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OZET

RATLARDA BOBREK iSKEMI-REPERFUZYON HASARINDA ERKEN BIR
BIYOBELIRTEC OLARAKMYO-INOSITOL OKSIJENAZ DUZEYT"

Akut bobrek hasar1 (ABH) yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden ciddi

klinik bir problemdir. ABH erken tanisindaki kisitliliklar nedeniyle yeni biyobelirteg
arayislari  devam etmektedir. Myo-inositol oksijenaz  (MIOX), myo-inositol
katabolizmasmin ilk ve hiz kisitlayict enzimidir ve agirlikli olarak bdbreklerden
salinmaktadir. Bu ¢alismada ratlarda deneysel iskemi-reperfiizyon hasari ile olusturulan
akut bobrek hasarinin tanisinda MIOX enziminin yeri arastirilmistir. Toplamda 40 rat
basit randomizasyon ile 8’erli 5 gruba ayrildi ve kontrol grubu hari¢ deney gruplarina
belirtilen siirelerde sol bobrek iskemi reperfiizyon uygulandi. Grup |, hasarsiz kontrol
grubu olarak degerlendirildi. Grup Il, 1 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyona maruz
birakildi. Grup Ill, 1 saat iskemi ve 4 saat reperflizyona maruz birakildi. Grup 1V, 2
saat iskemi ve 2 saat reperfiizyona maruz birakildi. Grup V, 2 saat iskemi ve 4 saat
reperflizyona maruz birakildi. Serum BUN ve kreatinin diizeyleri deney gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksekti (p < 0.001). Serum MIOX diizeyleri grup II, 11l
ve IV’de kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek iken grup V’de kontrol grubuna benzer
diizeydeydi (p = 0.002). Doku MIOX diizeyleri ise grup II, IV ve V’de kontrol grubuna
kiyasla daha digiiktii (p = 0.039). Serum ve doku nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin
(NGAL) diizeyleri gruplar arasinda kiyaslandiginda anlaml farklilik yoktu (p = 0.093,
p = 0.161, sirastyla). Histopatolojik incelemede hasar diizeyi; grup I < grup III < grup 11
= grup IV < grup V seklinde oldugu goriilmiistiir. Serum MIOX diizeyi ABH nin erken
donemlerinde yiikselmektedir ancak 1ilerleyen siirelerde tekrar azalmaktadir.
Dolayisiyla ABH erken tanisinda serum MIOX diizeyi timit vaad eden potansiyel bir

biyobelirteg olabilir.

Anahtar kelimeler: Bobrek iskemi-reperfiizyon, akut bobrek hasari, myo-

inositol oksijenaz, notrofil jelatinaz iliskili lipokalin.

"Bu calisma Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenmistir. (Proje No: 2015/123).



ABSTRACT

THE LEVEL OF MYO-INOSITOL OXYGENASE AS AN EARLY
BIOMARKER IN RENAL ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY IN RATS®
Acute kidney injury (AKI) is a serious clinical problem due to its high morbidity and
mortality. The search for alternative markers for early diagnosis of AKI has been
increasing due to the lack of early diagnostic of AKI. Myo-inositol oxygenase (MIOX)
is the first rate-limiting enzyme of myo-inositol catabolism and is mostly observed in
the kidney. In this study, the role of MIOX enzyme in the diagnosis of AKI induced by
experimental ischemia-reperfusion injury in rats was investigated. In total 40 rats were
divided into 5 groups of 8 with simple randomization and left kidney ischemia
reperfusion was applied to the experimental groups except the control group. Group |
was evaluated as undamaged control group. Group Il was exposed to 60 min ischemia
and 2 hr reperfusion. Group Il was exposed to 60 min ischemia and 4 hr reperfusion.
Group 1V was exposed to ischemia for 2 hours and reperfusion for 2 hours. Group V
was exposed to ischemia for 2 hours and reperfusion for 4 hours. Serum BUN and
creatinine levels were higher in the experimental groups compared to the control group
(p <0.001). Serum MIOX levels were higher in groups I, 11l and IV than in the control
group, but similar to the control group in group V (p = 0.002). Tissue MIOX levels were
lower in groups Il, IV and V than the control group (p = 0.039). Serum and tissue
neutrophil gelatinase-related lipocalin (NGAL) levels were not significantly different
when compared between the groups (p = 0.093, p = 0.161, respectively). Damage level
in histopathologic examination; group | < group Il < group Il = group 1V < group V
seems to be. Serum MIOX levels are elevated in the early stages of AKI, but are
decreasing again in the following processes. Thus, serum MIOX level in the early

diagnosis of AKI may be a potential promising marker.

Keywords: Renal ischemia-reperfusion, acute kidney injury, myo-inositol oxygenase,
neutrophil gelatinase-related lipocalin.

This work was supported by the Gaziosmanpasa University Scientific Research
Projects Commission. (Project Number: 2015/123).



ICINDEKILER
TESEKKUR....cooiieieeieeiee ettt es ettt s st s sttt esensnensns i
OZET oottt sttt iii
ABSTRACT ..t 1\
ICINDEKILER ......ocoiviiiiiiiiteietiteecete ettt ettt %
TABLOLAR .ot vii
SEKILLER ...t ititieietet ettt sttt ettt s ettt s et sttt n et ae e viii
RESIMLER .....c0octuiiiitiiiitiniitie sttt iX
KISALTMALAR ..ttt ettt b e e e e ne e sne e e nn e e snneene e X
RCIIN,. WS W A AR AR 1
2. GENEL BILGILER ...cooovuiiiitiiiiesissi s 3
2.1  BOBREK ..ottt 3
2.2. BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON HASARL........cocooviimiimrimiiniienirernsissineeesnenns 5
2.3. AKUT BOBREK HASARI ......coceiuiteieteteteteteetc ettt sasieae ettt easasaesesesesesesnes 6
2.3.1. ABH Tan Kriterleri ve Siniflandirtlmast ..........ccocoeeiiiiiiiiiieee e 8
2.4. AKUT BOBREK HASARINDA ERKEN TANI BIYOBELIRTECLERI............. 10
2.4 1. KIEALININ ...t 10
2.4.2. Kan Ure AZott (BUN) ....c.coviiiceiieieieeceee ettt 11
2.4.3. Tibiiler disfonksiyon belirtegleri ve enzimleri..........coccovvvviiiiiiiiiiiiicin, 12
2.4.4. MY0-IN0Sito]l OKSIJENAZ .....cvuvvivvieiveiireieieie sttt 12
2.4.5. Nétrofil Jelatinaz iliskili Lipokalin (NGAL) .........cccoeueviievmereeeeeeeceeeeressaenns 18
2.4.6. Kidney Injury Molekill 1 (KIM-1)....c.coiiiiiiiiiiiiiiiiiieeece e 20
2.4.7. SISEALIN-C ....ooviiiiie e 21
2.4.8. Interlokin-18 (IL-18)........cccevvirerireriiiiirereteteieeeeere et 22
2.4.9. Karaciger-tipi Yag Asidi Baglayict Protein (L-FABP) ......cccocooiiiiiiiiiiie 22

3.GEREC Ve YONTEM ..o e eeeee e s eseeesseeseeesseeeseeesseeseseeseeesees 23



Vi

3.1. KULLANILAN MALZEMELER .....oooiiieieiceteeeeeeeeeteeeeeee s en s 23
3.2. HAYVAN GRUPLARI VE DENEYIN YAPILISI .....ccoovvveieeeiererereeeeeieeienenen. 24
3.3. BIYOKIMYASAL INCELEME ......c.ccooeiiiiiisieieiceeeteee st 26
3.3.1. MIOX OIGUMI . ....cecvviieececeeie ettt ettt en sttt en s eseeeans 28
3.3.2. NGAL OIGHMI cvvvvvvceceeteieseeecceeie s ettt es sttt es ettt esenenes et s s eneseesesesnas 31
3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZ .....coovveveeeeeiceeeeeeee e 34
B, BULGULAR .......ooooeiteteeeeeeies et 35
5. TARTISMA ...ttt 47
6. SONUC VE ONERILER ........cccsitiieteieieieiestesis ettt s sttt ettt sesesnas 53
T KAYNAKLAR ..ottt st sass e 54

(046 ) 10)1Y 1 15O 66



Vi

TABLOLAR
Tablo 2.1. Akut bobrek hasari simiflamasinda RIFLE kriterleri.....ooooveeeeeeeeeiiiiiiiee . 9
Tablo 2.2. Akut bobrek hasari siniflamasinda AKIN Kriterleri. ..oooovvveeeieeeeiieeeiieeeeeeeeee. 10
Tablo 2.3. Akut bobrek hasar1 siniflamasinda KDIGO Kriterleri c...vvvvvvvveeiveeeinieiiinieeene, 10

Tablo 4.1. Gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerinin median ve %95 CI degerleri.

Tablo 4.2. Gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerin karsilagtirmasinin exact p

AEGETLRTL. ...t 37

Tablo 4.3. Akut bobrek hasart markirlariin receiver operating characteristic analiz

10 118 (012 o TR SRR PR PP 41

Tablo 4.4. Akut bobrek hasart markirlarinin receiver operating characteristic analizinde

egri altinda kalan alanlarin karstlagtirtlmast. ..o 41
Tablo 4.5. Biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyon iliskisi karsilastirmalari. 42

Tablo 4.5. Bobrek dokularinin histopatolojik degerlendirme skorlarin karsilagtirilmasi



viii

SEKILLER
Sekil 2.1. Bobrek damarlarinin anatomisi ..........cccveeueeiiiniieesie e 4
Sekil 2.2. Bobrek nefronunun Yapisi. .....c.ooveeiiieiiiiiiiciie e 4
Sekil 2.3. Inositoliin dokuz iZomerinin Yapilari..........ccccovevvevvereeineeeeeeeeeneseeeeesesesesesenenes 14
Sekil 2.4. Myo-inositoliin D-glukozdan de novo biyosentezi ...........cccceevvevvcieiveennenn, 15
Sekil 2.5. Bobreklerde myo-inositol katabolizmasi. ..........cccvvviieiiiiiiiiee i 15
Sekil 2.6. Rekombinant fare MIOX enziminin kristal yapist. .......c.cccovvviiiiiininiiennnn, 18
Sekil3.1.MIOX Standart ©FIIST.....c.cuvverriiiiiieiiiiiiiieii e 31
Sekil3.2.NGAL Standart ©ZIIST.......cuveiriiiiiieiiiiiiiiesiecses s 34
Sekil 4.1. Serum BUN diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmast. ............c.ccooevennennee. 37
Sekil 4.2. Serum kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirtlmast. ..........c.cceeuveee. 38
Sekil 4.3. Serum MIOX diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmast. ...........cccoccvevenennee. 38
Sekil 4.4. Doku MIOX diizeylerinin gruplar arasi karsilastirtlmast. .........ccoccceevvernenne. 39
Sekil 4.5. Serum NGAL diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast. ..........ccocceeeeeene 39
Sekil 4.6. Doku NGAL diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmast...........cccooeevenineenne. 40
Sekil 4.7. Serum glukoz diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast. ...........ccceeeeeene 40

Sekil 4.8. Bobrek hasari biyobelirteglerinin, akut bobek hasarini gésteren receiver

operating characteristic (ROC) €TTIS1. ..uvveueeiiieiiieiii e 42



Resim 3.1.
Resim 3.2.
Resim 3.3.
Resim 3.4.
Resim 4.1.
Resim 4.2.
Resim 4.3.
Resim 4.4.

Resim 4.5.

RESIMLER
Sol bobrek arterine ulagilmast. ........cceovvieiiriiiiiie e 25
Sol bobrek arterinin Klemplenmesi..........ccoovveeiiiciiiiiiiciccee 25
MIOX ELISA testi icin standartlarin hazirlanmasi ..........c.ccceeveveveeeeeererennn. 29
NGAL ELISA testi i¢in standartlarin hazirlanmasi.............ccccceeeviineeeiinnen. 32
Grup | histolojik inceleme gortintliSii. ......c.covevveeieieerieiie e se e 43
Grup II histolojik inceleme gOrintlisii.. ......coovvevviiiriiiiiiiiiici e 44
Grup T histolojik inceleme gOTUNLUST .....vvvevveeiiveiiieiie e 44
Grup IV histolojik inceleme gorintlisii.. .......ccevvieviiiiiiiiiiei 45

Grup V histolojik inceleme gOrintlisii...........coevviiieiiiiiiiiiiiei e 45



KISALTMALAR

ABH : Akut bobrek hasari

ABY :Akut bobrek yetmezligi

AKIN : Acute Kidney Injury Network

ALP : Alkalen fosfataz

ATN : Akut tiibiiler nekroz

AUC : Egri altinda kalan alan

BUN : Kan iire azotu

CI : Giiven aralig1 (confidence interval)

CV : Coefficient of variation

ELISA : Enzim baglantili immiinosorbent analiz
EMEA : Avrupa Ila¢ Acentasi

FDA : Amerikan Gida ve fla¢ Dairesi

GFH : Glomeriiler filtrasyon hizi

GGT : Gama glutamil transferaz

GST : Glutatyon S transferaz

HRP : Horseradish Peroksidaz

IGFBP-7 : Insiilin benzeri biiyiime faktdrii baglanma proteini-7
IL : Interldkin

IMPase : Inositol monofosfataz

IP3 : inositol trifosfatlar

I/R : Iskemi/reperfiizyon

KBH : Kronik bobrek hastaligi

KDIGO : Kidney Disease Improving Global Outcomes
KIM-1 : Kidney injury molecule 1

L-FABP : Karaciger - yag asiti baglayici protein
MI : Myo-inositol

MIOX : Myo-inositol oksijenaz

MIPS : Miyo-inositol-fosfat sentaz

NGAL : Nétrofiljelatinaz iliskili lipocalin

OD : Optik dansite

ROC : Receiver Operating Characteristic



RORS : Renal spesifik oksidorediiktaz

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

RRT: Renal replasman tedavisi

TIMP-2 : Doku metalloproteinaz inhibitorii-2

TNF-a : Timor nekrozis faktor-a
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1.GIRIS

Akut bobrek hasart (ABH) o6zellikle hastanede yatan hastalarda yiiksek
morbidite ve mortalite ile seyreden, ciddi komplikasyonlara yol agabilen ve onemli
oranda mali kayiplara neden olan ciddi klinik bir durumdur (Hoste ve ark., 2006). ABH
tanis1 klinikte halen iki ana parametreye gore konulmaktadir; serum kreatinin diizeyinde
artma ve idrar miktarinda azalma. Ancak ABH tanisin1 erken koyma ve klinik agirligini
belirlemede, tek basina serum kreatinin kullanimi sorunlara yol agmaktadir. Ciinki
hemodinamik degisiklikler, bobrek dis1 atilim ve tiibiiler sekresyon gibi birgok faktor
bobrek fonksiyonundan bagimsiz olarak serum kreatinini etkiler. Ayni zamanda tiretimi
kas kitlesi ile orantilidir ve yas, cinsiyet, viicut agirligi ve diyet ile etkilenmektedir.
Siddetli ABH’ nin erken evrelerinde, serum kreatinin birikmesi i¢in yeterli zaman
olmamasindan dolay1 gergek glomertiler filtrasyon hizi (GFH) azalmis olsa bile serum
kreatinin diizeyi heniiz yiikselmemis olabilir. Hemodiyaliz baglatildiktan sonra serum
kreatinini 6l¢erek bobrek fonksiyonunu degerlendirmek genellikle miimkiin degildir.
Serum Kreatinin diizeyii¢in farkli sinir degerleri kullanilmis olmasi sorun yaratabilir.
Kreatinin; asil kaynagi kaslarda bulunan kreatin ve fosfokreatindir. Plazma proteinlerine
baglanmaz ve glomeriillerden rahatlikla filtre edilir. Proksimal tiibiillerden sekrete
edilir. Kreatinin serum diizeyi, ancak GFH % 50 azaldiktan sonra artar (Sushrut S.
Waikar, Betensky, & Bonventre, 2009).

Son yillarda, bobrek hasari sonrasi bobrekten kana ve idrara salinan cesitli
maddelerin heniiz serum kreatinin artisi olmadan ABH’n1 daha erken donemde
tanimlayabilecegi ifade edilmistir. Boylece ABH nin erken saptanmasi erken miidahale
sans1 verebilir, mortalite ve morbidite oranini azaltabilir. ABH tedavisinde bir¢ok yeni
ilag gelistirilmesine ragmen klinik uygulamada etkinlikleri kanitlanmamuistir. Bunun bir
nedeni de ABH’nin erken tanisindaki yetersizliktir. Bu amagla ABH erken tanisinda
degisik idrar ve kan biyobelirtecleri tespit edilmistir; Interlokin (IL)-18 (Liu ve ark.,
2013), notrofil jelatinaz iligkili lipocalin (NGAL) (Zhang ve ark., 2016) ve kidney
injury molecule 1 (KIM-1) (Pozzoli, Simonini, & Manunta, 2018) bunlardan bazilaridir.
NGAL; bobrek tiibiil hiicrelerinden eksprese edilen lipocalin ailesinden 33 kD
agirhiginda kiigiik bir proteindir. Tiibiiler hasar sonrasi idrara ve kana geger. En ¢ok iimit
veren erken tani biyobelirtecidir (Devarajan, 2010; Haase ve ark., 2009; C. Mertoglu
Gunay, Gurel, & Gungor, 2018; Siew, Ware, & Ikizler, 2011).



Aldozlarin ve ketozlarin indirgenmesi ile seker alkolleri meydana gelir.
Indirgenme iiriinleri olarak glikozdan sorbitol, mannozdan mannitol olusur. Fruktozdan
ise hem sorbitol ve hem de mannitol olugsmaktadir. Seker alkollerinden iki tanesine
dogada bol olarak rastlanmaktadir. Bunlardan birincisi gliseraldehitin alkole
rediiklenmesi ile meydana gelen gliseroldiir digeri ise inositoldiir. Inositollerin bir
stereoizomeri olan myo-inositol hem fosfatidilinositol halinde lipidlerin yapisina
girmekte ve hem de fitik asidin yapisina katilmaktadir. Myo-inositol (MI), myo-inositol
oksijenaz (MIOX) enzimi tarafindan D-glukuronik asite doniistiirilmekte, o da D-
xylulose-5-fosfata doniistiiriilerek pentoz fosfat yoluna katilmaktadir. MIOX, MI
metabolizmasinda birinci ve hiz kisitlayict enzimdir. Bu yolak MI katabolizmasinda tek
yoldur. MIOX enzimi agirlikli olarak bobreklerde ekprese olmaktadir (R J Arner ve
ark., 2001; Gaut ve ark., 2014; B. Yang, Hodgkinson, Millward, & Demaine, 2010).

Bu ¢alismada MIOX enziminin ABH n1 erken donemde gosteren bir biyobelirteg
olup-olmadig1 arastirilmis ve diger biyobelirtegler olan NGAL, kreatinin ve BUN
diizeyleri ile Kkarsilastirilmistir. Literatiirde, MIOX enziminin ABH tanisinda
kullanimini arastiran ¢alisma sayist ¢ok azdir. Bu ¢alismalardan biri (Gaut ve ark.,
2014), az sayida hayvan iizerinde yapilmis olup, ABH’n1 ge¢ dénemde gosteren bir
belirteg olan kreatinin ile MIOX diizeyi karsilastirilmistir. Ancak bizim yapacagimiz
calisma hem denek sayisi, hem de metot agisindan daha zenginlestirilmistir. ABH erken
biyobelirtecleri kullanilarak MIOX enziminin ABH tanisinda erken donemde yeri

arastirilmastir.



2.GENEL BILGILER
2.1. BOBREK

2.1.1. Anatomi

Bobrekler iki adet olup retroperitoneal bolgede {ist karin boslugunun arka
tarafinda yerlesim gosterirler. Torakal 12—lumbal 3. vertebralar arasinda uzun eksenleri
omurgaya paralel olacak sekilde uzanirlar. Karacigerin yerlesimi nedeniyle sag bobrek
sola kiyasla biraz daha asagr konumludur. Yaklasik olarak her biri 120-150 gram
agirliginda, boyu 12 cm, eni 6 cm, kalinlig1 3 cm olup viicut agirliginin yaklasik %
0.4’lni olusturular. Bobrekler yag ve bag dokusu igerisine gomiilii olup 6n yiizleri
periton ile kaplidir. Bobrekler eriskin saglikli bir insanda kalp debisinin yaklagik 1/5’ini
alirlar. Renal arter bobrege ulastiktan sonra interlober, arkuat, interlobuler (radial) ve
afferent arteriyoller seklinde dallanir (Sekil 1.1) (Arinci K, 2001; Textbook &
Physiology, 2011).

Her bir bobrek yaklagik olarak iki milyon adet nefron igerir. Her bir nefron tek
basina idrar olusturma kapasitesine sahip olup glomeriil ve tiibiil denilen iki ana
kismdan olusur (Textbook & Physiology, 2011). Bobrek dis kapsiile yakin kismina
korteks, i¢ kismina ise medulla denir. Glomertiller, proksimal ve distal tiibiiller ile henle
kulpunun bir kismi kortekste bulunurken, toplayici kanallar, henle kulpunun diger kismi
ve vaza rektalar medullada yerlesim gosterirler (Sekil 1.2) (Textbook & Physiology,
2011).

Ureter ve damarlar bobrege medial yiizde bulunan hilus denen kisimdan énden
arkaya dogru ven, arter ve renal pelvis seklinde girerler. Ureterin bobrege girmeden
genislemis kismina renal pelvis denir ve iki ya da ii¢ major kaliksten meydana gelir. Bu
major kaliksler de mindr kalikslerden olusur (Junqueira Jose Carneiro, Robert O,K,
2012).
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2.1.2. Bobregin Embriyolojisi ve Histolojisi

Bobrekler; fetal hayatta pronefroz, mezonefroz ve metanefroz olarak adlandirilan
tic asamali bir doniisim siirecinden gecerek meydana gelirler. Yaklasik 9. haftada
metanefrozdan gelisen bobrekler fonksiyon gérmeye baslar ve olusturduklari idrar
amniyon sivisina karigir. Kalic1 bobrekler, metanefrik divertikiil (lireter tomurcugu) ve
ara mezoderminmetanefrik kismindan (metanefrik blasterm)  gelisirler. Ureter
tomurcugundan, ireter, renal pelvis, kaliksler ve toplayic1 tubiiller gelisir.
Renalkorpuskiil (glomeriil ve kapsiilii), proksimal ve distal tubiil ve henle kulpu ise
metanefrik mezodermden gelisir (Keith L Moore, T V N Persaud, 2016; Schoenwolf G,
Bleyl SB, 2009).

2.1.3. Bobregin Fizyolojisi ve Biyokimyasal Fonksiyonlari

Bobrekte idrar olusumunun filtrasyon, geri emilme (reabsorbsiyon) ve salgilama
(ekstresyon) olmak lizere ii¢ asamasi vardir. Glomeriile gelen kanin protein ve hiicresel
elemanlar1 hari¢ geri kalan kismi Bowman kapsiilii igerisine siiziiliir. Glomeriillerde
birim zamanda siiziilen plazma miktar1t GFH’n1 gosterir ve normal degeri 125 ml/dk’dur.
Bobrekler giinde yaklasik 180 litre plazmayi filtre ederken sadece 1-1.5 litre idrar ¢ikisi
saglarlar. Ciinkii filtre edilen plazmanin biiyiik kismi tiibiillerde (% 90’1 proksimal
tiibiilde) tekrardan emilir. Bazi ilaglar gibi bir kisim maddeler tiibiillerden idrara
salinirken, kreatinin gibi bir takim maddeler de hem glomeriillerden filtre olup hem de
tiibiillerden sekresyona ugrarlar (Textbook & Physiology, 2011).

Bobreklerin sivi-elektrolit ve asit-baz dengesinin saglanmasi, ilaglarin ve atik
maddelerin viicuttan uzaklastiritlmasi, hormon (eritropoietin, 1,25 hidroksi vitamin D
gibi) salgilanmasi1 gibi gorevleri vardir (Reiser IW, 2001; Textbook & Physiology,
2011).

2.2. BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON HASARI

Bobrek, yiiksek perfiizyonlu ve iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarina duyarli bir
organdir. Klinik olarak iskemi; azalmis kardiyak output, renal vaskiiler okliizyon veya
tikaniklik, cerrahi islemler ve bobrek nakli gibi durumlarda ABH'nin 6nde gelen
nedenidir (Wei, Qi. & Dong, 2012). Intravaskiiler voliim azalmas: ve hipotansiyon,
hepatorenal sendrom, renal vaskiiler hastaliklar, efektif intravaskiiler voliimde azalma,

ilaglar ve sepsis gibi nedenler bobrekte baslica iskemi nedenleridir. Bobrek I/R hasari



baslica tiibiil ve stromada goriiliir, hiicresel sisme, nekroz, ve renal tiibiiler epitel
hiicrelerinin dokiilmesi, renal tiibliler limende genisleme, interstisyel inflamatuvar
hiicrelerin infiltrasyonu ile protein ve eritrositlerin limende goriilmesi ile karakterizedir
(Zang ve ark., 2014). I/R sonrasi hiicre hasar1 mekanizmasi, tiibiiler ve vaskiiler
anormallikler arasinda bir etkilesim sonucu inflamatuar mediatorlerin ve oksidatif stres
belirteglerinin artan salinimini igerir (Legrand & Ince, 2008; Mertoglu ve ark., 2016).
Iskemi durumunda endotel hasar1 meydana gelince, bébrek igindeki kiigiik arterioller
normal bobrek damarlarindan daha fazla endotelin-1, anjiyotensin |1, tromboksan A2,
prostaglandin H2, 16kotrienler C4 ve D4, tiimér nekrozis faktor-o (TNF-a), IL-1B, IL-
6, 1L-12, 1L-15, 1L-18, IL-32 ve adenosin salgilar. Vazokonstriksiyon, nitrik oksit ve
diger vazodilatator maddelerin iiretimi azaldigi i¢in kismen artar (Badr, Kelley, Rennke,
& Brenner, 1986; Schor, Ichikawa, & Brenner, 1981). Endotelyal-16kosit
etkilesimlerine bagl kiigiik damar tikaniklig1 ve koagiilasyon sisteminin aktivasyonu ile
birlikte gelismis vazokonstriksiyon, 6zellikle dig medullada mikro-dolagim ve bdlgesel
iskeminin lokal olarak uzamasina neden olur. Yine notrofiller, monositler, makrofajlar
ve T hiicreleri salgiladiklar1 inflamatuar medyatorler ile iskemik bobrek hasarina 6nemli
katkida bulunurlar (Bonventre & Yang, 2011; C. Mertoglu, ve ark., 2018). Proksimal
tiibiiliin reabsorbsiyon islemini gerceklestirebilmesi i¢in gerekli olan ATP’nin azalmasi
nedeniyle Na'-K* ATPaz pompasi gdrevini yapamaz ve sonucunda hiicre icinde artan
sodyum beraberindesu ¢ekerek hiicrenin sigsmesine ve oliimiine yol agar (Sheridan &
Bonventre, 2000).

2.3. AKUT BOBREK HASARI

ABH, bobrekte olusan ani fonksiyon kaybina bagh olarak iire ve diger azotlu
atik {riinlerin viicuttan atilamamasi, hiicre dis1 sivi hacmi ve elektrolit igeriginin
bozulmasiyla sonuglanan bir klinik tablodur (Hoste ve ark., 2006). Son yillarda Akut
Bobrek Yetmezligi (ABY) terimi yerine ABH kullanilmaya baslanmustir. “yetmezlik”
kelimesi bobregin major fonksiyonu olan glomeriiler filtrasyondaki bozulmaya isaret
eder. Glomeriiler filtrasyonda bozulmanin tanisi ise ancak saatler hatta giinler sonra
endojen filtrasyon belirtegleri olan kan iire azotu (BUN) ve serum Kkreatininindeki
artmadan sonra konulabilir. “Hasar” tanis1 ise glomeriiler filtrasyonda bir azalmay1

gostermeyebilir. ABH tanisinda daha GFH’nda azalma olmadan hiicresel hasari



gosterebilecek yeni tani belirteglerine gereksinim vardir. Kardiyoloji ile bir benzetme
yapacak olur isek; kardiyologlar miyokard infarktiisiinii gostermek i¢in kalp yetmezligi
gelismesini  beklemek yerine, miyokard hasarim1 gosterecek doku  spesifik
biyobelirteglerin serum diizeylerinin artisin1 tanida kullanmaktadirlar (S S Waikar &
Bonventre, 2008).

Bobrek dokusunun iskemik ve nefrotoksik hasara biyolojik cevabi ABH erken
tanisinda kullanilabilir. Idrar kolayca elde edilebilir ve ABH tamisinda idrar ve
plazmadan daha fazla {imit vaad eden biyolojik bir belirtegdir. Iskemik ve nefrotoksik
hasara tiibiiler hiicrelerin cevabi olarak, tiibiiler reabsorbsiyonda ve filtre edilen
molekiillerin katabolizmasinda bozulma, tiibiiller hiicrelerden salinan enzim ve
eksozomlarda artma nedeniyle idrar bobrek hasari igin sensitif ve spesifik belirtegleri
igerebilir (S S Waikar & Bonventre, 2008).

Akut bobrek hasari (ABH)  hastanede yatan hastalarda ve kritik agir
hastalardasik goriiliir ve insidansi giderek artmaktadir. Yogun bakim hastalarinin
yaklasik% 45'inde hastanede yatan hastalarin ise % 20'sinde ABH gelisir (Kam Tao Li,
Burdmann, Mehta, & World Kidney Day Steering Committee 2013, 2013). Bu durum,
hastane yatislarinda, infeksiyon komplikasyonlarinda, mortalitede, ekstra renal organ
hasarinda, kronik bobrek hastaligi (KBH) gelisiminde ve maliyette artis ile sonuglanir
(Feltes, Van Eyk, & Rabb, 2008; Singbartl & Kellum, 2012). Sepsis, iskemi, ilaglar,
intravenoz kontrast ve enfeksiyon gibi ¢ok sayida faktor ABH gelisimine katkida
bulunur (United States Renal Data System, 2016).

Bobrek hasari, prerenal, intrarenal ve postrenal olmak ftizere ii¢ kategoriye
ayrilabilir. Hipoperflizyon (6rnegin hipotansiyon neden oldugu) prerenal azotemiye yol
acar ve prerenal azotemi de bobrek hasarma ilerleyebilir. Bu yiizden, miinferit ger¢ek
prerenal bir durumun, bobrek hasari igin tek bagina sorumlu olup olmadig: Klinik olarak
genellikle belirsizdir. Akut glomeriilonefritte primer intrarenal hasar goriiliir. Bu
nedenle prerenal ve intra renal bobrek hasari arasindaki ayrim genellikle zordur.
Postrenal bobrek hasari genellikle iist veya alt idrar yolunda herhangi bir seviyede idrar
¢ikismin tikanmast ile tetiklenir. intrarenal ABH'nin baslica patolojik korelasyonu akut
tiibiiler nekrozdur (ATN). Prerenal azotemi ve ATN ayni1 patofizyolojik siiregten geger
ve her ikisi de tim ABH vakalarinin dortte {li¢iine neden olur (Urbschat, Obermiiller, &

Haferkamp, 2011).



Yapisal bobrek yaralanmalarinin erken ve giivenilir biyobelirtegleri olmamasi,
klinik teshiste kabul edilemez bir gecikmeyle sonu¢lanmakta, bu da hizli bir terapotik
yaklasimi sinirlamaktadir. ABH tanis1 i¢in ideal bir biyobelirteg; idrar veya kan
kullanilarak non-invaziv 6l¢iilebilen, hizl1 ve ucuz, klinik kullanima uyarlanabilir, hasar
daha kisith iken tesbit edebilen Ozelliklerde olmalidir. Yine, renal hasarin
mekanizmasini aydinlatabilen, etyolojik nedeni tesbit edebilen, tubiiler veya bobregin
diger kisimlarinin hasarmin lokalizasyonunu gdsterebilen, erken taniya duyarli, risk
simiflandirmasimi gosteren, prerenal-renal-postrenal hasar ayrimi yapabilen, ABH’ n1
KBH’ndan ayirabilen, hasarin derecesiyle korelasyon gdsterebilen, gelisebilecek
komplikasyonlari, klinik sonuglar1 ve tedavinin etkinligini kestirebilen 6zellikler erken
ABH tan1 belirtecinde aranan 6zelliklerdir (Clerico, Galli, Fortunato, & Ronco, 2012;
Devarajan, 2010).

ABH erken tanisinda timit vaat eden, idrar ve plazmada Olglilebilen bazi
biyobelirtegler sunlardir; NGAL, KIM-1, karaciger - yag asiti baglayici protein (L-
FABP), IL- 18, sistatin-c, IL-6, o/t glutatyon S transferaz (GST) ve N-asetil-p-
glukozaminidaz (NAG) (Murray ve ark., 2014; Siew ve ark., 2011). Son yillarda, idrar
insiilin  benzeri biiylime faktori baglanma proteini-7 (IGFBP-7) ve doku
metalloproteinaz inhibitérii-2 (TIMP-2) yine 6n plana ¢ikan hiicre dongii proteinleridir
(Aregger ve ark., 2014; K. Kashani ve ark., 2013).

ABH tanisinda arastirilan belirtecler ile ilgili problemlerden bazilar1 sunlardir;
yapilan ¢aligmalar kiigiik hasta gruplu, tek merkezli, agirlikli olarak kardiyopulmoner
bypass cerrahisi gecirmis ya da kontrast almig hastalardan olusmaktadir.
Karsilagtirmalar serum kreatinini ile yapildig: i¢in tan1 degeri zayif kalmaktadir ve yeni
testlerin maliyetleri heniiz pahalidir. Deney hayvanlar iizerindeki ¢alismalar; ¢alismaya
alinan deney hayvani sayilariin az olmasi, farkli hasar modelleri olusturulmamasi ve
yine karsilagtirmalar serum kreatinini ile yapilmasi gibi nedenlerle yetersizdir (Dieterle

ve ark., 2010).

2.3.1. ABH Tam Kriterlerive Simflandirilmasi

2.3.1.1.RIFLE Siniflamast

Akut diyaliz kalite girisim grubunun (Acute Dialysis Quality Initiative Group,
ADQI) belirledigi ozellikler baz alinarak 2004 yilinda RIFLE smiflandirmasinin



kriterleri olusturulmustur (Bellomo ve ark., 2004). RIFLE; risk (Risk), hasar (Injury),
yetmezlik (Failure) ve kayip (Lo0sS), son donem bobrek hastaligi (End stage renal
disease, ESRD) kelimelerinin ingilizce karsiliklarmin basharflerinden olusturulmustur.

RIFLE smiflandirmasi tani kriterleri Tablo 2.1°de gésterilmistir.

Tablo 2.1. Akut bobrek hasari siniflamasinda RIFLE kriterleri

Sinif GFH Kriteri Idrar cikas kriteri
R- Risk Kreatinin artis1 1,5 kat < 0,5 ml/kg/sa
ya da ( 6 saat)
GFH azalmasi > % 25
I-Injury Kreatin artig1 2 kat < 0,5 ml7kg/sa
ya da (12 saat)
GFH azalmasi> % 50
F- Failure Kreatinin artig1 3 kat <0,3 ml/kg/sa( 24 saat)
ya da (oligtiri)
GFH azalmasi >%75 yada aniiri( 12 saat)
ya da
Kreatinin degeri 4mg/dl
ya da
Kreatinin artig1 >0,5mg/24
saat
L- Loss Israrci akut bobrek
yetmezligi >4 haftada
bobrek fonksiyonlarin
biitiiniiyle kaybolmasi
E- ESRD >3 ayin iizerinde bdbrek
fonksiyon kaybinin devam
etmesi.

2.3.1.2. AKIN Kiriterleri

Acute Kidney Injury Network (AKIN) grubu tarafindan 2007 yilinda RIFLE
kriterleri tekrar gozden gegirilerek ABH ti¢ evreye ayrilarak siniflandirilmistir (Mehta,
ve ark., 2007). AKIN kriterleri Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Akut bobrek hasari siniflamasinda AKIN Kriterleri.

Evre Serum kreatinin kriteri Idrar cikis kriteri
1 Kreatinin artig1 1,5- 2 kat <0,5 ml/kg/sa ( 6 saat)
yada
>0,3 mg/dl (48 saat igerisinde)
2 Kreatinin artig1 2-3 kat <0,5 ml/kg/sa
(12 saat)
3 Kreatinin artig1 3 kat <0,3 ml/kg/h ( 24saat)
yada yada
>4mg/dl (akut artis>0,8mg/dl) aniiri ( 12 saat)

2.3.1.3. Kidney Disease, Improving Global Outcomes (KDIGO) Stniflamast

RIFLE ve AKIN kriterleri temelinde, 2012 yilinda KDIGO’nun (Kidney
Disease Improving Global Outcomes) ABH igin standart bir tanimlama getirilmistir
(Kellum ve ark., 2012). Buna gore; ABH tanis1 son 48 saat i¢inde serum kreatinin
diizeyinde > 0.3 mg/dl artis olmasi ya da son 7 giin icerisinde serum kreatinin diizeyinde
bazale gore > 1.5 kat artis olmast veya son 6 saatte idrar ¢cikimmin < 0.5 ml/kg/sa

olmasi ile konulur (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Akut bobrek hasari siiflamasinda KDIGO kriterleri

Evre Serum Kkreatinin diizeyi Idrar miktari
1 Bazal degerden 1,5- 1,9 kat artig 6- 12 saat <0,5ml/kg/sa
ya da >0,3mg/dl artig
2 Bazal degerden 2,0- 2.9 kat artig >12 saat <0,5ml/kg/sa
3 Bazal degerden 3 kat artis yada > 24h <0,3ml/kg/sa
Serum kreatinin > 4,0mg/dl yada yada
RRT baglamasi yada > 12 saat aniiri
<18yas hastalarda
GFH<35ml/dk/1,73

RRT: Renal Replasman Tedavisi, GFH: Glomeruler Filrasyon Hizi

2.4 AKUT BOBREK HASARINDA ERKEN TANI BIYOBELIRTECLERI

2.4.1. Kreatinin

Kreatinin, kas metabolizmasi sonucu kreatinden olusur ve bu nedenle kas
kitlesine bagli olarak kreatinin diizeyi farklilik gosterir. Kreatinin yaklasik % 10-15
oraninda tiibiiller sekresyona ugrar. ileri bobrek hastaliginda bu oran daha da artar.
Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmede iireye gore daha giivenilir sonuglar verir

(Reiser IW, 2001).



11

Giincel olarak ABH tanisinda klinik pratikte kullanilan plazma kreatinini
nonspesifik ve insensitif bir belirtegdir. Plazma kreatinini, hasardan giinler sonrasina
kadar ve bobrek fonksiyonunun% 50'si kayboluncaya kadar artmayabilir. ABH’ n1
saptamada bu gecikme, geri doniisiimsiiz bobrek hasar1 meydana gelmeden 6nce uygun
tedavi yonetimini kisitlamakta ve bobrek hasarinin erken donemlerinde miidahalede
gecikme anlamina gelmektedir (Clerico ve ark., 2012). Plazma kreatinini GFH n1 dogru
olarak belirleyememektedir. Yine plazma kreatinini; kas kitlesi, yas, cinsiyet, karaciger
fonksiyonlari, protein alimi, hidrasyon durumu, ila¢ kullanimi gibi bircok faktérden
etkilenmektedir (Haase-Fielitz, Haase, & Devarajan, 2014; Sushrut S. Waikar ve ark.,
2009). Yine diisik glomeriiler filtrasyon hizlarinda, kreatininin tiibiiler sekresyonu
bobrek fonksiyonunun oldugundan yiiksekgosterilmesine yol agar (Urbschat ve ark.,
2011).

Plazma kreatininin tek bir 6l¢limii; normal bobrek fonksiyonu, ABH, KBH ve
dehidratasyon ile gelisen gegici azotemi arasinda ayrim yapamaz (Haase-Fielitz ve ark.,
2014). Sonug olarakbdbrek fonksiyonunun dogru bir degerlendirmesi ve ABH'nin erken
tespiti igin kreatinden daha giivenilir biyobelirtecler gerekmektedir (Clerico ve ark.,
2012).

2.4.2. Kan Ure Azotu (BUN)

BUN, iire icerisindeki nitrojeni ifade etmektedir. Ure ise protein metabolizmasi
sonucunda karacigerde amonyaktan sentezlenir. Ure degeri, BUN degerinin 2.14 ile
carpilmast sonucu c¢ikan degere esittir. Tiibiiller reabsorbsiyonu nedeniyle bdbrek
fonksiyonu hakkinda yaniltict olabilmektedir (Reiser IW, 2001).

ABH tanis1 genellikle serum BUN ve kreatininin Ol¢iimlerine dayanir. Ancak
her ikisi de ABH tanis1 i¢in ¢ok duyarli veya spesifik degildir. Ciinkii bunlar bobrek
hasart veya bobrek fonksiyonundan bagimsiz olarak bobrek ve bobrek disi birgok
faktorlerden etkilenirler. Yiiksek proteinli bir diyetle {ire iiretiminin artigibir korelasyon
gostermez. Kanama, travma ya da glukokortikoid tedavisine bagl artmis doku yikimu,
kronik ya da anlik besin alimi BUN diizeyini artirir. Buna karsilik, diigiik proteinli bir
diyet ve/veya ileri diizeyde karaciger hastaligi, GFH'nda halihazirda var olan bir diisiise
ragmen, GFH'nda degisiklik olmadan BUN'u diistirebilir (Urbschat ve ark., 2011).
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2.4.3. Tiibiiler disfonksiyon belirtecleri ve enzimleri

Proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinin apikal yiizeyi ¢cok sayida mikrovillus igerir
ve firgamsi kenarmi olusturur. Ayni zamanda proksimal tiibiiliin 6zel gorevlerini
yiiriitmek igin enzimatik fonksiyonlara sahip proteinler igerir. Intraselliiler bu enzimler
hasarla beraber egzositozla veya sizma seklinde idrara salinirlar (D’Amico & Bazzi,
2003). Bu proteinler serbest ya da membranla kapli egsozom seklinde olabilir. Birkag
farkli sinif enzim bulunabilir: NAG gibi lizozomal proteinler, gama glutamil transferaz
(GGT) ve alkalen fosfataz (ALP) gibi firgams1 kenar enzimleri, a-GST gibi sitozolik
proteinler. Yine, proksimal tiibiiler epitel hiicreleri zedelendiginde, sistatin C'yi diizgiin
bir sekilde metabolize edemezler ve filtre edilen intakt sistatin ¢ idrarda goriilebilir.
Benzer sekilde hasar goren hiicreler, a3 ve B, mikroglobiilin gibi diisiik molekiil agirlikl
proteinleri tamamen reabsorbe edemezler ve serbestge idrara filtre ederler (S S Waikar
& Bonventre, 2008).

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Acentast (EMEA) 2009
yilinda, idrar total proteini, alblimin, KIM-1, clusterin, [, mikroglobiilin, sistatin ¢ ve
trefoil faktor 3 gibi bir takim idrar biyobelirteglerini, Kklinik olmayan ilag
gelistirmelerinde ABH tanisinda kullanilmasini onaylamistir (Zhou ve ark., 2014).
Ancak idrarda bulunan tiibiiler enzimler uzun yillardir ABH tani belirteci olarak

calisilmasina ragmen erken tan1 belirteci olarak yaygin klinik kullanima girmemistir.

2.4.4.Myo-Inositol Oksijenaz

2.4.4.1. Inositol

Inositol, serbest formda ya da fosfolipidlerin ya da inositol fosfat tiirevlerinin
bagl bilesenlerinden biri olarak, hayvan ve bitki hiicrelerinde dogal olarak bulunan bir
siklitoldiir. Inositol, cesitli hiicresel siireclerde, 6karyotik hiicrelerde ikincil habercilerin
yapisal bileseni olarak ve ozellikle inositol trifosfatlar (IP3), fosfatidil inositol fosfat
lipidleri (PIP2/PIP3) ve muhtemelen inositol glikanlar olarak 6nemli bir rol oynar. Bu
nedenle inositol, esas olarak izomerik formda MI, hiicre biiyiimesi ve sagkalimi,
periferik sinirlerin gelisimi ve islevi, osteogenez ve lireme dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli

hiicre fonksiyonlarinin diizgiin ¢alismasi i¢in 6nemlidir (Croze & Soulage, 2013).
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2.4.4.2. Biyolojik formlar ve diyet kaynaklart

Inositol veya sikloheksan-1,2,3,4,5,6-heksol, alt1 hidroksil grubunun uzamsal
oryantasyonuna bagli olarak dokuz stereoizomerik form altinda bulunan bir polioldur
(Sekil 2.3). MI veya cis-1,2,3,5-trans-4,6-sikloheksanheksol, dogada ve gidalarimizda
bulunan inositoliin baskin izomerik formudur (Croze & Soulage, 2013). Myo-inositol'un
eskiden B vitamini ailesine ait oldugu diistiniilmistiir. Ancak D-glukozdan insan
viicudu tarafindan yeterli miktarda iiretildigi i¢in, artik temel bir besin olarak kabul
edilmemektedir. Hayvansal ve bitkisel kaynaklarindan elde edilen besinler, serbest
formda MI, inositol igeren fosfolipid (fosfoinositidler) veya fitik asit (inositol
hexaphosphate veya IP6) seklinde M1 igerebilirler (Holub, 1986).

2.4.4.3. Myo-inositoliin denovo biyosentezi

Myo-inositol si¢an testis, beyin, bobrek ve karacigerinde D-glikozdan iig
basamakta endojen olarak sentezlenebilir. ilk olarak glikoz hekzokinaz tarafindan
fosforile edilir, ikinci olarak glukoz-6-fosfat 1-D-miyo-inositol-fosfat sentaz (MIPS) ile
miyo-inositol-1-fosfata donistirtlir ve son olarak miyo-inositol-1-fosfat inositol
monofosfataz (IMPase) tarafindan fosforile edilirek serbest MI iiretilir (Sekil 2.4)
(Meng ve ark., 2009).

2.4.4.4. MI katabolizmas:

Myo-inositol yalnizca bobrekte MIOX enzimi tarafindan D-glukuronik aside
katabolize edilir. D-glukuronik asit de pentoz fosfat dongiisiine giren D-ksiluloz-5-
fosfata doniigiir (Sekil 2.5). MIOX tarafindan katalize edilen MI'nin D-glukuronik aside
dontisimii geri doniisiimsiizdiir ve yolun hiz siirlayici basamagidir (R J Arner ve ark.,
2001).

Bilateral nefrektomi yapilan siganlarda, inositol katabolizmanin tek yolu
bobrekte yer aldigindan myo-inositol katabolizmasi meydana gelmemistir. Beklendigi
gibi, nefrektomi uygulanan si¢anlarda inositol CO;'ye doniistiirilmemesine ragmen,
sham grubu si¢anlarda enjekte edilen inositoliin bir kism1 CO,'ye katabolize edilmistir.
Nefrektomiye tabi tutulan farelerin test edilen organlarinin ¢ogunda daha fazla
radyoaktif isaretli myo-inositol biriktigi goriilmiistiir. Ciinkii uygulanan inositoliin
onemli bir kism1 normal olarak bobrek tarafindan metabolize edilir veya atilir (Lewin,

& Kraicer, 1976).
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Sekil 2.3. Inositoliin dokuz izomerinin yapilari. inositol, hidroksil gruplarinin

epimerizasyonuna bagli olarak dokuz farkli stereoizomerik formda bulunur. Myo-

inositol (cerceveli), gida maddelerinde ve hayvan dokularinda bulunan inositoliin

en yaygin izomeridir.
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Sekil 2.5. Bobreklerde myo-inositol katabolizmasi
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2.4.4.5. Myo-inositol oksijenaz (M10X)

MIOX (MIOX, EC 1.13.99.1), MI endojen katabolizmasinin yegane yolundaki
ilk kararli adimi katalize eden 33 kDa monomerikbir proteindir. MI’in epimeri olan D-
chiroinositol de ayrica MIOX i¢in bir substrattir (R J Arner ve ark., 2001). MIOX ilk
olarak 1957 yilinda farelerin bobrek ekstrelerinde kesfedilmistir (Charalampous &
Lyras, 1957). Howard ve Anderson, nefrektomili siganlarin MI1 CO,'ye
doniistiiremedikleri i¢in bobregin MIOX aktivitesinin ana bolgesi oldugunu bildirdiler
(Howard & Anderson, 1967). MIOX aktivitesinin, anti-MIOX antikoru kullanilarak
yapilan Western blot tekniginde ekstrenal dokularda saptanabilir bir sinyal gostermedigi
i¢in, sadece bobrek i¢inde bulundugu kabul edilmektedir (Charalampous & Lyras, 1957,
Gaut ve ark., 2014; Hankes, & Anderson, 1970). Yine MIOX’un bobrek proksimal
tiibiiliinde lokalize oldugu gosterilmistir (Hu ve ark., 2000; Q. Yang ve ark., 2000).
Ancak lens, karaciger, sinir ve retinada da ¢ok az miktarda MIOX ekspresyonu
oldugunu gosteren ¢alismalar da vardir (Ryan J. Arner, Prabhu, Krishnan, Johnson, &
Reddy, 2006; Goode, Lewis, & Crabbe, 1996).

MIOX baslangicta kesfedildikten sonra, rat bobreginden saflastirildiginda hizlica
normal aktivitesini kaybettigi goriildii. Enzimatik karakterizasyonun c¢ogu, Reddy ve
arkadaslar1 tarafindan saflastirilmis MIOX''!m  demir iyonu ve sisteinle ©n
inkiibasyonunun enzimi stabilize ettigi ve yeniden aktiflestirdigi tespit edilene kadar
gerceklestirilmemistir (Reddy, Pierzchala, & Hamilton, 1981). Bu kesif, MIOX'in hem
in vitro hem de in vivo fonksiyonel karakterizasyonuna izin verdi (R J Arner et al.,
2001). Ik zamanlar renal spesifik oksidorediiktaz (RSOR) olarak bilinen, agirlikli
olarak bobrek tiibiillerinde ekprese edilen ve sitozolik bir protein olan RORS ile
MIOX’mn ayni protein oldugu anlagilmistir (R J Arner ve ark., 2001; Nayak ve ark.,
2005).

MIOX 1n vapisi

Sigan, fare, domuz ve insan MIOX genlerinin amino asit sekansi hizalamasi
yiiksek bir dizi dzdeslik diizeyi gostermektedir. Ozellikle, sigan MIOX'tn amino asit
dizisi, fare dizisine % 96 ve insan dizisine % 90 oraninda benzerlik gostermektedir (R J
Arner ve ark., 2001).

Fare MIOX'!n MI ile kompleks yapisi, X-151m kristalografisi ile ¢ozlilmiistiir
(Brown ve ark., 2006). MIOX’n agiklanan yapisi, MIOX'!n 9 a heliks iceren tek ve
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cogunlukla sarmal bir sekilde katlanan monomerik bir enzim oldugunu ortaya koydu.
Yapisal ¢ekirdegi olusturan ve iki demir igeren aktif bolgesi, bes heliks i¢inde (a4 ile
a8) gomilidir (Sekil 2.6A). Aktif bolge oksijenazlar igin olasi baglanma bolgeleri
olarak tanimlandi. MIOX’1n aktif bolgesinin yapisal analizi, Asp 85, Ser 87, Lys 127,
Asp 142 ve Ser 221 kalintilarinin M1 ile dogrudan koordineli oldugunu ortaya ¢ikardi
(Brown et al., 2006) (Sekil 2.6B). MIOX'in enzim aktivitesi, serin/treonin kalintilarinin
fosforilasyonuna baghidir (Nayak ve ark., 2011). MIOX'un Kkatalitik mekanizmasi,
biyolojik sistemlerde hem demiri olmayan internal mono-oksijenazlar arasinda
benzersizdir ve MIOX'in yaptig1 gibi oksidatif glikol boliinme reaksiyonunu katalize
eden ¢ok az sayida enzim vardir. MIOX tarafindan katalizlenen bu reaksiyonda, sadece
bir oksijen atomunun transferiyle dort elektron oksidasyonu olur. Bu yiizden MIOX
hem bir oksidaz hem de bir oksijenaz olarak siniflandirilabilir. MIOX, elektron transfer
oksidaz, intramolekiiler karisik fonksiyonlu oksijenaz ve internal monooksijenaz olarak
tanimlanmistir ki en uygun bu sonuncu tanimlama olan bir internal monooksijenazdir
(Ryan J. Arner, Prabhu, & Reddy, 2004; Moskala, Reddy, Minard, & Hamilton, 1981).
Bununla birlikte enzimin bobreklerden ayrintili mekanik ¢alismalar i¢in yeterli miktarda
saflagtirilmasimin giigliigli ¢cok sayida aragtirmaciyr hayal kirikligima ugratti. Sonug
olarak, araya giren onlarca yilda bu enzim iizerinde ¢ok az ilerleme kaydedilmistir (R J
Arner ve ark., 2001).

2.4.4.6. MIOX ve ABH

MIOX enzimi renal spesifik bir enzim olarak nadir organ spesifik enzimlerden
birisi olmasina ragmen ilging bir sekilde bobrek hastaliklarinda MIOX enziminin yerini
arastiran ¢alisma sayisi ¢cok azdir. Ozellikle ABH’da MIOX enziminin yerini arastiran
cok az sayida calisma bu konuda ABH’ nin erken tanisinda MIOX enziminin potansiyel
bir biyobelirteg oldugunu gostermistir (Gaut ve ark., 2014; C. Mertoglu, Bozkurt,
Keskin, & Gunay, 2018; C. Mertoglu, Gunay, Gurel, & Gungor, 2018).
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Sekil 2.6. Rekombinant fare MIOX enziminin kristal yapisi. A: MIOX'n stereo
serit diyagrami. MI substratina yakin olan halka kirmiziyla gosterilmistir. B:
MIOX'in aktif boélgesinin goriintlisii. Turuncu kiire Fe atomunu ve sar1 g¢ubuk
molekiili MI'1 temsil etmektedir. Baglanma bolgesinde MI ile etkilesime giren
kalintilar, kirmiz1 ile vurgulanmis ¢ubuk formundadir. Kesik ¢izgiler, MI ile

yapilan hidrojen baglarin1 temsil etmektedir (Brown ve ark., 2006).
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2.4.5. Nétrofil Jelatinaz iliskili Lipokalin (NGAL)

2.4.5.1. NGAL Biyolojisi

NGAL bugiine kadar ABH tanisinda en iyi calisilmis iiriner biyobelirteclerden
biridir. Lipit transport protein 2 (lipokalin-2), siderokalin veya 24p3 olarak da bilinir ve
jelatinaza kovalent olarak bagli polipeptit olarak tesbit edilmistir (Devarajan, 2010).
Insan NGAL molekiilii, 25 kDa'likk bir molekiil agirligma sahip tek bir disiilfiirle
kopriili polipeptitten olusur. NGAL c¢ogunlukla monomerik bir formda bulunurken,
ayni zamanda dimerler ve trimerlerin yani sira notrofil jelatinaz ile kompleks halinde de
bulunabilir. 25 kDa monomerik NGAL formu, hasarli bobrek tiibiil epitel hiicreleri
tarafindan salgilanirken, dimerik form nétrofiller tarafindan salgilanan baskin formdur.
NGAL igin bashca ligandlar, ferrik iyon-spesifik selatlama bilesikleri olan
sideroforlardir. NGAL'in demir durumu biyolojik aktivitenin kritik bir belirleyicisidir.
Demir iceren NGAL, megalin gibi hiicre ylizey reseptorlerine baglanir, iceri alinir ve
bagli demirini serbest birakir. Aksine, demir bagli olmayan NGAL ayni reseptorlere
baglanir, ancak selatlar ve hiicre i¢i demir onu hiicre dis1 alana gotiiriir. NGAL,
apoptozun zayiflamasi, bobrek tiibiil epitel hiicreleri ve nefronlarinin diferansiasyonu
dahil olmak iizere bir ¢cok biyolojik siireclerde yer alir. Nefrogenez sirasinda NGAL-
siderofor-demir kompleksi renal progenitorleri epitel tiibtillere dondistiirir (Haase-
Fielitz ve ark., 2014).

2.4.5.2. NGAL ve ABH

NGAL ilk olarak insan nétrofillerinin graniillerinde bir protein olarak kesfedildi
ve yapilan c¢alismalar iskemik ve nefrotoksik bobrek hasarmin erken belirteci olma
potansiyelini gosterdi (Mishra ve ark., 2003). NGAL, kemik iligi, rahim, prostat, tiikkriik
bezi, mide, kolon, trakea, akciger, karaciger ve bobrek gibi birgok insan dokusunda
diisiik diizeyde ekpresse edilir (Cowland & Borregaard, 1997; Haase-Fielitz ve ark.,
2014). NGAL, ABH'nin erken tanist i¢in ve klinik sonuglarin tahmini i¢in diyaliz
gereksinimi, mortalite, yogun bakim gereksinimi, kalp cerrahisi, ilaclar, toksik
maddelerle olusan bobrek hasari, bobrek nakli gibi durumlarda hem plazma hem de
idrarda birkag yontemle Olgiilebilir (Clerico ve ark., 2012). NGAL ekspresyonu,
insanlarda ve rodentlerde renal tiibiiler hasara cevap olarak 1000 kat artmaktadir ve
idrarda ve serumda bobrek yetmezliginin erken biyobelirteci olarak ¢ok hizli

goriinmektedir (Schmidt-Ott ve ark., 2007). Birgok calismada serum ve idrar NGAL'in,
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ozellikle kardiyak cerrahi, radyokontrast maruziyeti ve yogun bakim hastalar1 gibi
bobrek hasarinin gelismesi muhtemel durumlarda, ABH i¢in erken bir belirte¢ olarak
yararli oldugu gosterilmistir (Cruz ve ark., 2010). Ayrica NGAL diizeyinin, ABH’nin
stiresi ve siddeti, diyaliz gereksinimi, yatis siiresi ve mortalite gibi Klinik gidisat
acisindan prognostik degeri vardir (Devarajan, 2010). Fakat sistemik strese yanit olarak
onemli bobrek dis1 dokular tarafindan NGAL iiretimi, ABH yoklugunda da idrar NGAL
atilimini artirabilir ve bu ayrica kronik renal hastaliktan da kaynaklanabilir (Haase ve
ark., 2009).

2.4.5.3. NGAL él¢iimii icin test yontemleri: analitik ézellikler ve performans

NGAL analiz yontemlerinin analitik 6zelliklerini ve performansini dogru bir
sekilde degerlendiren veya karsilastiran az sayida caligma literatiirde mevcuttur. Ayrica,
klinik c¢alismalarin c¢ogunlugu, NGAL testi i¢in kullanmilan yontemin analitik
performanst hakkinda yetersiz veri rapor etmektedir. Bu bilgi eksikligi, NGAL
Ol¢limiiniin analitik etkililiginin ve giivenilirliginin dogru bir degerlendirmesine ve
karsilastirilmasina izin vermemektedir. Ozellikle kullanilan yontemler, ¢alisma amacina
yonelik olarak laboratuvarda acikca belirlenmis, standartlastirilmis analizler (enzim
baglantili immiinosorbent analiz (ELISA) veya immiin blottlama sistemler gibi) degildir
(Clerico ve ark., 2012).

Kan veya idrar 6rneklerinde NGAL 6l¢iimii i¢in kurulan ilk analitik prosediirler,
ELISA ve immiinoblotlama sistemlerine dayanmaktadir. Genel olarak bunlar, Kklinik
rutin i¢in tavsiye edilmeyen, ancak sadece arastirma c¢aligsmalari i¢in standartlastirilmis
manuel yontemlerdir (Clerico ve ark., 2012). Bir hasta bas1 testi (POCT) yontemi olan
(Triage ® Bioste, Alere Health) hizli bir 6l¢iim igin ticari floresan tabanli bir immiin,
EDTA’ll anti-koagiile tam kan veya plazma orneklerinde gergeklestirilen bir testtir
(yaklasik olarak 30 dakika) (Cavalier ve ark., 2011). Son zamanlarda, bir CMIA
(kemiliiminesan mikropartikiil immiinoassay) yontemi, idrar Orneklerinde NGAL
6lglimii i¢in otoanalizor ARCHITECT (Abbott Diagnostics) kullanilarak ticari olarak

piyasaya siiriilmiistiir (Cavalier ve ark., 2011).

2.4.6. Kidney Injury Molekiil 1 (KIM-1)
KIM-1 38.7-kDa agirliginda tip 1 transmembran glikoproteinidir. KIM-1

normalde saglikli bobrekte ve diger organlarda diisiik diizeylerde eksprese edilir, ancak
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ratlarda bobrek I/R hasarindan sonra ekspresyonu dramatik olarak artmaktadir
(Ichimura ve ark., 1998). Insanlarda ve ratlarda baslica proksimal tiibiil hiicrelerinden
salinmaktadir (Won K. Han, Bailly, Abichandani, Thadhani, & Bonventre, 2002;
Ichimura ve ark., 1998). Proksimal tiibiil hasarinda, plazma kreatinini, kan {ire azotu,
glokoziiri, proteiniiri, idrar NAG gibi konvansiyonel biyobelirte¢lerden daha erken
yiikseldigi bulunmustur (Vaidya, Ramirez, Ichimura, Bobadilla, & Bonventre, 2006).
Proksimal tiibiil toksisitesi olusturularak yapilan bir calismada, 21 iiriner biyobelirteg
arasinda en yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olan KIM-1 olarak bulunmus ve
proksimal tiibiil toksisitesi i¢in Receiver Operating Characteristic (ROC) analizinde egri
altinda kalan alan (AUC) 0.99 olarak tesbit edilmistir (S S Waikar & Bonventre, 2008).
KIM-1 ayn1 zamanda renal hiicereli karsinomlarda da fazla miktarda ekspresse
olmaktadir (W. K. Han, 2005).

2.4.7. Sistatin-c

Sistatin ¢, tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan tretilen, 122 aminoasitten olusan,
diisiik molekiil agirlikli bir sistein proteinaz inhibitoriidiir. Renal tiibiiller tarafindan
reabsorbe ve katabolize edilen, ancak sekrete edilmeyen bir molekiildiir (Laterza, Price,
& Scott, 2002). Yas, cinsiyet ve kas kitlesinden etkilenmemesi kreatinine gore iistiin bir
ozelliktir (Filler ve ark., 2005). Ayrica, sistatin ¢, mortalite ve kardiyovaskiiler
prognozu gostermesi bakimindan da kreatinine gore daha stiindiir (Shlipak ve ark.,
2005). Ancakyiiksek serum sistatin ¢ seviyesi, tiroid disfonksiyonu, obezite,
kortikosteroidler ve inflamasyon ajanlarinin kullanimi, yas, erkek cinsiyetve sigara gibi
baz1 faktorler ile iligkili bulunmustur. Dolayistyla, ABH tanisinda kullanimi siirhdir
(Knight ve ark., 2004). ABH tanisinda, baz1 ¢aligmalar sistatin ¢’nin kreatinine istiin
oldugunu ileri siirerken (Haase-Fielitz ve ark., 2009) bazilar1 aksini iddia etmislerdir
(Spahillari ve ark., 2012). Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada kalp transplantasyonu
yapilan hastalarda cerrahi sonrasi 3. saatte serum sistatin ¢ diizeyinin ABH gelisen
hastalarda yiiksek bulundugu, persistant sistatin c¢ yiiksekliginin bir yillik mortaliteyi
ongorebildigi gosterilmistir (Hoskova ve ark., 2016). Yine, baska bir ¢calismada ABH
icin yiiksek riskli hastalar takip edilmis, bu calismada sistatin ¢ nin kreatinine iistiin
oldugu, kreatininden bir, iki giin 6nce ABH’m1 tesbit ettigi bulunmustur (Herget-
Rosenthal ve ark., 2004). Yukardaki ¢alismalardan farkli olarak; Spahillari ve ark.
(Spahillari ve ark., 2012) ¢cok merkezli olarak yaptiklari ¢aligmada kalp ¢errahisi gegiren
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1150 hastada ameliyat Oncesi ve sonraki 5 giinde giinliik olarak Olctiikleri sistatin ¢

diizeyinin ABH tanisinda kreatinine istiinliigii olmadigini gostermislerdir.

2.4.8. interlokin-18 (1L-18)

IL-18 proinflamatuar bir sitokindir. Saglikli bobreklerde distal tiibiil ve toplayict
tiibiil hiicrelerinden salmir. Insan c¢alismalarinda, IL-18’in akut tiibiiler nekrozda
proksimal tiibiil hasarinin bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Melnikov ve ark., 2002).
Ayrica IL-18’in kardiyopulmoner cerrahiden sonra ABH gelisimini 6ngérmede
prediktif bir biyobelirte¢ oldugu ve NGAL ile beraber serum kreatinininden once
yiikseldigi bildirilmistir (C R Parikh ve ark., 2006). Ancak plazma IL-18 diizeyi
endotoksemi, inflamatuvar hastalik, otoimmiin hastalik gibi durumlarda da artmaktadir
(Haase, Bellomo, Story, Davenport, & Haase-Fielitz, 2008; Kaplanski, 2018). Yine IL-
18 proinflamatuvar bir biyobelirte¢ oldugundan, sepsisli hastalarda ABH’n1 gostermede

sensitivite ve spesifitesi yetersiz kalmaktadir (Liu ve ark., 2013).

2.4.9. Karaciger-tipi Yag Asidi Baglayic1 Protein (L-FABP)

L-FABP 14-kDa agirhiginda karaciger, barsak ve bobrek proksimal tiibiil
epitelinde sentezlenen sitozolik bir proteindir (Ho ve ark., 2015). Uzun zincirli yag
asitlerini baglar ve tasir. Lipit oksidasyon lriinlerine baglanarak toksik hiicre etkilerine
engel olur. Insan L-FABP geni hipoksiye duyarli bir bdlge icerir ve hipoksi L-FABP
gen ekspresyonunu indiikler (Supavekin ve ark., 2003). L-FABP’in idrar diizeyi
proksimal tiibiil epitelindeki stresi gosterir ve iskemik tiibiiler hasarin ciddiyeti ile
koreledir (Kamijo ve ark., 2004). Yapilan bir metaanalizde; 15 prospektif kohort
calisma incelenmis ve ABH riski olan hastalarda, L-FABP’in ABH tanisinda yeri
oldugu ve diyaliz gereksinimi ve mortalitenin ongoriilmesini miimkiin kildig1 rapor
edilmistir (Susantitaphong ve ark., 2013). Her ne kadar idrar L-FABP renal hipoksinin
bir gostergesi olarak kabul edilse de, klinik calismalar hala sinirlidir ve yetersizdir.
Bobrek hastaliginin ¢esitli nedenlerini igeren prospektif ¢alismalara ihtiyag vardir

(Chirag R. Parikh ve ark., 2013).



3. GEREC ve YONTEM
3.1. KULLANILAN MALZEMELER
3.1.1. Kimyasal Malzemeler
- Etanol (Sigma Aldrich)
- Etil asetat (Sigma Aldrich)
- HCI (Merck)
- Tris-Baz (Sigma Aldrich)
- Tris-HCI (Sigma Aldrich)
- Folin ciocalteu’s fenol reaktifi
- Bovine serum albiimin
- Na,CO;
- NaOH
- CuSOq,

3.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Geregler

- Kan alma tiipleri (BD)

- Kurutma kagidi (40*40 cm)

- Cam Kalemi

- Eppendorf tiip (isolab 1.5 mL)

- Steril enjektor (5 mL, 10 mL)

- Hassas terazi (Denver instrument)

- Hayvan kafesi

- Homojenizator (ika t18 basic ultra turrax homogenizer)
- Kronomometre (Clip)

- Manyetik karigtiric1 (Velp)

- Meziir (25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL)

- Operasyon takimi

- Otomatik pipet (Gilson, 10 pL, 20 pL, 100 L, 1000 pL)
- Pastor pipeti (isolab)

- Pipet uclar

- Sogutmali santrifiij (Hettich)

- Vorteks (Velp)

- Buzdolabi (Vestel)
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- Distile su

- Organon Teknika Microwell System (ELISA)

- Rat MIOX ELISA Kit (Katalog no: E-EL-R2591, Elabscience®)
- Rat NGAL ELISA Kit (Katalog no: E-EL-R0662,Elabscience®)
- Serum fizyolojik

- Hematoksilen

- Eozin

- Ksilen

- Polilizin lam

- Rodajli lam

- Lamel

- Ameliyat eldiveni

3.2. HAYVAN GRUPLARI VE DENEYIN YAPILISI

Calismamizda agirliklar1 300 gr ile 350 gr arasinda degisen toplam 40 adet, erkek
Wistar tiirli albino sican kullanildi. Tiim islemler, 1986 Uluslararas1 Strazburg Hayvan
Haklar1 Evrensel Beyannamesi sartlarma uygun olarak, Gaziosmanpasa Universitesi
Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde, Etik Kurul onay1 (2013
HADYEK 082) alinarak veteriner hekim kontroliinde gergeklestirildi. Denekler;
standart sigan kafesleri i¢cinde, kemirgenlere 6zel standart pellet yem ve su ile istedikleri
kadar beslenen siganlardan se¢ildi. Sicanlar basit randomizasyon ile 8’erli 5 gruba
ayrild.

- Grup 1, hasarsiz kontrol grubu olarak degerlendirildi,

- Grup 2, 1 saat iskemi ve 2 saat reperflizyona maruz birakildi,

- Grup 3, 1 saat iskemi ve 4 saat reperflizyona maruz birakildi,

- Grup 4, 2 saat iskemi ve 2 saat reperflizyona maruz birakildi,

- Grup 5, 2 saat iskemi ve 4 saat reperflizyona maruz birakildi.

Deney yapilan biitiin hayvanlar 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazin ile
uyutulduktan sonra kan ve bobrek dokusu ornekleri alindi. Grup II, III, TV ve V’te
bobreklere uygulanan I/R hasari; steril povidon iyodiir ile sigan supin pozisyonda
operasyon sahasi temizligi yapildiktan sonra midabdominal ( karin orta hatt1 ) insizyon
yapilip sol bobrege ulasilarak, hilus seviyesinde klemplendi (Resim 3.1 ve 3.2).

Klempli bobrek iskemiye maruz birakildi ( iskemi; renk degisimi ve pulsasyon yoklugu
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ile izlendi). Iskemi siiresi dolunca klemp cikarilip reperfiizyon uyguland: (reperfiizyon;

renk degisimi ve pulsasyon varligi ile izlendi).

Resim 3.1. Sol bobrek arterine ulasilmasi.

Resim 3.2. Sol bobrek arterinin klemplenmesi.
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Deney sirasinda meydana gelebilecek dehidratasyona bagli sivi kaybini 6nlemek
amaciyla steril serum fizyolojik ile 1slatilmis spanglarla hayvanlarin operasyon sahasi
ortildi. Siganlardan biri deney sirasinda anesteziye bagli olarak kaybedildi.
Reperfiizyon sonrasinda hayvanlardan kan alinarak hayvanlar eksanguinasyon yontemi
ile feda edildi ve bobrek dokular1 alindi. Alinan Ornekler ¢alisma igin en kisa siirede
biyokimya laboratuarina ulastirildi. Ulastirilan 6rneklerden kanlar 15 dakika 1500 g’de
santrifiij edilerek serumlar1 ayrilip bobrek doku ornekleriyle beraber ¢alisma zamanina
kadar sifirin altinda 80°C’de saklandh.

Bobrek doku orneklerinin bir kismi histopatolojik degerlendirme igin %10’luk
formaldehitte tespit edilip rutin histolojik takip serilerinden gegcirilerek parafin bloklara
gomiildi. Parafin bloklardan 5 ve 20um kalinliginda kesitler polilizinli lamlara alindi.
Bobrek dokusunda Hematoksilin ve Eozin boyamasi yapildi. Histolojik degisiklikler;
nekrotik ve apopitotik hiicre sayimi, tiibiiler firgamsi kenarin kaybi, tiibiiler dilatasyon
ve notrofil olusumu degerlendirilerek tiibiilointerstiyel hasarin kantitatif 6l¢iimii yapildi.

Histopatolojik sonuglar soyle degerlendirildi;

0 = Hasar yok
1=%0-10
2=%11-25
3 =% 26-45
4 =% 46-75

5 =% 76-100 (Kocoglu, Ozturk, Ozturk, Yilmaz, & Gulcu, 2009).

3.3. BIYOKIMYASAL iNCELEME
Bobrek Dokularinin Homojenize Edilmesi
Bobrek dokulart 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI (pH=7.4) tampon ile buz

kullanilarak 1s1 artis1 engellenerek homojenize edilmistir (1. Akkus, 1995). Hazirlanan
homojenatlarin bir kismindan MIOX ve NGAL seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Homojenatlarin
bir kismindan ise sogutmali santrifiijjde + 4 °C’de 3.500 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilerek siipernatantlar elde edildi ve bu siipernatantlardan doku protein diizeyi tayini
yapildi.

Serumlardan ve bobrek dokusu homojenizasyonu sonucu elde edilen
homojenatlardan MIOX ve NGAL diizeyleri Enzyme Linked- Immuno-Sorbent Assay
(ELISA) yontemiyle calisildi. Serumlardan ayrica BUN, kreatinin ve glukoz diizeyleri
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spektrofotometrik yontemle otomatize biyokimya cihazinda (Cobas Roch®, Almanya)

calisild.

Doku Protein Diizeyi Olciimii

Doku protein diizeyleri Ol¢limii Lowry yontemi ile tesbit edildi (Lowry,
Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak
Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifini rediikler ve mavi bir renk meydana gelir. Meydana
gelen rengin koyulugu ¢ozeltideki protein miktart ile dogru orantilidir. Folin reaktifi
sadece asit ortamda dayaniklidir, fakat bahsedilen bu rediikleme reaksiyonu ise alkali
ortamda (pH 10’da) meydana gelmektedir. Dolayisiyla folin reaktifi ¢ok hizli bir
sekilde alkali bakir-protein ¢ozeltisi igerisine eklenmeli ve hemen karigtirilmalidir.
Boylece heniiz Folin reaktifi pargalanmadan once rediiklenme reaksiyonu gergeklesmis

olur.

Kimyasallar
Folin ciocalteu’s fenol reaktifi, Bovine serum albiimin, Na,CO3; NaOH, CuSQO,

Olciim yontemi

Bovine serum albuminden hazirlanmis ¢ozeltiler kullanilarak standart grafigi
¢izildi. Konsantrasyonu bilinen “Optik dansite (OD) mg/ml protein konsantrasyonu”
grafigi cizilerek protein degerleri bu grafikten okunarak belirlendi. 0,01 mL numune
ornek tiiplerine eklendikten sonra iizerlerine 0,49 mL distile su eklendi. Kor tiipiine ise
sadece 0,5 mL distile su konuldu. Hazirlanan 6lgim reaktifinden her deney tiipiine 2,5
mL ilave edildi. Alt st edilerek karistirilan tiipler 10 dakika siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin bitiminde deney tiiplerine 0,25 mL Folin ciocalteu’s fenol reaktifi
eklenip oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Bu siirenin de bitiminde standart ve

numuneler kor tiipiine kars1 700 nm’de ol¢iildii.

Hesaplama

Protein (mg/ml) = grafikten okunan deger x faktor
F (faktor) = standart hacmi (0,5 ml)/ numune hacmi (0,010 ml) = 50
Not: Faktor, kullanilan numune miktarma gore degisir. Numune miktarinda

degisiklik durumunda distile su hacmi ile ters orantili olarak tiipe ilave edilir.
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3.3.1. MIOX Ol¢iimii

Serum ve doku MIOX diizeyi, rat MIOX (Myo Inositol Oxygenase) ELISA Kit
(Katalog no: E-EL-R2591 Elabscience®, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak
olgiildii. Kullanilan rat MIOX ELISA kit icin, sensitivite 0.10 ng / mL, &l¢iim aralig1
0.16 - 10 ng / mL ve CV < %10 olarak belirtilmistir.

3.3.1.1. Test Prensibi

Bu ELISA Kiti, yarisma (Sandwich-ELISA) prensibini kullanir. Bu Kitte
saglanan mikro ELISA plakasi, onceden hazirlanmis bir rat MIOX antikoru ile
kaplanmistir. Standartlar ve ornekler mikro ELISA plakast kuyucuklarina eklenir ve
spesifik antikor ile birlestirilir. Sonra rat MIOX i¢in spesifik bir biyotinile tespit
antikoru ve Avidin-Horseradish Peroksidaz (HRP) konjiigati her bir mikro plaka
kuyusuna art arda eklenir ve inkiibe edilir. Baglanmayan bilesenler yikamayla
uzaklastirilir. Substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklenir. Sadece Rat MIOX igeren,
biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugati eklenmis kuyucuklar mavi
renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop soliisyonu eklenerek sona erdirilir ve
renk sartya doner. Optik dansite (OD), spektrofotometrik olarak 450 nm + 2 nm dalga
boyunda 6l¢iiliir. OD degeri, rat MIOX'un konsantrasyonu ile orantilidir. Numunelerin
OD'leri standart egri ile karsilagtirarak orneklerde rat MIOX konsantrasyonunu

hesaplanir.

3.3.1.2. Reaktif hazirlanmast

1.Kullanmadan oOnce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi (18 ~ 25 °C).
Microplate okuyucu kilavuzu izlenerek OD 6l¢iimiinden 15 dakika 6nce 1sitildi.

2. Yikama Tamponu: 750 mL yikama tamponu hazirlamak i¢in, 30 mL
konsantre yikama tamponunu 720 mL distile su ile seyreltildi.

3. Standart calisma sollisyonu: Standart 10.000 x g'da 1 dakika boyunca santrifiij
edildi. 1.0 mL referans standart & 6rnek seyreltici eklenerek 10 dakika bekletildi ve
nazik¢e birkag kez alt-iist edildi. Tamamen ¢ozildiikten sonra bir pipetle iyice
karigtirildi. Bu seyreltme sonucu 10 ng / mL'lik bir ¢alisma ¢ozeltisi liretilmis oldu.
Sonra 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.32, 0.16, 0 ng/mL’lik seri diliisyonlar yapild1.

Seyreltme yontemi: Yedi adet ependorf tiipii alindi ve her bir tiipe 500 uL

referans standard1 ve drnek seyreltici eklendi. 11k tiipe 10 ng/mL calisma soliisyonundan
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500 uL pipetlendi ve 5 ng/mL ¢alisma soliisyonu elde etmek igin karigtirildi. Bu
basamak takip edilerekonceki tiipten gelen 500 uL ¢o6zelti sonrakine pipetlendi.
Uygulama asagidaki ¢izimde gosterilmistir (Resim3.3). Son tiip blank olarak belirlendi

ve ona Onceki tiipden pipetleme yapilmadi.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve W W WV WV

Rcference
Standard

—" e —— = = P —

2.5 1.25 0.63 0.32 0.16 0

Resim3.3. MIOX ELISA testi igin standartlarin hazirlanmasi

4. Biyotinlenmis Algilama Ab g¢alisma ¢6zeltisi: Deneyden 6nce her kuyucuga
100 puL konacak sekilde gerekli miktar hesaplandi. Kullanmadan once stok tiipiinii
santrifiij edildi. 100x Konsantre Biyotinile Saptama Ab'i, Biotinile Detection Ab
Seyrelticiile 1x galisma soliisyonuna kadar seyreltildi.

5. Konsantre HRP Konjugat ¢aligma ¢ozeltisi: 100x Konsantre HRP Konjugati

konsantre HRP Konjugat Seyreltici ile 1x ¢alisma soliisyonuna kadar seyreltildi.

3.3.1.3. Test prosediirii

1.Standart ¢aligma soliisyonu ilk iki siitun kuyucuga eklendi: Soliisyonun her bir
konsantrasyonu, her biri yan yana, her bir kuyucuga ilave edildi (Her bir kuyucuk i¢in
100 uL). Serum ve doku o6rnekleri diger kuyucuklara eklendi (her kuyu i¢in 100 uL).
Plaka, kitinde verilen kapatici ile ortiildi. 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Soliisyonlar
mikro ELISA plakasinin dibine eklendi ve kuyucuklarin i¢ duvarma dokunmaktan ve

miimkiin oldugunca kopiik olusumuna neden olmaktan kaginildi.



30

2. Her kuyucuktan sivi igerik uzaklastirildi, yikama yapilmadi. Hemen her
kuyucuga biyotinlenmis algilama Ab c¢alisma ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Plaka
kapatici ile ortiildii. Yavasca karistirildi ve 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucuktan soliisyon aspire edildi ve her bir kuyucuga 350 uL yikama
tamponu eklendi. 1 ~ 2 dakika bekletildi ve her bir kuyucuktan soliisyonu aspire
edildive temiz emici kagitta kurutuldu. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlandi.

4. Her kuyucuga 100 pL HRP konjugat c¢alisma soliisyonu eklendi. Plaka
kapatici ile ortiildiive 37 © C'de 30 dk inkiibe edildi.

5. Cozelti her bir kuyucuktan bosaltildi, yikama islemi adim 3'te
gerceklestirildigi gibi bes kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 puL substrat reaktifi eklendi. Plaka kapatici ile ortiildii ve 37
° C'de 15 dk inkiibe edildi. Plaka 1siktan korundu.

7. Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.

8. Absorbanslar 450 nm’de okundu.

3.3.1.4. Sonuclarin Hesaplanmast

Her standart ve numuneler ¢ift okutuldu ve ortalamsi alinarak ortalama sifir
standart optik dansitesi ¢ikartildi. Grafik kagidina, x ekseninde standart konsantrasyon
ve y eksenindeki OD degerleri olacak sekilde dort parametreli bir lojistik egri ¢izilerek

MIOX konsantrasyonlar: ng/mL olarak hesaplandi (Sekil 3.1).
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Sekil3.1. MIOX standart egrisi

3.3.2. NGAL Olg¢iimii

Serum ve doku NGAL diizeyi, rat NGAL (Neutrophil Gelatinase Associated
Lipocalin) ELISA Kit (Katalog no: E-EL-R0662, Elabscience®, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilarak 6lgiildii. Kullanilan rat NGAL ELISA kit i¢in, sensitivite 37.50
pg/ mL, 6lgiim aralig1 62.50 - 4000 ng / mL ve CV < %10 olarak belirtilmistir.

3.3.2.1. Test Prensibi

Bu ELISA Kkiti, yarisma (Sandwich-ELISA) prensibini kullanir. Bu Kitte
saglanan mikro ELISA plakasi, 6nceden hazirlanmis bir rat NGAL antikoru ile
kaplanmustir. Standartlar ve ornekler mikro ELISA plakast kuyucuklarina eklenir ve
spesifik antikor ile birlestirilir. Sonra rat NGAL igin spesifik bir biyotinile tespit
antikoru ve Avidin-Horseradish Peroksidaz (HRP) konjiigati her bir mikro plaka
kuyusuna art arda eklenir ve inkiibe edilir. Baglanmayan bilesenler yikamayla
uzaklastirilir. Substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklenir. Sadece rat NGAL igeren,
biyotinlenmis tespit antikoru ve avidin-HRP konjugati eklenmis kuyucuklar mavi renkte

gortiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop soliisyonu eklenerek sona erdirilir ve renk
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sartya doner. OD, spektrofotometrik olarak 450 nm + 2 nm dalga boyunda 6lgiiliir. OD
degeri, rat NGAL'in konsantrasyonu ile orantilidir. Numunelerin OD'leri standart egri

ile karsilastirarak 6rneklerde rat NGAL konsantrasyonunu hesaplanir.

3.3.2.2. Reaktif hazirlanmast

1. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi (18 ~ 25 °C).
Microplate okuyucu kilavuzu izlenerek OD 6l¢iimiinden 15 dakika 6nce 1sitildi.

2. Yikama Tamponu: 750 mL yikama tamponu hazirlamak i¢in, 30 mL
konsantre yikama tamponunu 720 mL distile su ile seyreltildi.

3. Standart ¢alisma soliisyonu: Standart 10.000 x g'da 1 dakika boyunca santrifiij
edildi. 1.0 mL referans standart & 6rnek seyreltici eklenerek 10 dakika bekletildi ve
nazikge birka¢ kez alt-iist edildi. Tamamen ¢oziildiikten sonra bir pipetle iyice
karistirildi. Bu seyreltme sonucu 4000 pg/mL'lik bir ¢alisma ¢ozeltisi tiretilmis oldu.
Sonra 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.50, 0 pg/mL’lik seri diliisyonlar yapildi.
Seyreltme yontemi: Yedi adet ependorf tiipii alindi ve her bir tiipe 500 uL referans
standard1 & &rnek seyreltici eklendi. ilk tiipe 4000 pg/mL ¢alisma soliisyonundan 500
uL pipetlendi ve 2000 pg/mL c¢alisma soliisyonu elde etmek i¢in karistirildi. Bu
basamak takip edilerek onceki tiipten gelen 500 uL ¢o6zelti sonrakine pipetlendi.
Uygulama asagidaki ¢izimde gosterilmistir (Resim3.4). Son tiip blank olarak belirlendi

ve ona Onceki tiipden pipetleme yapilmadi.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve W W WV WV

Rcference
Standard

A AR
4
500 250 125

4000 2000 1000 62.5 0
Resim3.4. NGAL ELISA testi igin standartlarin hazirlanmasi

|

— = = =
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4. Biyotinlenmis Algilama Ab calisma ¢ozeltisi: Deneyden Once her kuyucuga
100 pL konacak sekilde gerekli miktar hesaplandi. Kullanmadan once stok tiipiinii
santrifiij edildi. 100x Konsantre Biyotinile Saptama Ab', Biotinile Detection Ab
Seyreltici ile 1x ¢alisma soliisyonuna kadar seyreltildi.

5. Konsantre HRP Konjugat ¢aligma ¢ozeltisi: 100x Konsantre HRP Konjugati
konsantre HRP Konjugat Seyreltici ile 1x ¢aligsma soliisyonuna kadar seyreltildi.

3.3.2.3. Test prosediirii

1.Standart ¢alisma soliisyonu ilk iki siitun kuyucuga eklendi: Soliisyonun her bir
konsantrasyonu, her biri yan yana, her bir kuyucuga ilave edildi (Her bir kuyucuk i¢in
100 uL). Serum ve doku 6rnekleri diger kuyucuklara eklendi (her kuyu i¢in 100 uL).
Plaka, kitinde verilen kapatici ile ortiildii. 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi. Soliisyonlar
mikro ELISA plakasinin dibine eklendi ve kuyucuklarin i¢ duvarina dokunmaktan ve
miimkiin oldugunca kopiik olusumuna neden olmaktan kaginildi.

2. Her kuyucuktan sivi igerik uzaklastirildi, yikama yapilmadi. Hemen her
kuyucuga biyotinlenmis algilama Ab c¢alisma ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Plaka
kapatici ile ortiildii. Yavasca karistirildi ve 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucuktan soliisyon aspire edildi ve her bir kuyucuga 350 uL yikama
tamponu eklendi. 1 ~ 2 dakika bekletildi ve her bir kuyucuktan soliisyonu aspire
edildive temiz emici kagitta kurutuldu. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlandi.

4. Her kuyucuga 100 pL. HRP konjugat caligma soliisyonu eklendi. Plaka
kapatici ile ortiildii ve 37 © C'de 30 dk inkiibe edildi.

5. Cozelti her bir kuyucuktan bosaltildi, yikama islemi adim 3'te
gergeklestirildigi gibi bes kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. Plaka kapatici ile ortiildii ve 37
°C'de 15 dk inkiibe edildi. Plaka 1siktan korundu.

7. Her kuyucuga 50 puL stop soliisyonu eklendi.

8. Absorbanslar 450nm’de okundu.

3.3.2.4. Sonucglarin Hesaplanmast
Her standart ve numuneler ¢ift okutuldu ve ortalamsi alinarak ortalama sifir

standart optik dansitesi ¢ikartildi. Grafik kagidina, x ekseninde standart
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konsantrasyonve y eksenindeki OD degerleri olacak sekilde dort parametreli bir lojistik

egri ¢izilerek NGAL konsantrasyonlar: pg/mL olarak hesaplandi (Sekil 3.2).

10 5

=450 nm
x.\

oD

0.1 4 ’.‘,,.,

‘100 ' - ”1‘0|00 ' o '10000
Rat NGAL Concentration(pg/mL)

Sekil3.2.NGAL standart egrisi

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Olgiilen her bir parametrenin normal dagilima uygunlugu tek &rneklem
Kolmogorov-Smirnov testi kullanarak belirlendi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar
Kruskal Wallis testi, Mann Whitney U testi ile yapildi. Tiim analizler SPSS version 18.0
(SPSS, Inc, Chicago, IL, USA) programi kullanilarak yapildi. Sonuglar medyan ve % 95
Cl olarak ifade edildi. Sensitivite, spesifite ve cut off degerleri receiver operating
characteristics (ROC) egrisi analizleri ile MedCalc istatistik yazilimi (13.2.0,
Mariakerke, Belgika) kullanilarak gerceklestirildi. P < 0.05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Gruplar aras1 BUN degerleri kiyaslandiginda tiim deney gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla bir yiikseklik bulundu (Tablo 4.1 ve 4.2). Yine grup V BUN degeri
diger deney gruplarindan da daha yiiksekti (p < 0.001). Ancak grup I, 11l ve IV arasinda
BUN degeri agisindan anlamli fark yoktu (Sekil 4.1). Kreatinin degeri tim deney
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksekti (p < 0.001). Kreatinin degeri grup
V’tediger deney gruplarindan da yiiksekti. II. ve IV. grup kreatinin degeri III. gruptan
daha yiiksekti (Sekil 4.2).

Serum MIOX diizeyleri II. III. ve IV. grupta kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek bulundu (p = 0.002). Serum MIOX diizeyleri II. grupta tiim diger gruplardan da
yiiksekti (Sekil 4.3). Doku MIOX diizeyleri II., IV. ve V. grupta kontrol grubuna
kiyasla daha disiiktii. Doku MIOX diizeyleri V. grupta Ill. gruba kiyasla da daha
distiktii (p = 0.039) (Sekil 4.4). Serum NGAL diizeyleri deney gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla artmis olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.5).
Doku NGAL diizeyleri 11, IV ve V. deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha
diisiik olmasina ragmen bu fark da istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.6). Serum
glukoz diizeyi V. grupta tim diger gruplardan daha yiiksek iken, IV. grupta sadece
kontrol grubundan daha yiiksekti (Sekil 4.7).
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Tablo 4.1. Gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerinin median ve % 95 ClI
degerleri.
Grup | Grup I Grup I Grup IV GrupV
Parametre Medyan Medyan Medyan Medyan Medyan P
95% ClI 95% ClI 95% ClI 95% ClI 95% ClI degeri
BUN (mg/dL) 18,2°¢ 33,8 32,8 32,0* 43,330 <0.001
17,4 - 23,3 31,3-37,2 26,9 - 36,4 29,2-351 38,7-46,3
Kreatinin 0,33 0,74 0,46% 0,65 0,87 <0.001
(mg/dL) 0,27 - 0,35 0,61-0,84 0,41 -0,66 0,59-0,72 0,74 -1,02
Glukoz 252% 291° 252° 291%¢ 501% <0.001
(mg/dL) 170 - 286 230 - 365 189 - 356 251 - 391 447 - 539
MIOX serum 1,63 3,21 2,72® 2,29® 2,04 0.002
(ng/mL) 158-222  2,73-408  214-299 1,72-310  1,39-2,99
MIOX doku 57,2°% 43,4° 51,3° 43,7° 38,5% 0.039
(ng/g protein) 48,3 - 66,2 26,1 -52.2 36,3 -69,5 34,5-53,2 22,1-53,4
NGAL serum 1191 1585 1373 1433 1413 0.093
(pg/mL) 709 -1374  1159-1760  1270-1439  911-1712  1310-1790
NGAL doku 58,8 45,1 59,4 46,2 47,5 0.161
(pg/g protein)  481-632  345-603  428-715  372-598  29,8-617

a: Grup I’den farkli, b: Grup II’den farkli, c¢: Grup lII’den farkli, d: Grup IV’den farkls,
e: Grup V’den farkli. P < 0.05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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Tablo 4.2. Gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerin karsilastirmasinin exact p

degerleri.
Karsilastiri- BUN Kreati- Glukoz MIOX MIOX NGAL NGAL
lan Gruplar nin serum doku serum doku
p Y Y Y p p p
Grup I -1l 0.0008° 0.0008" 0.0587  0.0039° 0.0127  0.0250° 0.0357'
Grup I - 0.0008" 0.0008° 0.4948  0.0104  0.5653 0.1003 0.8336

Grup -1V 0.0008 00012° 00831 00374 00350 01003  0.1415

Grup |-V 0.0008" 0.0008" 0.0008° 05218  0.0181° 0.0285  0.0742

Grup I1 - 111 0.3720 0.0117°  0.3720 0.0202' 0.1797 0.3613 0.1415

Grup Il - IV 0.1722 0.2030 0.6744 0.0163' 0.7494 0.2012 0.9164

Grup Il -V 0.0023° 0.0313° 0.0008° 0.0103° 0.4822  0.3613  0.9164

Grup I -1V~ 0.6744 0.0279°  0.2076 0.2623 0.2248 0.9168 0.1722

Grup Il -V 0.0011° 0.0014" 0.0008"  0.1495 0.0845 0.7540 0.1415

GrupIV-V  0.0011" 0.0026' 0.0033' 0.4233 0.2774 0.9168 0.7527

"1 p<0.05 ":p< 0.001

50 |-
—_1
45 |-
40 |-
-1 o
—1
35|
—
0L 1
i 1
25 |- B -
20 |-
15 i i | | i
1 2 3 4 5
Group

Sekil 4.1. Serum BUN diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi.
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Sekil 4.2. Serum kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi.
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Sekil 4.3. Serum MIOX diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.4. Doku MIOX diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi.
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Sekil 4.5. Serum NGAL diizeylerinin gruplar aras1 karsilastiriimasi.
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Sekil 4.7. Serum glukoz diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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Yapilan ROC analizinde BUN (cut off > 25.8 mg/dL) ve kreatinin (cut off >
0.36 mg/dL) i¢in egri altinda kalan alan (AUC) 1.000, sensitivite ve spesifite % 100 ve
diger tim ABH belirteglerinden istatistiksel olarak anlamli yiiksek olarak bulunmustur.
Bunun harici diger belirteglerin AUC karsilastirmasinda bir fark bulunamamustir (Tablo
4.2 ve 4.3, Sekil 4.8).

Tablo 4.3. Akut bobrek hasar1 markirlarinin receiver operating characteristic

analiz sonuglari.

Parametre AUC Cut off Sensitivite (%)  Spesifite (%)
BUN 1.000 >25.8 100 100
(mg/dL)

Kreatinin 1.000 >0.36 100 100
(mg/dL)

MIOX serum 0.633 >2.44 43.75 100
(ng/mL)

MIOX doku 0.699 <=44.75 56.25 100
(ng/g protein)

NGAL serum 0.523 > 1393 40.63 87.5
(pg/mL)

NGAL doku 0.691 <=4532 56.25 100
(pg/g protein)

Tablo 4.4. Akut bobrek hasar1 markirlarinin receiver operating characteristic

analizinde egri altinda kalan alanlarin karsilagtirilmast.

Parametre Kreatinin MIOX serum MIOXdoku NGAL serum  NGALdoku
“AUC “AUC “AUC “AUC “AUC

arasindaki arasindaki arasindaki arasindaki arasindaki
fark” fark” fark” fark” fark”

“P degeri”  “P degeri” “P degeri”  “P degeri” “P degeri”
BUN (mg/dL) 0.000 0.367 0.301 0.477 0.309
1.000 <0.001° 0.007" <0.001° 0.006"
Kreatinin 0.367 0.301 0.477 0.309
(mg/dL) <0.001% 0.007° <0.001% 0.006°
MIOX serum 0.066 0.109 0.059
(ng/mL) 0.571 0.264 0.629
MIOX doku 0.176 0.008
(ng/g protein) 0.106 0.860
NGAL serum 0.168
(pg/mL) 0.144

AUC: egri altinda kalan alan.
a:p<0.001, b: p<0.05
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Sekil 4.8. Bobrek hasar1 biyobelirteclerinin, akut bobek hasarin1 gosteren

receiver operating characteristic (ROC) egrisi.

Klasik bobrek hasar1 gostergesi biyobelirtegler olan BUN ve kreatinin ile yeni

ABH biyobelirtecleri olan MIOX ve NGAL serum ve doku diizeyleri korelasyon iligkisi

incelendiginde; BUN, kreatinin ve glukoz diizeyi ile MIOX doku diizeyi arasinda

negatif korelasyon, BUN ve kreatinin serum diizeyi ile NGAL serum diizeyi arasinda

pozitif korelasyon iligkisi saptanmigtir (Tablo 4.4).

Tablo 4.5. Biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyon iligkisi karsilastirmalari.

Parametre MIOX serum MIOX doku NGAL serum  NGAL doku
BUN

p 0.205 0.009° 0.012% 0.074

r 0.237 -0.435 0.473 -0.285
Kreatinin

p 0.070 0.008? 0.014% 0.124

r 0.340 -0.445 0.466 -0.250
Glukoz

p 0.820 0.009% 0.099 0.084

r -0.043 -0.431 0.324 -0.276

p<0.05




43

I/R yapilan sol bobrek dokusu histopatolojik doku skorlamasi incelendiginde
sadece Il. ve IV. grup birbirine benzer olup, diger tiim gruplar birbirinden farklilik
gosterdigi, hasar diizeyi diisiikten yiiksege grup I < grup Il < grup Il = grup IV < grup
V seklinde oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.5). Her bir gruba ait histopatolojiyi gosteren
birer resim gosterilmektedir (Resim 4.1 - 4.5).

Resim 4.1. Grup I histolojik inceleme goriintiisii. Glomeriil ve tiibiil yapilari
normal morfolojide (HE x 200).
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Resim 4.2. Grup II histolojik inceleme goriintiisii. Tiibiil epitel hiicrelerinde
hafif dejenerasyon, Bowman boslugunda genisleme, interstisyel alanda iltihabi

hiicre infiltrasyonu (HE x 200).

S S By A sl 3
Resim 4.3. Grup III histolojik inceleme gériintiisii. Interstisyel alanda konjesyon
ve hafif iltihabi hiicre infiltrasyonu (HE x 200).
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Resim 4.4. Grup IV histolojik inceleme goriintiisii. Tiibiil epitel hiicrelerinde
dejenerasyon, Bowman boslugunda genisleme, interstisyel alanda konjesyon
(HE x 200).

Resim 4.5. Grup V histolojik inceleme goriintiisii. Tiibiil epitel hiicrelerinde
dejenerasyon, tiibiil limenlerinde sivi birikimi, interstisyel alanda yaygmn
kanama ve konjesyon (HE x 200).
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Tablo 4.5. Bobrek dokularmin histopatolojik degerlendirme skorlarinin karsilagtiriimasi

Denek Grup | Grup Il Grup I Grup IV Grup V
Doku hasar ~ Doku hasar Doku hasar Doku hasar  Doku hasar
skoru skoru skoru skoru skoru
1 1 3 2 3 4
2 1 3 2 3 3
3 0 4 3 3 4
4 0 3 2 3 4
5 1 3 3 3 4
6 0 3 2 3 4
7 1 2 2 4 5
8 0 3 3 3 4
Medyan 0,5 3 2 3 4
Farkli Grup Grup Grup Grup Grup
oldugu I, 11, 1V, vV I, 1,V LI IV, V I, 1,V (Y
gruplar”

" p< 0.001
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5. TARTISMA

Akut bobrek hasari yliksek morbidite ve mortalite ile iligkilidir. ABH tanisinda
kullanilan serum kreatinin, BUN ve idrar ¢ikimi ise ABH’ nin geg ve sensitif olmayan
belirtegleridir (Reiser 1W, 2001). Bu nedenle, ABH erken tanisinda yeni tani
biyobelirtegleri arastirilmasi gerekliligi bu ¢alismanin temel amacini olusturmustur. Bu
amagcla deneysel bobrek I/R hasarinda serum ve doku MIOX ve NGAL diizeyleri klasik
biyobelirtegleri olan serum kreatinin ve BUN diizeyleri ile karsilastirildi.

MIOX enzimi karbonhidrat metabolizmasinin ara yolaklarinda yer alan bobrek
spesifik bir enzimdir (R J Arner ve ark., 2001). Ozellikle bobreklere spesifikligi
nedeniyle son yillarda MIOX enziminin ABH tanisinda yeri merak uyandiran bir konu
olmustur (Gaut ve ark., 2014; C. Mertoglu, Gunay, Gurel, & Gungor, 2018).

Gaut ve ark. (Gaut ve ark., 2014) yakin zamanda yaptiklari bir ¢alismada MIOX
enziminin ABH’ n1 erken donemde gdsteren bir biyobelirte¢ oldugunu gostermislerdir.
Bu calismanin iki asamasi vardir; birinci asamasinda yapilan hayvan deneyinde 8-12
haftalik farelere bilateral 30 dk iskemi yapilmis (deney grubu n = 6, sham grubu n = 2)
ve cerrahiden 24 saat sonra serum ve bobrekler alinarak MIOX ve kreatinin 6l¢limii
yapilmigtir. Farelerde, cerrahi dncesinde ve sham grubunda serumda MIOX tesbit
edilememistir ancak bobrek I/R yapilan deney grubunda ABH’ni izleyen 24. saatte
MIOX diizeyi anlamli artmistir. Yine aymi ¢alismanin ikinci agamasi insanlar iizerinde
yapilmis olup, 24-72 saat iginde plazma kreatinininde ylikselmeye gore ABH
gelistirmesi muhtemel kritik hastalarin taranmasi ile yapilmistir (n=101). Kronik b&brek
hastalig1 olan hastalar ¢alisma dis1 birakilmistir. Kreatinin diizeyi yiikselmeden 6nceki
serumlar (0. saat) ve kreatinin diizeyi yiikselince alinan plazmalardan MIOX diizeyi
Olglilmiistiir. Sonugda ABH gelisen hastalarda, plazma MIOX diizeyinin kreatininden
54.3 saat once artmis oldugu bulunmustur. Bu sonuca gore MIOX diizeyinin ABH
gosteren erken bir biyobelirteg oldugu ifade edilmistir. Yine ayni ¢alismada MIOX
enziminin bobreklere spesifikligi Western blot teknigiyle gosterilmistir. Yakin zamanda
kreatinin artis1 ve idrar ¢ikist baz alinarak ABH tanisi alan insanlar iizerinde yapilan
baska bir caligmada, serum kreatinin artis1 ile ABH tanis1 konuldugu anda serum MIOX
diizeyi saglikli kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda daha yiiksek olarak bulunmustur
(C. Mertoglu, Gunay, Gurel, & Gungor, 2018). Bobrek tasi tedavisinde yapilan

retrograd intrarenal cerrahinin bobrek dokusuna etkisinin incelendigi baska bir
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calismada, serum MIOX diizeyinin bobrek hasarini gostermede yararli oldugu
belirlenmigtir. Ayni ¢alismada serum MIOX ve kreatinin degerleri arasinda pozitif
korelasyon oldugu gosterilmistir (C. Mertoglu, Bozkurt, ve ark., 2018).

Tim bu calismalarin sonuglarina benzer sekilde, bu ¢alismanin sonuclar1 da
gostermistir  ki; serum MIOX enzim diizeyleri akut bobrek hasarinin erken
donemlerinde artmaktadir. Ancak ABH’nin ilerleyen saatlerinde bu artis azalmaktadir.
Nitekim 1 saat iskemi 2 saat reperfiizyon yapilan ikinci grupta en yiiksek diizeyde
serum MIOX diizeyi ol¢iiliirken, deney siiresi uzadikca bu yiikseklik azalmig ve 2 saat
iskemi 4 saat reperfiizyon uygulanan V. grupta serum MIOX diizeyi kontrol grubu
seviyelerine yaklagsmistir. Bobrekte I/R hasarinin ortaya ¢ikmasi igin belirli bir siire
gecmesi gerekmektedir. Paller ve ark. (Paller, Hoidal, & Ferris, 1984) 60 dk’lik iskemi
siiresinin I/R hasar1 meydana gelmesi i¢in yeterli oldugunu gostermislerdir. Bizim
calismamizda da serum BUN ve kreatinin diizeylerinin deney gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli yiiksek olmasi yeterince bobrek hasart meydana geldigini
gostermektedir. Bu yiiksekligin en fazla V. grupta olmasi, en agir bobrek hasarinin da
bu grupta oldugunu gostermektedir. III. Grupta kreatinin diizeyinin II. gruba kiyasla
daha diisiik olmast bu grubun reperflizyon siiresinin daha wuzun olmasindan
kaynaklanabilir. Ciinkii bu iki gruba da 1 saat iskemi uygulanirken, II. gruba 2 saat
reperfiizyon uygulanip, III. grubun reperfiizyon siiresi 4 saate ¢ikartilmistir. Halbuki
iskemi siireleri (2’ser saat) ayni ancak reperflizyon siireleri farkli olan IV ve V.
gruplarda kreatinin degeri, reperfiizyon siiresi daha uzun olan V. grupta daha yliksek
bulunmustur. Bu da iskemi hasarinin daha uzun oldugu durumlarda bébrek hasarinin da
daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Nitekim histopatolojik incelemede de ayni
kreatinin diizeyinde oldugu gibi en agir hasar V. grupta sonra II ve IV. grupta sonra III.
grupta ve tiim deney gruplarinda kontrol grubundan yiiksek bulunmasi biyokimyasal
verileri desteklemistir.

Doku MIOX diizeylerinin II, IV ve V. gruplarda kontrol grubuna kiyasla diisiik
bulunmasi, bobrek hasari sonucu tiibiil hiicrelerinde fonksiyon kaybina bagl enzim
tiretiminin durmasina ve/veya parcalanan hiicrelerdeki enzimin idrara gegmesine baglh
olabilir. Nitekim iskemik veya nefrotoksik hasara cevaben bobrek tiibiillerinden salinan
baz1 enzimlerin idrara gecislerinin arttig1 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (D’Amico &

Bazzi, 2003; S S Waikar & Bonventre, 2008). Yine, BUN ve kreatinin diizeyi ile doku
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MIOX diizeyi arasindaki negatif korelasyon iliskisi de bu durumu desteklemektedir.
Ancak doku MIOX enzim diizeyinin III. grupta diger deney gruplarindan yiiksek olup
kontrol grubu seviyelerine yaklasmasi, tipki bu gruptaki kreatinin diizeyindeki azalma
gibi uzun reperfiizyon siiresi ile iliskilidir. Bu gruba yapilan bir saat iskemi dort saat
reperfiizyonun daha az bir hasara neden oldugunu gostermektedir.

MIOX enziminin, ABH disinda baska hastaliklarla iliskisi arastirilmaktadir.
Mesela, MIOX enziminin diyabetik nefropatide roliinii inceleyen bir calismada;
hiperosmolar stres altinda, MI katabolizmasinin glikuronat-ksiluloz yolu firiinlerinden
ksilitoliin, renal proksimal tiibiilar epitelyal hiicrelerinde MIOX'in asir1 ekspresyonunu
indiikledigi ve pozitif bir geri bildirim mekanizmasi tarafindan diizenlendigi
gosterilmistir (Prabhu, Arner, Vunta, & Reddy, 2005). Baska bir ¢alismada MIOX’1n
diabetik nefropatide asir1 expresyonunu, glukoz tarafindan indiiklenen aracilarin ve
aktive kinazlarin  farkli transkripsiyon faktorlerini uyardigt ve bunun da
postranslasyonel modifikasyonla (fosforilasyon)  MIOX aktivitesini uyarmasina
baglamiglardir (Nayak ve ark., 2011). Yakin zamanda yapilan baska bir ¢alismada renal
tiibiiler bir enzim olan MIOX’1n asir1 ekspresyonunun reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asir1 tretimine neden oldugu ve bunun da obezite ve diyabetteki tubulo-interstitial
hasardan sorumlu oldugu gosterilmistir (Tominaga ve ark., 2016). Yine yeni bir
calismada; MIOX over expresyonunun redox imbalansina, ROS {iretiminin artigina ve
diger antioksidan savunma sistemlerinin dejenerasyonunu neden olarak diyabetik
nefropatide renal hasar1 artirdigin1 gostermislerdir (Sun, Dutta, Xie, & Kanwar, 2016).
Bagka caligmalarda da; MIOX’1n yine diyabetik nefropatinin patogenezinde énemli rol
oynadigi gosterilmistir (Nayak ve ark., 2005, 2011; Xie, Sun, Oates, Srivastava, &
Kanwar, 2010). MIOX ekspresyonunun, noropati, retinopati ve katarakt gibi diyabetik
komplikasyonlarin goriildiigii ekstra-renal organlarda diisiik oldugu bildirilmistir (Ryan
J. Arner ve ark., 2006). MIOX geninin promoter bdlgesinde goriilen bir tek niikleotit
polimorfizminin (rs761745) tip 1 diyabet gelisimiyle ilgili oldugu ileri siiriilmiistiir (B.
Yang et al., 2010). Baska bir ¢alismada polikistik over sendrumu tanisi alan geng
kadinlarda saglikli gruba kiyasla, serum MIOX enzim diizeyleri benzer bulunmustur (
Mertoglu, Gunay, Gul ve ark., 2018).

Delanaye ve ark (Delanaye, Rozet, Krzesinski, & Cavalier, 2011), 20 saglikli

bireyin idrar 6rneklerinde NGAL'in biyolojik varyasyonunu ve NGAL ve kreatinin
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degerleri arasindaki orani degerlendirmistir. Her bireyin sabah ilk idrar1 on farkli giin
toplanmistir. Sonra ikinci bir idrar 6rnegi ayni giin herhangi bir zamanda rastgele
toplanmistir. ilk sabah idrarmimn biyolojik varyasyonu NGAL ve NGAL/kreatinin
oranlarimin coefficient of variation (CV)'si sirasiyla % 84 ve % 81 olarak hesaplanmistir
(p <0.05). ikinci idrar rastgele 6rneklerinde ise CV'ler sirasiyla % 124 ve % 88 olarak
bulunmustur (p <0.05). Delanaye ve ark. (Delanaye ve ark., 2011) idrar NGAL
Ol¢timlerinde goriilen bu birey igi varyasyonu diizeltmek i¢in 6zellikle randomize idrar
orneklerinde NGAL/kreatinin oranlarinin kullanilmasini 6nermislerdir.

Sonugta NGAL 06l¢iimii biyolojik varyasyonu, kreatinin orani1 kullanildiginda
dahi cok yiiksek kalmaktadir. Ayrica NGAL’1n biyolojik varyasyonunu degerlendiren
calismalar hep saglikli bireylerde yapilmis olup ABH hastalarinda gergek
varyasyonunun ne oldugunu arastiran bir c¢alisma arastirmalarimiza goére heniiz
yaptlmamistir. Bu yilizden bu genis biyolojik varyasyon NGAL’in ABH tanisinda
dogrulugunu kisitlamaktadir (Clerico ve ark., 2012).

Padhy ve ark. kontrast kaynakli ABH’nda yaptiklari1 ¢alismada; ABH grubunda
serum NGAL diizeyindeki artig, en yiiksek 4. saatte ve bu da 0. saatten anlamli olarak
yiikksek bulunmustur. 24. saatte NGAL diizeyi diismiis ancak 0. saatten hala yiiksek
bulunmustur. Bazal diizeyine ancak 48. saatte ulagsmistir (Padhy ve ark., 2014).

Diger bir caligmada kalp cerrahisi yapilan 114 hastanin; cerrahi oncesi, yogun
bakima gelisinde ve cerrahiden 24 h sonra NGAL, sistatin c, kreatinin ve BUN 06l¢limii
yapilmis. Kalp cerrahisi geciren hastalarin ameliyat sonras1 yogun bakima gelislerinde
Olclilen NGAL ve sistatin ¢ degerlerinin ABH tanisinda kreatinine iistiin oldugu
gosterilmistir. Ancak bu ¢alismada cerrahiden hemen sonra daha serum kreatinin diizeyi
yiikselmeden plazma NGAL diizeyi yiiksek bulunurken, 24 saat sonrasinda serum
kreatinin diizeyi artarken plazma NGAL diizeyi azalmistir. Sonugta; plasma NGAL ve
sistatin ¢’nin geleneksel belirteglere gére ABH’n1 tahmin etmede daha tistiin olduklar
gosterilmistir (Haase-Fielitz ve ark., 2009).

Bir derlemede 8 farkli iilkeden 19 klinik calismada; toplam 2538 hasta
incelenmistir (¢ocuk ve eriskin) ve agirlikli olarak bu hastalar kardiyopulmoner bypas
cerrahisi gecirmis kisilerden olusmaktadir. Indeks testler olarak serum/plazma ve idrar

NGAL diizeyleri hasardan 6 saat once ya da ABH tanisindan 24-48 saat Once
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Olciilmiistiir. Sonugta, idrar ve serum NGAL seviyeleri ABH nin erken tanisinda
kullanigh bulunmustur (Haase ve ark., 2009).

Hayvan calismalarinda, ipsilateral renal ven klemplenerek yapilan tek tarafli
iskemiden sonra bobrekte sentezlenen NGAL'in dolasimda etkili bir sekilde artmadigi,
ancak ipsilateral iireterde bol miktarda bulundugu gosterilmistir (Schmidt-Ott ve ark.,
2007). Bu sonuglar bizim g¢alismamizin sonuglari ile benzerlik gostermekte olup, gruplar
arasinda serum NGAL diizeylerindeki benzerligi agiklamaktadir.

Yine bizim ¢alismamizda, serum NGAL diizeylerinde, deney gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla artis olmasia ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
durum bizim 6l¢iim yontemimizin analitik hassasiyetinin bu degisikligi tesbit etmek igin
yeterli olmadigindan da kaynaklanabilir. Benzer sekilde doku NGAL diizeylerinde grup
Il, IV ve V’de kontrol grubuna kiyasla azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmamast
da Ol¢im yontemimizin analitik hassasiyetiyle ilgili olabilecegi gibi hayvan
calismalarinin, insan iizerinde yapilan g¢aligmalara kiyasla kismen az sayida denek
tizerinde yapilmasi nedeniyle denek sayisindaki kismi azlik da olabilir. Serum ve doku
NGAL diizeylerindeki bu degisiklik, bu proteinin yine hasar goren bdbrek hiicrelerinden
idrara gegisiyle ilgili olabilir. Benzer sekilde, BUN ve kreatinin diizeyi ile doku NGAL
diizeyi arasindaki negatif korelasyon iligkisi de hasarin artmasiyla beraber doku NGAL
diizeyindeki azalmayr gostermektedir ve NGAL’in idrara gecisinde artigla iligkili
olabilir. Nitekim oOnceki caligmalarda da, bobrek hasarina cevaben NGAL gibi bazi
proteinlerin idrara gegisinde artis oldugu gosterilmistir (Haase-Fielitz ve ark., 2009;
Schmidt-Ott ve ark., 2007; S S Waikar & Bonventre, 2008; Zhou ve ark., 2014). Grup
I1I’de goriilen diger deney gruplarina kiyasla serum NGAL diizeyinde azalma ve doku
diizeyinde artma bu gruptaki diisiik hasar durumunu serum Kreatinin ve doku MIOX
diizeylerine benzer sekilde ortaya koymaktadir.

Yapilan ROC analizinde serum BUN ve kreatinin i¢in egri altinda kalan alan
serum/doku MIOX ve serum/doku NGAL i¢in egri altinda kalan alanlardan anlaml
olarak daha yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla, serum BUN ve kreatinin degerleri akut
bobrek hasari tamisinda en Onemli belirteglerdir. Ancak serum/doku MIOX ve
serum/doku NGAL degerlerininde yiiksek sensitivite ve spesifiklikte ABH tanisinda

yeri oldugu gorilmiistiir.
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Hiperglisemik durumlarda hiicre i¢ci MI diizeyinin 6nemli oldugu bildirilmistir
(Ryan J. Arner ve ark., 2006). Dokularda MI mikromolar diizeyde bulunur. Ancak
diyabetik komplikasyonlarin goriildiigii sinir, bobrek, lens gibi dokularda MI diizeyinin
onemli oranda azaldigi rapor edilmistir (Ryan J. Arner ve ark., 2006; Greene,
Chakrabarti, Lattimer, & Sima, 1987; Lin, Reddy, Giblin, Kador, & Kinoshita, 1991).
Ancak MI diizeyinin azalmasinda, MI'i endojen olarak yikan tek enzim olan MIOX
enziminin rolii yeterince aydinlatilamamistir. Renal proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde
hiperglisemik stres altinda MIOX enziminin daha fazla eksprese oldugu gosterilmistir
(Prabhu et al., 2005). Ancak bu g¢alismada MIOX enzimi ile serum glukoz diizeyi
arasinda herhangibir iliski olup olmadig1 I/R hasarinin karistirici etkisinden dolay1 net
olarak aydinlatilamamistir. Serum glukoz diizeyinin V. gruptaen yiiksek bulunmasinin
nedeni; bobrek hasarinin en yiiksek oldugu bu grupta, bobrek I/R hasarina sekonder
pankreas hasar1 gelismesine bagli olabilir. Nitekim yapilan ¢alismalarda artan oksidatif
stresin bobrek I/R hasarina sekonder pankreas hasarina neden oldugu bildirilmistir
(Abogresha, Greish, Abdelaziz, & Khalil, 2016; Hussein ve ark., 2014).

ABH erken tani belirtegleri ile ilgili problemlerden birisi de bu belirteclerin
Olgtimiinde ¢ogunlukla ELISA yontemi kullanildigindan ve bu yontemin de analitik
hassasiyetinin diisiikliigli nedeniyle ¢ok farkli cut-off degerlerinin ortaya ¢ikmasidir
(Haase et al., 2009). Bu nedenle son yillarda bu belirteglerin daha giivenilir yontemler
olan kiitle spektrometrisi gibi yontemler ile dl¢iimii caligmalar1 baglamistir. Nitekim
yakin zamanda MIOX, fosfoenolpiruvat karboksikinaz 1, NGAL ve L-FABP
markirlarinin kiitle spektrometrisi ile 6l¢iim yontemleri tanimlanmistir (Gilquin ve ark.,
2017). Farkli cut-off degerlerinin ortaya ¢ikmasinin elbette farkli etyolojik nedenler,

hasta popiilasyonunun ve sayisinin farklilig gibi bagka nedenleri de vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak, serum MIOX diizeyi ABH’min erken ddnemlerinde
yiikselmektedir ancak ilerleyen siirelerde tekrar azalmaktadir. Dolayisiyla ABH erken
tanisinda serum MIOX diizeyi timit vaad eden potansiyel bir biyobelirte¢ olabilir. Bu
calismanin sonuglarma gore, serum NGAL diizeyi Ol¢timii bobrek I/R hasarini
gostermekte yetersiz kalmaktadir. Serum BUN ve kreatinin degerleri akut bobrek hasari
tanisinda hala en 6nemli belirtegler olarak yerlerini korumaktadirlar.

Ratlarin kiiciik anatomik yapisindan dolay1r bu calismada idrar alinamamustir.
Dolayistyla idrar MIOX diizeyi oOlglimii yapilamamasi bu ¢aligmanin baslica
kisithiliklarindandir. Bundan sonraki arastirmalarda kapsamli insan ¢aligsmalari
yapilmalidir. ABH farkl etyolojik nedenlerinde, glomeriil ve tiibiil hasarinda serum ve
idrar MIOX diizeyi degisimi arastirilmasi gereken alanlardandir. Yine Kkiitle
spektrometrisi  gibi ileri Olglim  yontemlerinden MIOX diizeyi Ol¢limiinde

yararlanilmalidir.
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