sisplatin hem ABY’ ye hem KBY ’ye neden
olan bir kemoterapotik ajandir. Tiibiiler epitelyal hiicre toksisitesi, renal mikrovaskiiler
vazokonstriiksiyon ve inflamasyon sisplatinin neden oldugu ABY ’ye katkida bulunur.
ABY riski, plazma platinum diizeyinin artmasi ile, ek nefrotoksik ajanlarin kullanimi
ile, daha Once ayni ilacin kullanimi ile ve dnceden bilinen KBY varsa artar. Sisplatin
primer olarak proksimal tiibiiliin S3 segmenti ve distal tiibiilde hasarlanma olusturarak
GFH’de azalma olusturur. Apoptozu indiikleyen hiicre i¢i olaylar indiikler. Ayrica
hem proinflamatuvar sitokinleri hem de kemokinleri aktive eder. TNF-alfa iligkili
inflamasyon sisplatin ile aktive edildiginden, fare deneylerinde TNF alfa inhibisyonu,
sisplatinin indiikledigi renal disfonksiyonu ve apoptozisi diizeltir. Normalde viicutta
tespit edilemeyen ve timor siipresor molekiil olan pS3 sisplatin tedavisi ile ciddi olarak
artar. Bu molekiil kaspaz aktivasyonu yaparak apoptozu indiikler ve ABY’ye katkida
bulunur. ABY’ye katkida bulunan diger etkileri hiicre siklus proteinlerinin
ekspresyonunu degistirmek, mitokondrial hasar olusumu, reaktif oksijen {riinlerini
artirmasidir (13).

Myoglobin normalde glomeriillerden serbestge filtre olur. Ancak renal tiibiile
cok miktarda myoglobin girdigi zaman Tamm-Horsfall proteini ile etkilesir ve ¢oker.
Asidik idrar bu olayr daha da kolaylastirir. Ozellikle distal tiibiilde tiibiiler
obstriiksiyon olusur. Kas ve bobrek epitelyal hiicrelerde hasarlanma ile ortaya ¢ikan
reaktif oksijen iiriinleri myoglobinde bulunan ferrdz oksiti (Fe*?) ferrik oksite (Fe*)’e
dontstiiriir. Hem hem pargalari, hem de olusan serbest hidroksil radikalleri 6zelikle

proksimal tiibiilde direk tiibiiler toksistesinin 6nemli pargalaridir (13).
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Kontrasta bagli ABY ise birkag¢ yolla olusur. Kontrast madde hemodinamik
etkileri ile, reaktif oksijen Uriinleri ve serbest radikallerin etkileri ve direk tiibiiler hiicre
toksisitesi yaparak kontrast nefropati olusturur.

Sonug olarak ABH, farkli etyolojik nedenlerle ortaya ¢ikabilen, fizyopatolojisi
karigik, heniiz tam olarak anlagilamamis bir siirectir. Etyolojik faktoriin biran 6nce

belirlenmesi ve diizeltilmesi kalici renal hasar1 6nleme agisindan yararlidir (13).
1.3. iskemi/Reperfiizyon

1.3.1. iskemi

Iskemi organin bir kismimin ya da tamaminin kanla beslenmesinin kesilmesine
veya otoregiilasyonu bozacak sekilde azalmasina bagli olarak dokunun
perflizyonundaki yetersizlik sonucu dokularin ve organlarin oksijenden yoksun
kalmas1 olarak tanimlanir (16). Iskeminin siiresi ve siddetine bagl olarak organ ya
tamamen iyilesecek ya da kritik iskemi siiresi asilir agilmaz hasara ugrayacaktir.
Insanlarda kritik iskemi siiresi, viicut sicakliginda beyin icin olan birka¢ dakikadan
bobrek icin olan 30 dakikaya kadar degisebilmektedir (17).

Iskemi tarafindan indiiklenen ilk degisiklik azalmis oksijen tasinmasi ve
sunumu ile iligkilidir. Azalmis O2 seviyesi aerobikten (TCA siklusu ile 1 molekiil
glikozdan 36 molekiil ATP iiretimi) anaerobik glikoz metabolizmasina (Laktat sentezi
ile 1 molekiil glikozdan 2 molekiil ATP iiretimi) gecise sebep olacaktir (18). ATP
tiretimi azaldig1 halde kullaniminin devami AMP ve adenozin birikimine yol agar.
Adenozin ise hiicre disina diffuze olduktan sonra parcalanarak hipoksantine doniisiir.
Yani iskemi sonrasinda dokuda ATP’nin yikimlanmas: ksantin ve hipoksantin
birikiminin yam1 sira ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO)
doniistimiine de sebep olur. Normalde hipoksantin metabolize olarak {irik asite
doniisiir ve burada elektron alicisi NAD+’dir (nikotinamid adenin dintikleotid’in
okside formu) (19). Fakat iskemiden kaynakli oksijen azlig1 nedeniyle KDH, KO’a
dontistiigiinden hipoksantin KO tarafindan iirik asite doniistiiriiliir ve buradaki
elektron alicis1 molekiiler oksijendir (20). Aerobik metabolizmanin siirdiiriilememesi
sonucu kullanilmaya baslayan anaerobik metabolizma aerobik dokularin oksijen
talebini karsilamak i¢in yetersizdir ve oksijen eksikligi elektron transfer zincirinin

inhibisyonu ile saglanan mitokondriyal membran potansiyelini korumak i¢cin ATP
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sentaz F1F0’1in tersine donmesiyle (ATP’yi sentezlemek yerine hidrolize ederek)
mitokondrilerde ATP tiiketimini daha da artirir (21). Bu yiizden hiicre i¢i ATP seviyesi
hizlica diisecektir ve bu diisiis dogrudan iskemi siireciyle baglantilidir. Buna ilaveten
laktat bagimli ATP iiretimi kan akis1 tarafindan gotiiriilemeyecek kadar laktatin hiicre
icinin yani1 sira hiicreler arasinda da birikimine sebep olur ve hiicre i¢i asidoza yol agar.
Hem hiicre i¢i pH’nin hemde ATP seviyelerinin diismesi: I) Lizozom membranini
destabilize edecek ki bu durumda hiicre yapisinin bozulmasina yol acarak cesitli
hidrolazlar sizacaktir (22), II) iyonik pompalari, 6zelliklede sodyum/potasyum
ATPaz’1 inhibe edecek (23, 24), bu yolla elektrolit homeostazisini bozarak yogun
sodyum iyonu ve su girisi olacak ve 6deme yol acacaktir (18) (Sekil 3).

Hiicre i¢i sodyum seviyesi protonu hiicre disina sodyum iyonunu hiicre igine
alan sodyum/hidrojen degistiricisinin aksiyonuyla daha da artirilir bu da hiicre i¢i
pH’y1 diizeltmek igin bir girisimdir (25) (Sekil 3). Sodyum iyonlar1 hiicre i¢inde
toplandik¢a sodyum/kalsiyum antiportu kalsiyumu hiicre digina pompalamayi birakir
ve ters yonde calismaya baglar. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesi, ATP kaybindan dolay1
kalsiyumun endoplazmik retikulumun icerisine geri alinimiyla daha da artirilir (26).
Bu fenomenlerin hepsi birlikte, iskemik faz sirasinda diisiik pH seviyesi tarafindan
inhibe edilen ama reperfiizyondaki pH normalizasyonuyla aktive olacak olan calpain
gibi kalsiyum bagimli proteazlarin aktivasyonlarini atesleyerek bir kalsiyum asiri
yiiklemesi ortaya cikarir (27). Artmis hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum seviyeleri
kalsiyumun agir1 yliklemesine yol agarak mitokondrilerin kalsiyumu mitokondriyal
matrikste alikoymalarina sebep olur. Mitokondriyal kalsiyum asir1 yiiklemesi sitokrom
c¢’nin mitokondriyal i¢ membrandan uzaklastirilmasini artirarak iskemi sirasinda
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimine dogrudan miidahil olur. Bu durum 2 agamali
mitokondriyal gegis porlarinin (mPTP) agilmasindaki sitokrom c salinimu siirecinin ilk
basamagidir (28). Fizyolojik pH’da asir1 mitokondriyal kalsiyum mPTP acilimiyla,
hiicre 6liimii ve apoptozis ile baglantili bir olaydir (29). Iskemi sirasinda kalsiyum
indiiklii mPTP ag¢ilmas: diisiik hiicre i¢i pH tarafindan engellenir ama bu reperfiizyona
bagli olarak pH degerleri normale déndiigii zaman meydana gelecektir (29). Iskemi ve
kalsiyum agir1 yiiklenmesi mPTP’yi agilmaya kars1 hassaslagtirir (Sekil 3).

Hipoksi sirasinda, reperflizyon sonrasina kiyasla diisiik miktarda reaktif

oksijen tiirleri (ROT) fretilir. Hipoksi esnasinda; sitokromlarin  redoks
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rediiksiyonunun onlarin oksijen’e dogrudan elektron transferi (sizma) yapabilmesine
olanak saglamasiyla (30); tetrahidrobiopterin ve oksijen varliginda NO iiretmek icin
arjinin’i rediikte eden nitrik oksit (NO) sentaz1 ayirmasiyla (31); Ksantin oksidaz ve
NADPH aktivasyonlariyla ROT iiretilir (32). Oksidatif stres ayrica siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesindeki
hipoksiye bagli azalmayla da artirilir(32,33). Tiim bunlara ragmen iskemi sirasinda
reperfiizyon sonrasinda gézlenene kiyasla ¢cok az hiicre kaybi vardir (In vitro iskeminin
uygulanmasindan 1 ve 4 saat sonra kardiyomyositlerin sirasiyla %4 ve %]17’si
canliligin1 vyitirdigi, kiyaslanacak olursa 1 saatlik iskemiyi takiben 3 saatlik

reperfiizyon sonrasinda canliligini yitirme oraninin %73 oldugu bildirilmistir) (34).
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Sekil 3. iskeminin sonuglar1 sematize edilmis hali (16).

1.3.2. Reperfiizyon

Kan akisimnin restore edilmesine bagli olarak, ekstraselliiler alanin normale
degisimi ile oksijen seviyeleri hizl1 bir sekilde yiikselir ve ekstraselliiler pH hizli bir

sekilde normalize edilir. Celigkili bir bigimde normaliteye olan bu hizli doniisler
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iskemiye maruz kalan hiicreler i¢in zararlidir. Yukarida da bahsedildigi iizere iskemi
sonunda hiicreler, diisiik hiicre i¢i pH, kalsiyumun indiikklemis oldugu bir
mitokondriyal hasar (mPTP hassasiyeti), antioksidan savunmanin diisiik regiilasyonu
ve elektron transfer zincirinin sitokrom C kompleks IV’iin inhibisyonu durumundadir
(Sekil 4). Organ reperfiize edildigi zaman hiicre dist pH’nin fizyolojik degerlere ani
doniisii, birden sodyum/hidrojen degisimini ve yogun sodyum akinini tetikleyen ve
plazma membrani boyunca uzanan hidrojen gradyani olusturur (26). Hiicre i¢i sodyum
igeriginin bu ilave artis1 iskemi sirasinda mPTP’lerin agilmasi ve kalpainlerin
aktivasyonuna coktan hazir ettigi sitoplazmik ve mitokondriyal kalsiyum agiri
yiiklenmesinin devam etmesine yol acarak sodyum/kalsiyum degistiricisini ters
cevirecektir.

Hiicre i¢i pH’ nin reperfiizyona bagli normallesmesi kalpainleri aktive edecektir
ve mPTP’nin agilisina istirak edecektir. Kalpainler aktive oldugu zaman yapisal
bozukluklar, mitokondriyal disfonksiyon ve degismis kalsiyum islenmesine yol agarak
proteinleri hedef alirlar (27). En nihayetinde kalpainlerin aktivasyonu hiicre 6liimiine
yol agar. Normoksiye hizl1 doniis iskemi sirasinda gerceklesen kompleks IV’iin ATP
inhibisyonunda kayip (35) ve antioksidan savunmada rediiksiyonla (32, 33) ilgili
olarak biiyiik bir ROT patlamasina yol agacaktir. ROT membran, lipid ve DNA gibi
makromolekiillere zarar verecektir. Bununla birlikte, ROT patlamast ve yiiksek
mitokondriyal kalsiyum igerigi i¢ mitokondriyal membranda bir por olusturarak mPTP
acilmasimi tetikleyecektir (17). Bu por, dis mitokondriyal membranda riiptiirii
indiikleyecek olan sismeye sebep olan su ve ¢oziiciiniin (<1.5 kDa) mitokondriyal
matrikse girmesine olanak saglar (29). Bu riiptiirle sitokrom C salinir ve pro-apoptotik
kaspaz 3’lin aktive adildigi yer olan sitozola yayilir (18). mPTP’nin agilmas1 ATP
sentaz itici giiclinii ortadan kaldirarak i¢ membranin her iki tarafindaki Na+
konsantrasyonunu esitler (36).

Bir kez acildiginda mPTP bir dizi bagimsiz ve fazlalik mekanizmalar yoluyla
hizl1 hiicre 6liimiine yol agar (apoptozis, nekroz ve otofaji). Apoptozis veya programli
hiicre oliimii; ATP gerektirir ve yangiyr indiiklemeksizin tam bir hiicresel
eliminasyona yol agarken, nekroz; hiicrenin sismesi, plazma membraninin bozulmasi
ve yangiya yol agan hiicre i¢i komponentlerin sizdirilmasi tarafindan diizenlenir (37).

Otofaji ise hiicre i¢i kiimelerin ve organellerin toptan uzaklastirilmasinin
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mekanizmasidir ve besin kisitlamasi olan sartlar altinda enerji iiretici substratlar saglar
(38). Iskemi sirasindaki otofaji aktivasyonu dokuyu koruyorken, reperfiizyondan sonra
ise zararli gibi goziikmektedir (39). /R sonrasi apoptozisin goriilme orani
nekrozunkinden daha diisiiktiir ve post-iskemik hiicrelerde goriilen hiicre 6liimii yolagi
onlarin reperfiizyon sonrasindaki enerji durumlarma bagliymis gibi goriinmektedir

(40).
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Sekil 4. Iskemi ve Reperfiizyonun sonuclari sematize edilmis hali (16).

1.3.3.iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Iskemi/reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisi ile alakali ¢ok farkli faktorler 5ne
stiriilmiistiir. Bunlar birbiriyle de yogun sekilde baglantili olan bir dizi hiicresel ve

humoral olaylardir. Bunlarin bazilar1 asagidaki basliklar altinda belirtilmistir.
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1.3.3.1. Bobrek’te Iskemi-Reperfiizyonun Hiicresel ve Dokusal Bazda
Etkileri

Daha 6ncede bahsedildigi tizere tiim hiicreler hipoksik sartlara karsi bir yanit
verirler, fakat bu hiicreler oksijen eksikligine ayn1 derecede hassasiyete sahip
degillerdir. Bu yiizden I/R’a kars1 organa spesifik bir hassasiyet vardir (17). Bu durum
ayrica ayni organ icerisinde de gecerlidir. Baz1 hiicreler digerlerine kiyasla hipoksiye
kars1 daha fazla dayanikli olabilirler. Bobrek tiibiiler epitelyal hiicrelerin ¢oklu tipleri,
glomeruiiler hiicreler ve intersitisyal hiicreler gibi 26’dan fazla farkl tip hiicreden
olugmustur (41). Endotelyal hiicrelerin farkl: alt tiplerini kapsamadigindan dolay1 bu
say1 azdir. I/R hasarma karisan esas bobrek hiicre tipleri endotelyal hiicreler ve tiibiiler
epitelyal hiicrelerdir.

Endotelyal hiicreler: Endotelyal hiicreler biitlin organ iskemi ve reperfiizyonu
sirasinda ki hasara maruz kalan ilk hiicre tipidir, kismi deniidasyona (¢iplaklagma-
asinma) yol agar. Buna ilaveten I/R vazokonstriksiyon ve yaninda hipoksi tarafindan
diizenlenen vazoaktif genlerin ekspresyonu gibi bir dizi endotelyum-bagimli etkilere
sebep olur (42). Bu genlerin ekspresyonlarindaki modifikasyonlar organin
tyilesmesini ve iskemi sonrasindaki sonuglar1 dogrudan etkiler.

Epitelyal hiicreler: Renal parankimal oksijenizasyon en yiiksek seviye
korteks, orta seviye medulla ve en diisiik seviye papillalar olarak derecelendirilmistir
(43). Sonug olarak, her bir bobrek alanindaki epitelyal hiicreler, onlarin kendi mikro
ortamlarindaki oksijenizasyon seviyeside gorevlerini yerine getirmek i¢in en iyi
sekilde uyum saglarlar (42). Renal epitelyal hiicrelerin laktat sentezleme kapasitesi bir
sican nefronunda homojen degildir, laktat iiretimi sadece distal segmentlerde yapilir,
proksimal tiibiillerde yapilmaz (44). Kortikal epitelyal hiicreler esas olarak kisa ve
uzun zincirli yag asitlerinin, laktatin, ketonlarin ve aminoasitlerin O2 bagimlh
metabolizmalarin1  kullanirlar.  Medulla’nin  dis tarafindaki hiicreler stiksinati
metabolize ederler ve oksijen seviyesi diistiigli zaman bu hiicreler O2 bagimli laktat
ve glikoz metabolizmalarma degisebilir (45). I¢ medulla ise agirlikli olarak anaerobik
glikolizis yoluyla ATP iiretmek i¢in glikozu kullanir. Bu yilizden renal epitelyal
hiicrelerin iskemiye kars1t hassasiyeti onlarin bobrek igerisindeki yerlesimlerine
baglidir (42). D1s korteks yiiksek bir O2 rezervine sahiptir ve bu yiizden, eger iskemi

stiresi kisa olursa bu bolgedeki hiicreler nispeten korunur. Dig medullanin epitelyal
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hiicreleri ise hipoksi’ye en dayaniksiz olanlardir ¢iinkii bunlar normal bobrekte anoksi
simirinda calisirlar ve reabsorbsiyon gorevlerini yerine getirebilmek ic¢in yiiksek
metabolik hiza sahiptirler (46). Papillar epitelyal hiicreler esas olarak hipoksik bolgede
bulunurlar ve bunlar kisa siireli iskemi sirasinda anaerobik metabolizmayla
yasamlarini siirdiirebilirler. Uzatilmig sicak iskemi ile en nihayetinde tiim bdbrek

bolgeleri etkilenir.

1.3.3.2. iskemi Reperfiizyonun Organ Seviyesinde Etkileri

Ustte belirtildigi gibi, reperfiizyon tarafindan takip edilen uzatilmis bir
iskeminin tiim bobrek hiicre tiplerinde apoptozis veya nekroz yoluyla kayba yol
acacag1 agiktir.

Bu hiicreler bastaki temsillerini kaybederler. Eger iskemi c¢ok siddetliyse,
organ baslangingtaki hasar1 iyilestiremeyecektir. Fakat iskemi subletal ise
baslangigtaki hiicre kayb1 ABH nin (akut bébrek hasari) olusumuna katilir fakat I/R
sonrast birkag saat ile giinler arasinda degisebilen siirecte meydana gelen bazi hiicresel
olaylar ABH’ nin siddetini sartlandirarak ilk I/R travmasini ve uzun vadeli sonuglari
uzatir. Iskemik ABH akut tiibiiler nekroz, azalmis glomeriilar filtrasyon hizi ve artmus
serum kreatinin veya sistatin C veya oligoiiriyle alakalidir (47). Buna artmis bir bazal
renal vazkiiler ton, renal damarlasmanin otoregiilator kabiliyetinde azalma, anormal
renal vazkiiler aktivite ve tiibliler obstriiksiyon ile alakali olan glomerular filtrasyon
basincinin asirihigi tarafindan eslik edilir (48). Toplam renal kan akist baslangictaki
iskemik travmayi takiben %30-70 civarinda azalir (49). Bu fonksiyon bozukluklarinin
altinda yatan mekanizmalar asagida incelenmistir.

Vaskiiler hasar: Vaskiiler hasarlar I/R nin hemodinamik sonuclarinda temel
bir rol oynar. Apoptozis ve nekrozu indiiklemesinin yaninda, I/R endotelyal hiicrelerin
sismesine (kapillar liimenini daraltarak), glikokalikslerin kaybina, aktin hiicre
iskeletinin bozulmasina, endotelyal hiicre-hiicre temasinin degismesine ve artmis
mikrovaskiiler permeabiliteyle intersitisyumdaki siv1 kaybina yol acarak perivaskiiler
matriksin yikilmasma sebep olur (50). Dahasi, I/R ayrica yasamaya devam eden
hiicrelerdeki cesitli endotelyal kokenli proteinlerin seviyelerinin ekspresyonunda
modifikasyonlar1 indiikler (51). Bilhassa I/R, vazokonstriktor maddelerin endotelyal

tretimini indiikleyerek vazokonstriksiyonu destekler (platelet-derived biiyilime
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faktorii-B ve Endotelin-1) (51). Vazokonstriksiyon reperfiizyonda eNOS proteininin
down-regiilasyonu ve hasarli endotel tarafindan iiretilen diger vazodilatator maddeler
ile alakali azalmis NO {iretimi tarafindan giig¢lendirilir (48). Dahasi, arterioller
iskemiden sonra Anjiyotensin II, Tromboksan A2, prostaglandin H2, Lokotrienler C4
ve D4 ve adenozin de dahil endojen vazokonstriktorlere karsi artmis reaktivite
gosterirler (52). /R ve azalmig endotelyal NO iiretimi endotelyal plazma
membranindaki adhezyon molekiillerini [interselliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-
1), vaskiiler adhezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve P- ve E- selektin gibi] indiikleyerek
endotelyal hiicreleri aktive edeceklerdir (53). Endotelyal aktivasyon kapillar
konjesyonu ve geri akis yokluk fenomenini tesvik ederek plateletlerin ve polimorf
¢ekirdekli nétrofillerin tutunmasini artirir (52). Bu vazomotor bozukluklar azalmis
bobrek kan akisi ve glomerular filtrasyon hizindan sorumlu olmalarinin yanisira
epitelyal hiicre hasarin1 artirarak bobregin bazi bdlgelerinde hipoksi siiresinin
uzamasindan da sorumlulardir (45).

Epitelyal hasar: Renal I/R, hiicre iskeleti biitiinliigiiniin hizli bir sekilde kaybi
ve proksimal tiibiiliin fir¢a sinirinin dokiilmesiyle epitelyal hiicre polaritesi, adhezyon
molekiillerinin yanlis lokalizasyonlar: (integrinler) ve sodyum/potasyum ATPaz gibi
diger membran proteinleri, apoptozis ve nekroz ile sonuglanir (54). Bu degisiklikler
liimeni tikayarak ve intratiibiiler basinci artirarak epitelyal hiicre deskuamasyonunu
(bazal membran maruz kalir) (54) ve dokiilmelerin ortaya belirmesini (tiibiilde
hiicresel enkazin kiimelenmeleri) tesvik eder. Her iki durumda filtratin geri sizmasina
ve bozulmus iyon reabsorbsiyonuna yol acar. Tiibliler obstriiksiyon ayrica
reperfiizyona bagli GFH nin azalmasina da miidahil olacaktir. Bunun yaninda hasarli
proksimal tiibiiller makula densanin distal nefrondaki yiikselmis ¢oziicii seviyesini
hassaslastirmasina ve tiibiilo-glomeriiler geri beslemeyi tetiklemesine sebep olarak
sodyumu diizgiin sekilde reabsorbe edemeyecektir (55). Muhtemelen bu geri besleme
GFH’yi azaltmaktan 6te pre-glomeriiler arteryel konstriksiyonu destekler (45).

Yangy/ immun sistem: Steril yangi, hem dogal hem kazanilmis immun sistem
ve kompleman aktivasyonu I/R hasarina miidahil olur (56). Kisaca vaskiiler ve
epitelyal hasarlar hiicre nekrozundan sonra intraselliiler faktorlerin salinimina bagh
olan yangiy1 tetikler (57). Vaskiiler hasar ayrica endotelyal hiicre aktivasyonuna ve

16kositlerin toplanmasina karisirken, epitelyal hasar dogal bagisiklik sistemini aktive
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ederek epitelyal hiicrelerin pro-inflamatuvar ve kemotaktik sitokinleri (TNFa , ILB1,
IL6, ILS...) salmasina miidahil olur (57) . Dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonu non
antijenik spesifik bir durumda I/R hasarina verilen erken yanittan sorumludur.
Gergekten de nétrofiller, monositler/makrofajlar, dendridik hiicreler ve T hiicreleri
iskemik akut bobrek hasarinin ve tamiratinin 6nemli destekleyicileridir. Endotelyuma
yapismis ndtrofiller tarafindan proteazlar, myeloperoksidaz, reaktif oksijen tiirleri ve
sitokinler Uretilecektir ki bu durum, vaskiiler permeabiliteyi artirmanin yaninda
tiibiiler epitelyal ve endotelyal biitiinliigli azaltmak suretiyle bobrek hasarinin artigina
sebep olacaktir (58).

Koagiilasyon: Endotelyal hiicre aktivasyonu trombosit aggregasyonunu ve
koagiilasyon basamaklarinin aktivasyonuna ve yangiya yol agacak aktivasyonu
destekler (59). Koagiilasyon basamaklar1 siireciyle siki bir sekilde baglantilidir.
Ozellikle iskemi sirasinda hasar gormiis vazkiiler alan tarafindan anormal doku
faktoriiniin (TF) ekspresyonu aktif trombinin (Faktor Ila) iiretiminden sorumludur.
Trombin, koagiilasyon basamaklarindaki roliine ilaveten hiicresel siiregler lizerine de
direk etkiye sahiptir. Aktif trombin kalsiyum homeostazisini ve de glomertiler
epitelyal hiicrelerden pro-fibrotik faktérlerin ekspresyonunu diizenler (60). Trombin
ayrica vaskiiler permeabiliteyi artirarak ve monositler/makrofajlar, endotelyal hiicreler
ve notrofillerin aktivasyonunu destekleyerek parankimdeki yangi hiicrelerinin
retensiyonunu destekler. Trombin, Xa ve VIla faktorleri pro-inflamatuvar ve pro-
fibrotik faktorleri indiikleyen proteaz aktif reseptorlerin (PAR) aktivatorleridirler
(61,62). PAR aktivasyonu vazokonstriksiyon ve glomerular filtrasyon oraninda
azalmayla baglantilandirilmistir (63). Koagiilasyon basamaklarinin inhibisyonunun
kalp (64, 65), akcigerler (66) ve bobrekte (67, 68) iskemi reperfiizyon sonrasi faydali
oldugu rapor edilmistir. Yapilan pek ¢ok caligma farkli anti-koagiilant 6zellikteki
maddelerin I/R hasar1 iizerinde zayiflatici, iyilestirici etkisi oldugunu ortaya

koymustur (64,69).

1.3.3.3. Hasarin Tespitinde Kullanilan Baz1 Yontemler

I/R hasarindan sonra bdbrekte olan patolojik degisikliklerin tespitinde ve
siddetinin belirlenmesinde farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari

asagida siralanmistir. Bobrek fonksiyon analizleri: Genellikle bobrek fonksiyon

30



analizleri BUN(Blood urea nitrogen/ kan iire nitrojen) ve CR (creatinin/kreatinin)
seviyeleri incelenerek yapilir.

Histopatolojik degerlendirmeler: Farkli boyalar kullanilarak hazirlanan
preparatlar tiibiiler nekrozun derecesi, hemoraji, kast olusumu, endotelyal ve epitelyal
hasar, vaskiiler hasar, yangi hiicrelerinin infiltrasyonu ve koagiilsayon gibi pek ¢ok
parametre ile degerlendirilmektedir. Bunun disinda bazi 6zel yontemlerle boyanan
preparatlar ‘apoptozis’ bakimindan da incelenerek hasarin siddeti ve olusturdugu etki
belirlenebilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) seviyelerinin 6l¢iimii: MDA, GSH-Px ve
Katalaz aktiviteleri Olclilerek ROT {iretiminin seviyesi hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir. Tiim bunlarin disinda gen susturulmasi yontemleri ile tasarlanan
calismalarda ilgili genin ekspresyonunun 6l¢iimiine izin veren analizler (Ornegin:
western blot) araciligi ile de 6lgiimler yapilabilmektedir.

Bobrekte de diger organlarda oldugu gibi iskemi/reperfiizyon hasarinin bazi
noktalar1 halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Hasarin Onlenmesine ve
tedavisine yonelik farkli yaklasimlar elde etmeyi amaglayan ¢aligmalar halen devam
etmektedir. Giiniimiizde halen ‘antioksidanlar’ I/R hasarma kars1 kullanilan en etkili
yontemlerdir. Endojen ve eksojen pek cok kaynagi olan, farkli ¢aylardan meyve-
sebzelere kadar bir¢ok besinin igerisinde bolca bulunan bu antioksidanlar ROT un
olusumunu ve meydana getirdikleri hasar1 Onleyerek detoksifikasyonu saglarken
genellikle su dort yolla etkilerini gdstermektedirler.

1. Siipiiriicii mekanizma; ROT iizerine etki edilerek onlarin baglanip tutulmasi
ve/veya yok edilmesine bagli mekanizmadir. Genellikle antioksidan enzimleri ve
kiiciik molekiillerin etki mekanizmasidir (70, 71).

2. ROT inaktivasyonu; etkilesim sonras1t ROT’e bir “hidrojen” ilavesiyle
onlarin  aktifliklerinin  diigtiriilmesi  veya  “inaktif” hale doniistiiriilmesi
mekanizmasidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptir (72).

3. ROT’u baglayarak zincirlerinin kirilmast ve fonksiyonlar1 {izerine
engelleyici etkinin ortaya ¢ikmasina dayali mekanizmadir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller bu sekilde etki gosterirler (73).

4. Serbest radikallerin ortaya ¢ikardigi hasarin tamiri seklinde bir telafi etkisi

gosterirler (73).
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1.4. Oksidan Sistem

Normal fizyolojik kosullarda, hiicrelerde stirekli olusan reaktif oksijen tiirleri
(ROT) ile onlarla etkilesime gecen antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Bu
dengenin ROT lehine bozulmasi yani hiicrede siiperoksit radikallerinin birikmesi ya
da endojen savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi oksidatif stres olarak tanimlanir
(74). Serbest radikaller organizmada molekiiler diizeyde bircok etkiye neden olur.
ROT’da artis hiicre i¢in toksiktir ve hiicrede proteinleri, lipidleri ve niikleik asitleri
hasara ugratarak hiicre i¢i sinyal yolaklarini bozar (75).

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
iceren molekiiler yapilar olarak tanimlanir. Bu molekiiller oksijenin kismen
indirgenmesi sonucu olusan kisa Omiirlii ve giiclii oksidan Ozellikte oksijen
metabolitleridir. Bu serbest oksijen radikalleri baska bir radikalle veya radikal
olmayan bir ajanla birlesir. Boylece organizmada molekiiler diizeyde birgok biyolojik
etkiye neden olur. Ekzojen ve endojen serbest radikallerin olusumu engellenemez (76).
Hem metabolik siirecler (hiicresel solunum) hem de cevresel oksidanlarin (ilag
toksisitesi, sigara dumani, ultraviyole radyasyon, hava kirliligi, yogun fiziksel aktivite
ve alkol gibi) etkisi ile siirekli olarak iiretilir (77, 78) (Sekil 5).

Serbest radikaller hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar ile kolayca reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu meydana getirir. Lipid
peroksidayonu yag asidi zincirlerinden hidrojen atomlarinin koparilmasi sonucunda
yag asidi zincirinin bir lipid radikali 6zelligi kazanmasi ile baslar. Lipid radikali daha
sonra bir dizi degisiklige ugrar. Lipid radikallerinin molekiiler oksijenle reaksiyona
girmesi sonucu lipid peroksit radikalleri olusur. Lipit peroksid radikalleri membran
yapisindaki diger yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikalleri olusumuna neden
olur. Bu reaksiyonda ag¢iga ¢ikan hidrojeni lipid peroksit baglayarak lipitperoksitlerine
dontisiirler. Boylece zincirleme bir reaksiyon baglamis olur. Lipid peroksitler
yikildiginda aciga ¢ikan yikim {irlinleri (acrolein, malondialdehit, 4-hidroksinonenal)
biyolojik olarak aktiftir. Bunlar ya hiicrede metabolize edilir ya da hiicrenin diger
boliimlerine hasari yayar (79, 80).

Malondialdehit (MDA), ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonunun ana ve
en ¢ok calisilan tirliniidiir. MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir

gostergesi olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
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gdsterir. In vivo ve in vitro olarak oksidatif stres seviyesini lgmek i¢in 1960’lardan
bu yana bu molekiil degerlendirilmis ve birka¢ yontem gelistirilmistir (81).

MDA, arasidonik asidin ve daha bliyiik ¢oklu doymamis yag asitlerilerin
(PUFA) enzimatik veya enzimatik olmayan yolla ayrismasi sonucu olusan son
tiriindiir. Enzimatik siireclerle MDA iiretimi iyi bilinmektedir. Fakat MDA kimyasal
olarak kararli, ROT’a gore membrandan daha kolay gegebilen, 4-HNE (4-
hydroxynonenal) ve metil-glikoaldan daha az toksik olmasina ragmen, MDA’nin
biyolojik fonksiyonlar1 ve muhtemel doza bagli rolii arastirilmamistir (82). Bazi
calismalar MDA’nin gen ekspresyonunu diizenleyici ve haberci olarak c¢alistigini
gostermistir (83, 84). Ote yandan, enzimatik olmayan islemlerle MDA iiretimi,
potansiyel terapdtik degerlerine ragmen yeterince anlasilmamistir. Cilinkii bu {iriiniin
proteinlerin veya DNA gibi ¢oklu biyomolekiiller ile reaksiyona girme kabiliyeti

yiiksektir (85).

[ EndojenKaynaklar | [ Ekzojen Kaynaklar ]

Mitokondri Ultraviyole 1smnlar
Peroksizomlar p— Iyonize radyasyon
Lipoksijenazlar Sigara ve hava kirliligi

NADPH oksidaz gibi cevresel toksinler
Sitokrom p450 Inflamatuar sitokinler

N

Sekil 5 . Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklar1 (77,78)

1.5. Antioksidan Sistem

Hiicrede lipit, protein ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin serbest
radikaller tarafindan oksidasyonunu Onleyebilen veya geciktirebilen maddelere
antioksidan, bu mekanizmalara ise antioksidan savunma sistemleri denir.
Antioksidanlar serbest radikallere elektron transferi yaparak hiicresel diizeydeki hasari
engellemektedir. Antioksidanlarin dort farklt mekanizmasi vardir. Temizleme etkisi;
serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlarin tutulmasi ya da oksidanlart daha zayif
bir molekiile doniistiirerek  etkisizlestirmedir.  Antioksidan enzimler ve
mikromolekiiller bu yolla etki eder. Baskilama etkisi; Oksidanlara bir hidrojen
aktararak onlar etkisiz hale getirme ya da etkilerinin veya reaksiyon hizlarinin

azaltilmasi. Vitaminler ve flavonoidler ise etkilerini bu yolla gosterirler. Onarma
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etkisi; serbest radikallerin lipiti protein ve DNA gibi yapilarda olusturduklar1 biyolojik
hasarin onarilmasi. Zincir koparma etkisi; serbest oksijen radikallerini baglayarak,
zincirlerini kirip islevlerinin engellenmesi (86) .

Antioksidanlarin bir kismin1 viicut diyetle alirken (enzimatik olmayan) bir
kismint kendisi hiicresel diizeyde (enzimatik olarak) iretir. Viicudun serbest
radikallere kars1 fiirettigi birinci basamak antioksidanlar (enzimatik); katalaz,
siiperoksit dizmutaz ve glutatyon peroksidazdir (87). Saglik acisindan Onemli
enzimatik olmayan antioksidanlar vardir. Bunlar; A, E ve C vitaminleri, sebze, meyve,
baharat, tahillarda yaygin olarak bulunan fenolik maddeler, resveratrol (88) ile
kuersetin (89) ve katesin (90) gibi flavonoidlerdir. Normal fizyolojik kosullarda bu
antioksidanlarin hiicre i¢i seviyeleri ve aktiviteleri arasinda denge vardir. Birgok
calisma, enzimatik antioksidanlarin (SOD, CAT, GPx) ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin (C Vitamini, E Vitamini, karotenoidler, lipoik asit ve digerleri)
oksidatif strese karsi korunmasinda c¢esitli rolleri oldugunu gosterdi (9, 92).

Oksidatif stresin genel bir tanimi, prooksidan-antioksidan dengesinin
prooksidan yoniline kaymasi sonucu potansiyel hiicresel hasarlara yol ag¢masi
durumudur . Bununla birlikte, oksidatif stres durumunun 6l¢iimii, diizeltme ve onarimi
yapan kompleks endojen savunma sistemlerin olmasindan dolayr zor olabilir.
Oksidatif stres, serbest radikal iiretiminin artis1 ve antioksidan savunmanin azalmasi
sonucu olabilir. Bu nedenle, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan
tiketiminin  arastirilmast  antioksidan miktarlarindaki azalis veya onlarin
metabolitlerindeki artisin degerlendirilmesi ile olabilir. Farkli antioksidanlarin serum
veya plazma konsantrasyonlari laboratuvarlarda ayri ayr1 Olgiilebilir. Fakat bu
Ol¢timleri yapmak zaman alic1, yogun is yiikii, pahali ve komplike teknikleri gerektirir.
Farkl1 antioksidan molekiillerini ayr1 ayr1 6lgmek antioksidan etkileri aditif (binisik)
oldugu icin pratik degildir. Bu nedenle total antioksidan kapasite (total antioxidant
capacity= TAC) veya total antioksidan durum (total antioxidant status=TAS) 6l¢iimii

yapilmasi en ¢ok kabul goren yontemdir.
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1.6. Hiicre Zarinin Yapisi ve Hiicre Zar1 Kanallar:

Hiicre zar1 7,5-10 nanometre kalinliginda, ince, kivrilabilir ve elastik yapida
hiicreyi saran bir yapidir. Tamamen lipit ve proteinlerden olusmustur. Bilesimi
yaklasik %55 protein, %25 fofolipit, %13 kolesterol, %4 diger lipitler, ve %3
karbonhidratlardir. Cift katli lipit yapisi olan hiicre zarimin arasina biiyilik globiiler
proteinler serpistirilmistir. Hiicre zarini olusturan lipitler fosfolipitler, sfingolipitler ve
kolesteroldiir. Hiicre zar1 proteinleri iki tiptir bunlar zar1 boydan boya gegenler
(integral proteinler) ve ge¢meyenler yani periferik proteinlerdir. Integral proteinler
cogu su molekiillerinin ve suda eriyen maddelerin 6zelikle iyonlarin hiicre dis1 ve
hiicre i¢i s1v1 arasinda diffiize olmalarini saglayan kanallardan olusur. Bu kanallar bazi

maddelerin digerlerine oranla farkli oranda difiizyonunu saglarlar (14).

1.6.1.Transient Reseptor Potansiyel Kanallar:

Transient Reseptor Potansiyel (TRP) proteini ilk kez 1969 tarihinde uzun siire
1518a maruz birakilmis ve buna bagli olarak gérme bozuklugu olusan Drosophila
melanogaster’ in mutan susunda kesfedilmistir (93).

Transient Reseptor Potansiyel (TRP) proteinleri katyon kanallarimin biiytik
ailesini temsil etmektedir. TRP kanallari, sodyum (Na+), kalsiyum(Ca+2) ve
magnezyum (Mg+2)'a gecirgen olup nonselektif katyon kanallaridir (94). TRP
kanallar1, bobrekte kalsiyum-magnezyum iletimi, kan basincinin regiilasyonu, tat,
koku ve sesin algilanmasi, gen ekspresyonu ve apoptozis gibi onemli hiicresel
stireclerde ve iyon giris ¢ikisi gibi bircok mekanizma da rol oynamaktadir (95, 96). Ek
olarak, TRP kanallari, tek tek hiicrelerin yerel ortamlarindaki degisiklikleri
algilamasini saglar. Bircok TRP kanali, ¢esitli farkli uyaranlar tarafindan etkinlestirilir
ve sinyal entegratorleri olarak iglev gortir.

TRP {ist ailesi yedi alt aileye boliinmiistiir: bes grup 1 TRP (TRPC, TRPV,
TRPM, TRPN, ve TRPA) ve iki grup 2 alt ailesi (TRPP ve TRPML) (97). TRP
kanallarina iligkin son ¢alismalar, bunlarin ¢ok sayida temel hiicre fonksiyonunda yer
aldiklarmi ve bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadiginin kabul
edildigini gostermektedir. Bircok TRP bobrekte nefronun farkli kisimlar1 boyunca
eksprese edilir ve artan kanitlar, bu kanallarin kalitsal ve edinilmis bobrek

bozukluklarinda rol oynadigini gostermektedir (98).
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1.6.1.1 Transient Reseptor Potensiyal Melastatin-2 (TRPM?2)

TRPM alt ailesi, C-terminalindeki sarmal bobinin homoloji dizisine dayali
olarak TRPM1/TRPM3, TRPM2/TRPM8, TRPM4/TRPM5 ve TRPM6/TRPM7
olmak {izere dort cift gruba ayrilir (99). TRPM alt ailesi, hiicresel proliferasyon,
sicaklik algilama, vaskiiler gelisim, norolojik hastaliklar, kanser progresyonu, endotel
disfonksiyonu dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde yer aldig:
icin son yillarda biiytik ilgi gérmiistiir (100).

TRPM2, hematopoietik, endotelyal ve bdobrek hiicreleri dahil olmak {izere
bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilmis (9). TRPM2'nin ¢esitli in vitro ortamlarda hiicre
proliferasyonu ve oksidan kaynakli hiicre Oliimiinde onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (9). Birkag TRP kanali bobrekte eksprese edilirken ve polikistik bobrek
hastalig1 ve fokal segmental glomeriiloskleroz gibi hastalik durumlarinda yer alirken
TRPM2'nin bobrek fizyolojisi veya patofizyolojisindeki rolii heniiz tam olarak
bilinmemektedir (9).

TRPM2 kalsiyum, potasyum ve sodyuma karsi gecirgendir ve oksidan stres,
ADP-riboz (ADPR), TNF-a ve hiicre i¢i kalsiyum tarafindan aktive edilir . Bu
uyaranlarin her biri bobrek iskemisi sirasinda artirdig: tespit edilmistir (9).

Yapilan bir ¢alismada, secilmis TRPM2 delesyonu olan farelerin iskemiye
bagli akut bobrek hasarindan korundugunu bulunmus. Benzer sekilde, TRPM2'nin
farmakolojik inhibisyonu bobrek iskemik hasarini azalttigi gézlenmis (9).

TRPM2, hematopoietik hiicreler de dahil olmak tizere diger hiicre tiplerinde
eksprese edilir (101). TRPM2'nin noétrofillerin, monositlerin ve dendritik hiicrelerin
iltihaplanmaya tepkisini etkiledigi bildirilmistir (101).

Biz bu ¢calismamizda dexmedotimidinin hem bobrek dokusundan hemde serum
orneginden TRPM2 ekspresyonunu ¢aligarak iskemi reperfiizyon hasar1 sonrasi
dexmedotimidinin akut bobrek hasarinda doku ve serum {izerine etkisini incelemeyi

amagladik.

1.6.1.2. Transient Reseptor Potansiyel Ankirin-1 (TRPA1)

TRPA1, memelilerdeki TRPA alt grubunun tek tiyesidir. TRPA'daki "A", bu
kanal proteininin N-terminal alaninda 33 amino asitlik bir motiften olusan "ankirin"

tekrarlarin1 temsil eder. Bu tekrarlar birgok protein icinde yer alir ve protein-protein
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etkilesimlerinde islev goriir; ancak TRPA1'deki bu tekrarlarin diger proteinlerle
etkilesime aracilik edip etmedigi belirsizligini koruyor. Elektrofil etkisi ve yapisal
olarak korunan kalsiyum kontrol bolgesi iizerine TRPA1 kapilarinin iki asamali
mekanizmasi, kriyo-EM teknolojisi kullanilarak tanimland1 (102).

TRPAI, agriya ve inflamasyona neden olabilen ¢ok ¢esitli ekzojen irritan
maddeler tarafindan giiglii bir sekilde aktive edilebilindiginden ¢ok ilging bir terapdtik
hedeftir. izofluran veya lidokain gibi yaygin anestezikler de TRPA1'i aktive eder (103)
(104).

TRPAI, reaktif oksijen tiirleri gibi endojen inflamatuar ajanlar tarafindan
hedeflenir. Doku hasarina yanit olarak hiicreler, daha sonra lipid oksidasyonuna neden
olan ROT'u serbest birakir. 4-hidroksinonenal ve 4-oksononenal dahil olmak iizere
reaktif karbonil tiirlerinin olusumu TRPA1'i dogrudan uyarir (105).

Yayinlanmig caligmalarda TRPA1'in bobrek hastaligindaki rolii, TRPA1'in
noronal olmayan hiicrelerdeki roliine odaklanmistir. Zhu ve ark. yaptigi calismada
TRPA1'in sepsis kaynakli bobrek hasarini oOnledigini ve farelerde sagkalimi
tyilestirdigini gostermis (11). Ma ve arkadaslarinin yaptigi calismada TRPALI
nakavtinin, makrofaj aracili inflamasyon mekanizmasi yoluyla farelerde anjiyotensin
IT (Ang-II) kaynakli bobrek hasarini siddetlendirdigini gostermis (12). Ayrica TRPA1
nakavtinin farelerde renal iskemi-reperflizyon hasarin1 siddetlendirdigini de
gdstermistir. Wu ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada in vivo renal I/R'nin vahsi tip
farelerde tiibiiler TRPA1 ekspresyonunu arttirdigim1 ve in vitro hipoksi-
reoksijenasyonun renal tiibiiler hiicrelerde TRPA1 ekspresyonunu arttirdigin
gostermistir (106).

Biz bu ¢calismamizda dexmedotimidinin hem bobrek dokusundan hemde serum
orneginden TRPA1 ekspresyonunu ¢alisarak iskemi reperfiizyon hasari sonrasi
dexmedotimidinin akut bobrek hasarinda doku ve serum {izerine etkisini incelemeyi

amagladik.

1.7. Dexmedotimidin

Deksmedetomidin(DEX), segici ve giicli (alfa-2:alfa-1 spesifiklik
oran11600:1) bir alfa-2 adrenerjik reseptdr agonistidir. ABD Gida ve Ilag Idaresi 1999
yilinda yogun bakim iinitelerinde (YBU) yatan hastalarin sedasyonu igin kullanim
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onayr almistir. Presinaptik sempatik sinir uglarindan noradrenalin salinmasini
azaltarak sempatolitik etki gosterir. Alfa-2 selektivitesi hayvanlarda diisiik ve orta
dozlarin (10-300 mikrogram/kg) yavas intravenoz infiizyonu sonrasinda gézlenmistir.
Deksmedetomidin 24 saati agmayan siirelerde ilk bolus dozu (1 mcg/kg) takiben
inflizyon (0,2-0,7 mcg/kg/st) seklinde intravendz olarak uygulanir. Dexmedotimidinin
uzun siireli kullanim1 (24 saati asan) reseptdrlerin siiper duyarliligina ve sayilarin
artmasina (upregulation) yol agar; bu ilacin ani kesilmesiyle hipertansiyon krizini i¢ine
alan bir akut ¢ekilme sendromuna olusabilir (107).

Kardiyovaskiiler etkiler doza baglidir; daha diisiik infiizyon oranlarinda santral
etkiler baskin olarak kalp atim hizi ve kan basincinda azalmaya neden olabilir.
Deksmedetomidin hemen hemen tamami biyotransforme olup idrar ve fegeste ¢ok az
miktarda degismemis deksmedetomidin olarak atilir. Biyotransformasyon dogrudan
glukuronidasyonun yani sira sitokrom P450 aracili metabolizma da i¢ermektedir.
Deksmedetomidinin terminal yan 6mrii (t1/2) yaklasik 2 saattir ve klirensin yaklasik
39 L/saat oldugu tahmin edilmektedir.

Deksmedetomidin, cesitli organlarda iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 igin
koruyucu bir ajan olarak kullanim dahil olmak tizere diger olas1 uygulamalari bildiren
artan sayida aragtirma makalesi ortaya ¢ikmistir. Postanestezi bakim {iinitesinde ve
norolojik YBU'deki hastalar igin sedatif tedavinin ana hedefi, anksiyoliz ve analjezi
saglamaktir (108). Bu nedenle, alfa-2 adrenerjik agonistlerinin kullanima,
noroanestezide yaygin olarak kabul edilmektedir. Artan katekolamin ve diger stres
hormonlarinin neden oldugu ek kardiyorespiratuar is yiikiinden ve metabolik
degisikliklerden kacinmak agisindan uygun hastalara sedasyon i¢in faydalidir.

DEX, kimyasal kanallarin kolaylastirilmas: yoluyla ve genetik diizenlemeyi
modiile ederek, norotransmitter salinimi, insiilin salinimi, vazokonstriksiyon,
bobrekten sodyum geri emilimi ve bagirsaktan kloriir salinimi dahil olmak tizere bir
dizi fizyolojik islevi diizenler (109).

DEX, lokus seruleus ndronlarimin hiicre zar1 tlizerindeki alfa-2 adrenerjik
reseptorlere baglanir ve G proteinine bagli ice bakan diizenleyici potasyum
kanallarinin agilmasina yol acarak zarin hiperpolarizasyonuna neden olur (110). DEX,

bu hiperpolarizasyonla aktive olan akimi baskilayarak paraventrikiiler ¢ekirdegin
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parvoselliiler noronlarini inhibisyonu ile paraventrikiiler ¢ekirdekteki magnoseliiler
noronlari inhibe eder (111).

DEX ayrica renal vaskiiler direnci azaltarak glomeriiler filtrasyon hizini ve
filtrasyon fraksiyonunu arttirdig1i, bdylece olas1 iskeminin histopatolojik degisiklikleri
engelledigi gosterilmistir (112). Bu bulgular, DEX'in I/R'nin neden oldugu b&brek

hasarina kars1 korudugu hipotezini desteklemektedir.

39



2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 26.11.2013 tarih ve 425863
Sayili karari ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji laboratuvarinda yapildi. Calisma biitgesinin tamamu Firat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF.21.09 proje no’

lu karar1 geregince karsilandi.

2.1 Deney Hayvanlar1 Ve Beslenmeleri

Deneylerde kullanilan 35 adet 8-10 haftalik eriskin Wistar albino cinsi erkek
sicanlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan laboratuarinda
bulunduklar1 ortamin sicakligr 22-25°C arasinda sabit tutularak 12 saat 151k (07:00-
19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00) karanlikta takip edildi. Sicanlar 6zel olarak yaptirilan
kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi. Tiim hayvanlara ayni standart sican
yemi verilerek add libitum su ve yiyecek alimlar1 saglandi. Yemler; ¢elik kaplarda, su;
cam biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Hayvan yemleri Elazig Yem

Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda hazirlandi. Yemlerin terkibi Tablo 1°de gosterildi.

Tablo 1. Deney Hayvanlarina Verilen Sican Yeminin Terkibi

Sican Yeminin Terkibi %
Bugday 15
Maisir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
Balik Unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM 23-Z* 0,2
Methionin 0,2
DCP ** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B, 2,4 mg B», 1,2 mg Bs, 0,006 mg
B2 vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50
mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2
mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan
olusur
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2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Agirliklart 200-230 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 35 adet Wistar Albino
cinsi erkek si¢anlar her grupta 7 adet olacak sekilde 5 gruba ayrildi.

Grup I (Kontrol grubu); Deney siiresince herhangi bir islem yapilmadi.

Grup II (Sham grubu); Bu gruptaki siganlar supine pozisyonda sabitlenenip
batin orta hatta cerrahi sterilite korunarak basit bir insizyonla batin acildi. Sag boregin
viziialisazyonunu engelleyen batin i¢i yapilar batin disina alindi. Sag renal pedinkiil
3-0 ipek ile klemplenip kanama kontrolii saglandiktan sonra sag nefrektomi islemi
yapildi. Sol bobrek pedinkiilii ortaya ¢ikarildiktan sonra herhangi bir iskemi protokolii
uygulanmayip sol bdbrek dokusu ve diyaframdan yaklasilarak intrakardiyak
ponksiyon ile serum 6rnegi alinarak denekler dekapite edildi.

Grup III (DEX grubu ); Bu gruptaki sicanlar supine pozisyonda sabitlenenip
batin orta hattan cerrahi sterilite korunarak basit bir insizyonla batin acildi. Sag boregin
vizlialisazyonunu engelleyen batin i¢i yapilar batin disina alindi. Sag renal pedinkiil
3-0 ipek ile klemplenip kanama kontrolii saglandiktan sonra sag nefrektomi islemi
yapildi. Sol bobrek pedinkiilii ortaya ¢ikarildiktan sonra herhangi bir iskemi protokolii
uygulanmay1p deksmedetomidin hidrokloriir 100 pg / kg intraperitoneal uygulanarak
batin 3-0 ipek ile batin kapatildi. Batin 45 dakika sonra tekrar agilarak sol bobrek
dokusu ve diyaframdan yaklasilarak intrakardiyak ponksiyon ile serum 6rnegi alinarak
denekler dekapite edildi.

Grup IV( Iskemi/reperfiizyon grubu,i/R4); Bu gruptaki sicanlar supine
pozisyonda sabitlenenip batin orta hatta cerrahi sterilite korunarak basit bir insizyonla
batin agildi. Sag boregin viziialisazyonunu engelleyen batin ici yapilar batin disina
alindi. Sag renal pedinkiil 3-0 ipek ile klemplenip kanama kontrolii saglandiktan sonra
sag nefrektomi islemi yapildi. Sol bobrek pedinkiilii ortaya ¢ikarildiktan sonra sol
renal arter ve vene klemp uygulandi. Batin 3-0 ipek ile kapatilarak iskemi protokolii
uygulandi. Batin 30 dakika sonra acilarak renal klempler acilarak denekler
reperflizyona tabi tutuldu. Batin tekrar 3-0 ipek ile kapatilarak 45 dakika sonra batin
acilip sol bobrek dokusu ve diyaframdan yaklasilarak intrakardiyak ponksiyon ile
serum Ornegi alinarak denekler dekapite edildi.

Grup V (I/R+Dexmedotimidin(i/R5) ); Bu gruptaki siganlar supine pozisyonda

sabitlenenip batin orta hatta cerrahi sterilite korunarak basit bir insizyonla batin agildi.
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Batin i¢i bagirsaklar batin disina alinarak once sag renal pedinkiil 3-0 ipek ile
klemplenip kanama kontrolii saglanip sag nefrektomi islemi yapildi. Sol bobrek
pedinkiilii ortaya cikarildiktan sonra sol renal arter ve vene klemp uygulandi. Batin 3-
0 ipek ile kapatilarak iskemi protokolii uygulandi. Batin 30 dakika sonra agilarak renal
klempler acilarak denekler reperfiizyona tabi tutuldu. Bu siire zarfinda deneklere
deksmedetomidin hidrokloriir 100 pg / kg intraperitoneal olarak uygulandi. Batin
tekrar 3-0 ipek ile kapatilarak 45 dakika sonra batin agilip sol bobrek dokusu ve
diyaframdan yaklasilarak intrakardiyak ponksiyon ile serum 6rnegi alinarak denekler

dekapite edildi.

2.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deneyin sonunda tiim gruplardaki si¢anlar ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan
sicanlarin bobrek dokulari hizla ¢ikarildi.Serum 6rnekleri de diyaframdan yaklasilarak
intrakardiyak alindi. Bobrek dokulart TRPM2 ve TRPA1 ekpresyonu ve oksidan,
antioksidan diizeyleri i¢in ¢alismanin sonuna kadar — 80°C de saklandi. Histolojik
calisma i¢in her gruptan alinan bobrek dokular formol soliisyonunda tespit edildikten
sonra rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 4) gecirilerek dehidrate edildi. Dokular

daha sonra ksilolde parlatilip parafin bloklara gomiildii.

2.4. Biyokimyasal Calisma

Serum oOrneklerinde TAS, TOS, TRPM2 ve TRPAI (sirastyla) (AD3283Ra
(AndyGene Biotechnology Co., Ltd., Beijing, CHINA), AD3282Ra (AndyGene
Biotechnology Co., Ltd., Beijing, CHINA), ( Rat TRPM2 ELISA kit, SunRed 201-11-
6173, China ) ve ( Rat TRPA1 ELISA kit, SunRed 201-11-6652, China ) diizeylerinin
tespiti icin ELISA yontemi ile iiretici firmanin kit kataloglarinda verilen ¢alisma

prosediiriine uygun bi¢imde analiz edilmistir.

2.5. Immiinohistokimyasal Calisma

Parafin bloklardan 4-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 15
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak igin
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bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile
3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in hidrojen
peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide Block , TA-
125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana dokulara zemin
boyasini engellemek icin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue edilen
TRPA1 ve TRPM2 primer antikorlar (Anti-TRPA1 antibody, FNab09013, Finetest
China ve Rabbit Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam, Cambridge, UK ) ile 60
dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi. Dokular, primer antikor
uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder antikor
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), TP-125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip
Streptavidin Peroxidase (TS—125-HR, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika
nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015
ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu
damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak PBS
ile yitkamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamas1 yapilan dokular PBS ve
distile sudan gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-
125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.
Hazirlanan  preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda incelenerek

degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligi (0.1: <%?25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75,
0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢cok az, +1:az, +2: orta, +3:siddetli) esas alinarak
histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet

2.6. TUNEL Calismasi

Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler

belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden
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gecirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10
dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin % 3
hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6
dakika Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37° C’ de nemli ortamda c¢alisma
soliisyonu (%70 pl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) ile 60 dakika inkiibe edildi.
Stop/Wash Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30
dakika muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
goriintlilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
solisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DMS500 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295). TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis cekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'Iuk biiylitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500
hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere

oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.

2.7. istatistiksel Analizler

Bu c¢alismada elde edilen tiim verilerin istatistiksel ag¢idan
degerlendirilmesinde SPSS 22.0 paket program kullanildi. Sayisal veriler median
(minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal dagilip
dagilmadigimi incelemek igin shapiro—wilk testi kullanildi. Tkiden fazla grup arasinda
genel karsilastirmada Kruskal Wallis testi kullamildi. Ikili gruplar arasindaki
karsilastirmada Kruskal Wallis’ten sonra post-hoc Dunn testi kullanildi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Biyokimyasal Bulgular

3.1.1. Serum Total Oksidan Status (TOS) Diizeyleri

Tiim gruplara ait serum TOS diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal ¢aligmada; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Sham ve
Deksmedetomidin (DEX) gruplarinda (sirasiyla; p=0.805, p=0.840) TOS
diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark izlenmezken, I/R4 grubunda TOS
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p=0.011). I/R4 grubu ile
karsilastinildiginda ise I/R+Dexmedotimidin (I/R5) grubunda TOS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (p=0.001). (Tablo 1.)

3.1.2. Serum Total Antioksidan Status (TAS) Diizeyleri

Tiim gruplara ait serum TAS diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal ¢aligmada; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Sham ve
Deksmedetomidin (DEX) gruplarinda (sirasiyla; p=0.987, p=0.730) TAS
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken, /R4 grubunda TAS
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlendi (p=0.007). I/R4 grubu ile
karsilastinildiginda ise I/R+Dexmedotimidin(i/R5) grubunda TAS diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlendi (p=0.001) (Tablo 2).

Tablo 2. Serum TOS ve TAS Diizeyleri

TOS (pg/mL) TAS (U/mL)

Median (min-max) Median (min-max)
Kontrol 54,82 (48,12-62,35) 5,35 (4,03-7,30)
SHAM 55,33 (40,05-62,01) 5,59 (4,25-6,32)
Deksmedetomidin(DEX) 55,62 (42,39-65,21) 5,21 (3,85-6,52)
i/R4 121,91 (112,31-125,42)* 1,04 (0,39-1,23)*
i/R+Deksmedetomidin(i/R5) 52,54 (46,47-61,02)® 5,27 (4,33-7,02)°
p’ 0.006 0.007

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® IR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)

* Kruskal Wallis
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3.1.3. Serum TRPM2 Diizeyleri

Tiim gruplara ait serum TRPM2 diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal c¢alismada; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Sham ve
Deksmedetomidin gruplarinda (sirasiyla; p=0.699, p=0.198) TRPM2 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken, I/R4 grubunda TRPM2 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p=0.001). I/R4 grubu ile
karsilastirildiginda ise I/R+Dexmedotimidin (I/R5) grubunda TRPM2 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (p=0.014). (Tablo 2.)

3.1.4. Serum TRPA1 Diizeyleri

Tiim gruplara ait serum TRPA1 diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal c¢alismada; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Sham ve
Deksmedetomidin gruplarinda (sirasiyla; p=0.306, p=0.345) TRPAI1 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlaml bir fark izlenmezken, I/R4 grubunda TRPA1 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p=0.001). /R4 grubu ile
karsilastinildiginda ise I/R+Dexmedotimidin(I/R5) grubunda TRPA1 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (p=0.004). (Tablo 3)

Tablo 3. Serum TRPM2 ve TRPA1 Diizeyleri

TRPM2 (ng/mL) TRPA1 (pg/mL) Median
Median (min-max) (min-max)

Kontrol 34,56 (25,52-45,62) 126,89 (113,47-148,32)
SHAM 36,89 (27,89-51,02) 148,92 (124,63-157,85)
Deksmedetomidin(DEX) 45,80 (31,23-57,63) 148,76 (125,31-169,45)
i/R4 148,45 (123,45-174,32)* 376,37 (299,46-403,62)*
i/R+Deksmedetomidin(i/R5) 39,97 (32,47-54,62)° 141,93 (113,04-177,42)°
p 0.009 0.006

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
IR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)

* Kruskal Wallis
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3.2. immiinohistokimyasal Bulgular

3.2.1. TRPM2 immiinreaktivitesi

TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda
tiibiil hiicrelerinde (siyah ok) gozlendi.

Tiim gruplara ait bobrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmada; Kontrol grubu (Sekil
6) ile karsilastirildiginda Sham (Sekil 7) ve Deksmedetomidin(DEX) (sekil 8)
gruplarinda (sirastyla; p=0.984, p=0.573) TRPM2 immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmezken, Iskemi/reperfiizyon grubu (I/R4) grubunda (sekil
9) TRPM2 immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi
(p=0.011). I/R4 grubu ile karsilastirildiginda ise I/R+Dexmedotimidin(I/R5)
grubunda (sekil 10) TRPM2 immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlendi (p=0.004) (Tablo 4)
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Sekil 6 Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 8. Dexmedotimidin(DEX) grubuna ait bobrek dokusunda TRPM?2

Immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 9. Iskemi/reperfiizyon (/R4 ) grubuna ait bdbrek dokusunda TRPM2

Immiinreaktivitesi (—).

. "“’--.‘

Sekil 10. I/R+Dexmedotimidin(I/R5) grubuna ait bobrek dokusunda TRPM2

immiinreaktivitesi (—)
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3.2.2 TRPA1 immiinreaktivitesi

TRPA1 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 11k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TRPA1 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda
tiibiil hiicrelerinde (siyah ok) gozlendi.

Tiim gruplara ait bobrek dokusunda TRPA1 immiinreaktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal ¢alismada; Kontrol grubu (sekil
11) ile karsilastirildiginda Sham (sekil 12) ve Deksmedetomidin(DEX) (sekil 13)
gruplarinda (sirasiyla; p=0.783, p=0.550) TRPA1 immiinreaktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmezken, Iskemi/reperfiizyon grubu (I/R4) grubunda (sekil
14) TRPA1 immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi
(p=0.018). /R4 grubu ile karsilastinldiginda ise I/R+Dexmedotimidin(I/R5)
grubunda (sekil 15) TRPA1 immiinreaktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlendi (p=0.002). (Tablo 4).

Tablo 4. TRPM2 ve TRPA1 Immiinreaktivitesi histoskoru

TRPM2 TBPAI .
. . Median (min-
Median (min-max)
max)

Kontrol 0,30 (0,20-0,45) 0,35 (0,20-0,45)
SHAM 0,40 (0,10-0,60) 0,30 (0,10-0,45)
Deksmedetomidin(DEX) 0,30 (0,20-0,40) 0,20 (0,10-0,60)
i/R4 0,85 (0,45-1,80)* 0,90 (0,60-1,20)
I/R+Deksmedetomidin(i/R5) 0,35 (0,10-0,45)° 0,30 (0,10-0,45)°
p’ 0.011 0.004

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
IR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)

* Kruskal Wallis
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Sekil 12. Sham grubuna ait bobrek dokusunda TRPA1 immiinreaktivitesi (—)
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Sekil 13. Dexmedotimidin(DEX) grubuna ait bobrek dokusunda TRPA1

immiinreaktivitesi (—).

Sekil 14. iskemi/reperfiizyon (/R4 ) grubuna ait bobrek dokusunda TRPAI

immiinreaktivitesi (—).
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Sekil 15. I/R+Dexmedotimidin(i/R5) grubuna ait bobrek dokusunda TRPAI

immiinreaktivitesi (—).

3.3. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bobrek dokusunda tiibiiler

hiicrelerde (siyah ok) gozlendi.

Tiim gruplara ait bobrek dokusunda apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesi i¢in
yapilan TUNEL boyamada; Kontrol grubu (sekil 16) ile karsilastirildiginda Sham
(sekil 17) ve Deksmedetomidin (DEX) (sekil 18) gruplarinda (sirasiyla; p=0.906,
p=0.790) TUNEL pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmezken,
Iskemi/reperfiizyon (I/R4 ) grubunda (sekil 19) TUNEL pozitifliginde istatistiksel
olarak anlamli bir artis izlendi (p=0.006). I/R4 grubu ile karsilastirildiginda ise
[/R+Dexmedotimidin (I/R5) grubunda (sekil 20) TUNEL pozitifliginde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlendi (p=0.003). (Tablo 5).
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Tablo 5. Apoptotik indeks (%)

Apoptotik Indeks (%)
Median (min-max)

Kontrol 3,00 (1,00-4,00)
SHAM 2,00 (2,00-5,00)
Deksmedetomidin(DEX) 3,00 (1,00-3,00)
i/R4 9,00 (6,00-14,00)*
I/R+Deksmedetomidin(i/R5) 2,50 (1,00-5,00)°

p 0.006

Degerler median, min-max olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
bR grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05)

* Kruskal Wallis

100 pm
—————

Sekil 16. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
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f———

Sekil 17. Sham grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).

100 pm

Sekil 18. Dexmedotimidin(DEX) grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif

hiicreler (—).
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5 e
Sekil 19. iskemi/reperfiizyon (I/R4 ) grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif

hiicreler (—).

——
Sekil 20. I/R+Dexmedotimidin(i/R5) grubuna ait bébrek dokusunda TUNEL

pozitif hiicreler (—).
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4. TARTISMA

I/R hasar1, akut bobrek yetmezliginin baslica nedeni olmaya devam etmektedir
(113). Dolayisiyla, iskemi ve reperfiizyonun neden oldugu bobrek hasari, hem temel
hem de klinik arastirmalar i¢in ana odak noktasidir (114). Histolojik olarak akut
tiibiiler nekrozun bdbrek I/R hasari sirasinda veya sonrasinda gelistigi gosterilmistir.
Bu duruma eslik eden organ disfonksiyonu genellikle artmis mikrovaskiiler
gecirgenlik, interstisyel ©Odem, bozulmus vazoregiilasyon, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve parankimal hiicre disfonksiyonu ve nekroz ile iliskilidir (115).

I/R hasarmin iskemiden kaynaklandigi bilinmektedir ve daha sonra kan
akisinin diizelmesi hasar1 beklenmedik bir sekilde kotiilestirir. Renal tiibiiler epitel
hiicre apoptozisi, I/R 'de meydana gelen temel patofizyolojik degisikliktir ve bdbrek
fonksiyonundaki hasarin boyutunu tanimlar. I/R hasari, aralarinda endotel hiicre
aktivasyonu, adezyon molekiillerinin ekspresyonu, lokositlerin ve trombositlerin
adezyonu, agregasyonu ve aktivasyonu, serbest oksijen radikallerinin iiretimi ve
hiicresel kalsiyum artisinin yani sira cesitli inflamatuar reaksiyonlarla iligkilidir.
[/R'nin neden oldugu ABH ve bu siireclerin aracilik ettigi apoptoz bdbrek fonksiyon
bozukluguna yol agan ve yliksek bir 6liim oranina yol acan klinik bir sendromdur
(116,117).

I/R hasar1 birgok faktdriin rol aldigi kompleks bir patofizyolojiye sahiptir.
Iskeminin yol agtign doku hasari, reperfiizyon sirasinda hiicre iginde birgok
biyokimyasal yolakta liretilen reaktif oksijen tiirleri araciligi ile hiicre 6liimiine yol
acabilir. Ayrica pro-inflamatuvar mediyatorlerin olusumu ve nétrofil, makrofaj ve
lenfositlerin bdlgeye toplanmasi, hasarin genislemesini saglar ve I/R hasarinin
sistemik etkilerinden sorumludur. Tiim bu mekanizmalar iskeminin siiresi ve siddetine
gdre dokular arasinda da farkliliklar gdsterir. Bu nedenle I/R hasarinda oksidatif
stresin biyokimyasal mekanizmalarinin anlagilmasi doku ve organlara yonelik yeni
tedavi seceneklerinin gelistirilebilmesi acisindan klinikte 6nemli bir role sahiptir.

Biyolojik sistemlerde elektron alict molekiiller serbest radikaller olarak
adlandirilirlar (118). Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevlerine de oksidanlar denir.
Oksidanlar hedef molekiillerden elektron alma yetenekleri nedeniyle, bu hedef
molekiiliin yapisint ve fonksiyonlarini degistirerek hiicre zarimi, DNA, RNA gibi

genetik materyali ve degisik enzimatik olaylar etkileyerek hiicre hasarlarina yol ag¢tig1
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bilinmektedir. Bu oksidanlar canli organizmalarda sitoplazmik, mitokondriyel ve
ekstraselliiler formlar1 olan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzim sistemleri ile seruloplazmin, transferrin,
indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C) ve alfa-tokoferol gibi
antioksidanlar tarafindan yikilirlar. Serbest radikallerin hasar verme 6zelliklerinden
dolay1 diabetes mellitus, iskemi reperfiizyon hasari, kanser, yaslanma, kas hastaliklar
gibi bir¢ok hastaliklara yol agtigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir (119).

Oksidatif stresin genel bir tamimi, prooksidan-antioksidan dengesinin
prooksidan yoniline kaymasi sonucu potansiyel hiicresel hasarlara yol ag¢masi
durumudur (119). Bununla birlikte, oksidatif stres durumunun Ol¢limii, diizeltme ve
onarimi yapan kompleks endojen savunma sistemlerin olmasindan dolayi zor olabilir.
Oksidatif stres, serbest radikal iiretiminin artis1 ve antioksidan savunmanin azalmasi
sonucu olabilir. Bu nedenle, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan
tiketiminin  aragtirllmas1  antioksidan miktarlarindaki azalis veya onlarin
metabolitlerindeki artisin degerlendirilmesi ile olabilir (120). Bir¢ok hiicresel yapida
eszamanli olarak meydana gelen oksidatif hasar, apoptoz ve nekroz dahil olmak iizere
fonksiyonda bozulmaya neden olabilir. Hasar, belirli oksidatif stres biyobelirte¢leri
kullanilarak spesifik metodoloji ile tespit edilebilen molekiiler bir ‘ayak izi’ birakir.
Renal transplantasyon sirasinda, oksidatif stres, organ korunmasinin iskemik fazinda
ve ani oksidasyonun greftin ek hasara egilimli hale getirdigi reperflizyon sirasinda
bobrek allogreftini olumsuz etkileyen ¢ok oOnemli bir mekanizmadir (121).
Calismamizda 1/R4 grubundaki artmis TUNEL pozitifligi oksidatif stresin DNA
hasaria neden oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Reaktif oksijen tiirleri, esas olarak ¢ok kisa yar1 dmiirleri nedeniyle oksidatif
stresi degerlendirirken 6l¢giilmesi zor olan bilesiklerdir, bu nedenle biyobelirte¢ roliinii
pek oynamazlar. Bununla birlikte, ROT belirli bir biyolojik molekiil ile birlesirse,
benzersiz bir kimyasal ‘parmak izi’ birakir. Bu sekilde elde edilen biyobelirtecler,
oksidatif hasar1 veya terapétik ajanlar dahil olmak iizere antioksidanlarin etkilerini
degerlendirmek i¢in kullanilabilir. Biyobelirte¢ icin temel kriter, hastaligin daha
sonraki gelisiminin tahmin edilmesindeki roliidiir. Ayrica, bir biyobelirte¢ i¢in dnemli
teknik kriterler, in vivo olarak devam eden toplam oksidatif hasarin biiylik bir

boliimiinii saptamasi, tutarli laboratuvar testleri saglamasi, sonuc¢larin ayni kosullar
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altinda degigsmemesi, depolama sirasinda stabil olmasi, kimyasal olarak saglam 6l¢iim
teknolojisi kullanmasidir. Ideal bir biyobelirte¢ yoktur, ancak birgogu yeterli dogruluk
saglar (121).

Farkl1 antioksidanlarin serum veya plazma konsantrasyonlar1 laboratuvarlarda
ayr1 ayr1 Ol¢iilebilir. Fakat bu 6l¢limleri yapmak zaman alici, yogun is yiikii, pahali ve
komplike teknikleri gerektirir. Farkli antioksidan molekiillerini ayr1 ayr1 dlgmek
antioksidan etkileri aditif (binisik) oldugu ic¢in pratik degildir. Bu nedenle total
antioksidan kapasite (total antioxidant capacity= TAC) veya total antioksidan durum
(total antioxidant status=TAS) 6l¢timii yapilmas1 en ¢ok kabul goren yontemdir (122).

Gegici reseptdr potansiyeli melastatin-2 (TRPM2) kanali, gegici reseptor
potansiyel kanali iist ailesine aittir ve sodyum ve kalsiyuma gecirgen bir katyon
kanalidir. TRPM2 iyon kanali bobrekte eksprese edilir ve akut bobrek hasari sirasinda
tiretilen hidrojen peroksit, kalsiyum ve siklik adenosin difosfat riboz (cADPR) gibi
cesitli molekiiller tarafindan aktive edilebilir (123).

TRPM2 kanal1 ayn1 zamanda redoksa duyarl bir katyon kanalidir ve hidrojen
peroksit tarafindan indiiklenen TRPM2 yoluyla kalsiyum girisi ile hiicre liimiine
aracilik eder (124). Bébrek I/R hasarmin bir murin modelinde segici olmayan katyon
kanal1 gecici reseptdr potansiyeli melastatin 2'yi (TRPM2) degerlendirilmis (9).
TRPM?2 eksikligi olan fareler, gelismis bobrek fonksiyonu, azalmis histolojik hasar,
proapoptotik yollarin baskilanmasi ile yansitildig: iizere iskemik hasara direncli
oldugu goriilmiis. Ayrica, farmakolojik TRPM2 inhibisyonu da I/R hasarma kars:
koruyucuydu. TRPM2, esas olarak bobrek proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde lokalize
oldugu goriilmiis ve kimerik farelerde yapilan ¢alismalar, TRPM2'nin etkilerinin
hematopoietik hiicrelerden ziyade parankimal hiicrelerde ekspresyona bagli oldugunu
gostermistir. TRPM?2 eksikligi olan fareler, iskemiden sonra daha az oksidatif stres ve
daha diisiik NADPH oksidaz aktivitesine sahipimis (9).

Gegici reseptor potansiyeli ankirin 1 (TRPAT), kalsiyum gegirgenligini igeren,
ROT gibi toksik veya inflamatuvar mediyatorler tarafindan aktive edilebilen segici
olmayan bir transmembran katyon kanalidir (125). TRPA1, inflamasyon i¢in oksidatif
bir sensér ve bekcidir. Bununla birlikte, TRPA1'in doku inflamasyonu ve
yaralanmasindaki rolii tartismalidir. Son ¢aligmalar, TRPA1'in renal tiibiiler hiicreler

dahil olmak iizere ¢esitli ndron dis1 hiicrelerde eksprese edildigini gostermistir (10).
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Bu noronal olmayan hiicrelerde TRPA1'in aktivasyonu, inflamatuar yaniti
siddetlendirebilir (126) . Bununla birlikte, iki deneysel hayvan ¢alismasi, TRPA1'in
sepsis veya anjiyotensin-II'nin neden oldugu bobrek hasarina karst korudugunu ileri
siirmiis (11, 12). Aksine, birka¢ calisma TRPA1'in antioksidan, antiinflamatuvar,
organ koruyucu etkiler gosterdigini ileri stirmiis (127, 128). TRPA1 ve akut bobrek
hasari ile ilgili literatiir sinirlidir. Yapilan baska bir ¢aligmada renal tiibiiler epitelyal
TRPA1'in mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) ve niikleer faktor- k B (NF-
k B) sinyallemesi yoluyla I/R kaynakli bébrek hasarma aracilik etmek icin oksidatif
stres sensOrii gorevi gorebilecegini gostermistir (106). Wu ve arkadaglar tarafindan
yapilan bagka bir calismada bobrek tiibiillerinde yiiksek TRPA1 ekspresyonunun akut
bobrek hasarli (ABH) hastalarinda tiibiiler hasar i¢in bir risk faktorii olabilecegini
diistindiirmekteymis (129). Yiiksek tiibiiler TRPA1 ekspresyonu, ABH'y1 takiben
tiibiiler hasarin ciddiyeti ve kotii renal sonuglar ile iliskili bulunmus (129).

Deksmedetomidin (DEX), giiglii ve selektif alfa-2 adrenoseptdr agonisti olup
yogun bakim ortamlarinda yatan hastalarin sedasyonu i¢in 1999 yilinda ABD Gida ve
Ilag Idaresi tarafindan onaylandi. O zamandan beri, bolgesel ve genel anestezi gibi
diger olas1 endikasyonlari bildiren artan sayida arastirma makalesi ortaya cikti.

Deksmedetomidinin renal hasarin korunmasindaki rolii ¢ok agik degildir.
Bununla birlikte, deksmedetomidinin bobrekte norepinefrinin sempatik aracili
presinaptik salinimini azalttii, dolasimdaki norepinefrinde stres kaynakli artiglar
azalttigr ve renal kan akisim1 ve glomeriiler filtrasyonu koruyabildigi daha once
bildirilmistir (130).

DEX, kimyasal kanallarin kolaylastirilmasi yoluyla ve genetik diizenlemeyi
modiile ederek, norotransmitter salinimi, insiilin salinimi, vazokonstriksiyon, renal
sodyum yeniden emilimi ve bagirsak klorlir salinimi dahil olmak iizere bir dizi
fizyolojik 1islevi diizenler (109). DEX ayrica renal vaskiiler direnci azaltarak
glomeriiler filtrasyon hizim1 ve filtrasyon fraksiyonunu arttirdigi, bdylece olasi
iskeminin histopatolojik degisiklikleri engelledigi gosterilmistir (112). DEX, G
proteinine bagli reseptdrleri igeren bir dizi yolu modiile eder. Alfa-2 adrenoreseptorler,
renal distal kivrimli tiibiil hiicrelerinde protein kinaz C (PKC) aktivitesini ve inozitol
trifosfat iiretimini uyarir. Bu, PKC'nin, organ korumasi saglayan hiicre ici sinyal

yollarini, sarkolemmal ve mitokondriyal ATP' ye duyarli potasyum kanallarinin
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acilmasini ve gen transkripsiyonu yoluyla koruyucu hiicresel protein sentezini tesvik
etmesi nedeniyle iskemik 6n kosullandirma ic¢in 6nemli oldugunu gostermektedir.
(131). Bu bulgular, DEX'in I/R'nin neden oldugu bobrek hasarma kars1 korudugu
hipotezini desteklemektedir. DEX ayrica renal vaskiiler direnci azaltir ve glomertiler
filtrasyon hizin1 ve filtrasyon fraksiyonunu arttirir, bdylece iskeminin patolojik
ozellikleri ile uyumlu histolojik degisiklikleri tesvik eder (112).

Renal iskemi reperfiizyon hasarinin bir hayvan modelinde deksmedetomidinin
renal koruyucu etkilerine dair kanitlar bulunmus. Bu hayvan modelinde,
deksmedetomidin, tedavi edilmemis hayvanlara kiyasla daha diisiik nétrofil jelatin ile
iligkili lipoprotein ve sistatin ¢ serum konsantrasyonlari ile iliskilendirilmistir (132).
Ayrica yakin zamanli Loomba ve arkadaslarinin yaptigt bir meta-analizde
dexmedotimidinin, yogun bakim {initesinde kalis siiresi, mekanik ventilasyon siiresi,
idrar c¢ikisgi, kreatinin klirensi, serum kreatinin ve kan iire nitrojen parametreleri
tizerinde olumlu etkilerini incelenmis olup dexmedotimidinin ABH {iizerinde olumlu
etkisi oldugunu bildirmistir (133). Yine ayni meta-analizde deksmedetomidin
kullanimindan sonra yatan hasta 6liim sikliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
kaydedilmistir. Deksmedetomidinin renal koruyucu etkileri pediatrik popiilasyonda da
gosterilmistir.  Pediatrik ~ vakalarda ~ deksmedetomidin  infiizyonu,  renal
vazokonstriksiyonu azaltarak kontrast kaynakli nefropati insidansini azaltmistir (134).

Bobrek I/R hasarmin yaygin gézlenmesi ve bu hasarin minimize edilmesi i¢in
kulllanilan ilaglardan dexmedotimidinin histopatolojik etkisi yukarda belirtilen genis
kapsamli ¢aligmalara ragmen heniiz tam olarak ortaya koyulamadigindan bu ¢alisma
bobrek I/R hasarinda dexmedotimidin kullaniminin histopatolojik etkisinin mikro
hiicresel boyutta katki yapabilmek amaciyla dizayn edilmistir.

Calismamizda, ilk olarak tim gruplara ait bobrek dokularin
immiinohistokimyasal yontemle TRPM2 ve TRPAI1 ekspresyon diizeyleri ol¢iildii.
Doku TRPM2 ve TRPAI1 ekspresyon diizeyleri; kontrol, Sham, DEX ve I/R5
gruplarinda istatiksel olarak benzer izlendi. Kontrol gruplariyla kiyaslandiginda I/R4
grubunda TRPM2 ve TRPA1 ekpresyon diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir artig
tespit edildi. Ayrica daha 6nce bahsettigimiz TRPM2 kanallari, sicaklik ve oksidatif
stresi algilamada , hiicresel 6liimii kontrol etmede rol oynadigini sdylemistik (135).

Caligmamizdaki diger parametre, gruplardan aldigimiz serum drneklerinden TRPM?2
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ve TRPAI ekpresyon diizeyleri 6l¢iilmesiydi. Doku diizeyinde ¢aligilan sonuglara
benzer sekilde TRPM2 ve TRPA1 ekpresyon diizeyleri; kontrol, Sham, DEX ve I/R5
gruplar arasinda istatiksel olarak fark izlenmemis olup, kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda I/R4 grubunda TRPM2 ve TRPA1 ekspresyon diizeylerinde istatiksel
olarak anlamli artis bulduk.

Calismamizda tiim gruplardan g¢alisilan total oksidan durum (TOS) Ol¢timii
kontrol, Sham, DEX ve I/R5 gruplar1 arasinda istatiksel olarak fark izlenmemis olup,
kontrol gruplariyla kiyaslandiginda i/R4 grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis
bulduk.

Calismamizda tiim gruplardan ¢aligilan total antioksidan durum(TAS) 6l¢timii
kontrol, Sham, DEX ve I/R5 gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark izlenmemis
olup, kontrol gruplariyla kiyaslandiginda 1/R4 grubunda istatiksel olarak anlamli bir
azalma bulduk.

Bu calismada, I/R uygulanan ratlarda TOS artarken, TAS seviyelerinin
azalmasi, hem kan hem de bobrek dokusunun artmis okidatif stres seviyesi ile
belirtildigi gibi antioksidan sistemde bozulmaya yol agmustir.

Calismamizda bir apoptotik index belirteci olan TUNEL yontem kullanildi.
Dolayli yoldan hiicresel diizeyde oksidatif stres belirteci olarak goriilen bu yontem
kontrol, Sham, DEX ve I/R5 gruplarinda fark izlenmemis olup, kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda i/R4 grubunda anlamli olarak artmis bulduk. Bu ¢alismada TUNEL
yontemle dexmedotimidinin bdbrek dokusunda I/R ile indiiklenen apoptozu belirgin
sekilde baskiladig1 saptanmistir.

Sonug olarak; deneysel iskemi/reperfiizyonun bobrek dokusunda ve serumda
Ol¢iilen TRPM2, TRPA1 ekspresyonun, apoptozis ve TOS seviyelerini arttirmasi, TAS
seviyelerinde azaltmasi bdbrek iskemi/reperflizyonun patofizyolojisinde bir
biyobelirteg olarak TRPM?2 ve TRPA1 nin 6nemli bir rol oynayabilecegi ve TRPM?2
ve TRPA1 blokerleri ve/veya inhibitorleriyle ileride daha genis ¢aligmalarin yapilmasi
ile klinik olarak akut bobrek hasarinda TRPM2 ve TRPAI1 ile ilgili tedavi
seceneklerinin kullanilabilecegi kanaatine varilmistir. Yaptigimiz bu calisma ile
deksmedetomidinin cerrahi gecirenlerde, kritik hastalarda ve yogun bakim {initesinde
yatanlarda renal koruyucu etkilerini TRPM2 ve TRPA1 ekspresyonu, TOS degerinin

azaltmasi ve TAS degerinin artirmasi ile kanitlamaya calistik. Ayrica bu calismada
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TUNEL yontem kullanilarak dexmedotimidinin hiicrelerin apoptotik indexini

azalttigin1 gosterdik.
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