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OZET

Calismamizda sag bobrekte deneysel iskemi reperflizyon hasarinda proflaktik
kalsiyum dobesilatin etkinligini histolojik ve biyokimyasal olarak arastirdik.

Wistar-Albino 24 erkek rat her grupta 8 rat olacak sekilde 3 gruba ayrilds;
sham grubu (grup I), iskemi-reperfiizyon (I/R) grubu (grup II) ve tedavi
(I/R+Kalsiyum dobesilat) grubu (grup III). Iskemi-reperfiizyon islemi &ncesi grup
III’e 10 giin boyunca 100 mg/kg/giin kalsiyum dobesilat gavaj yolu ile verildi. Sham
grubu haricindeki gruplara 45 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulandi. Ure
ve kreatinin diizeyleri plazmada, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim
aktivite diizeyleri eritrositlerde caligildi. Ayrica bobrek dokusundaki histopatolojik
degisiklikler ¢alisild1

Grup II’de ortanca SOD ve GPx diizeyleri Grup I ve Grup III’den daha
yiiksekti, ancak istatistiksel anlamli degildi. Grup I1I’de kreatinin diizeyleri Grup I ve
Grup II’den istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii. Ortanca lire degerleri Grup
[II’de Grup I ve Grup II’den daha distliktii ancak istatistiksel olarak anlamsizdi.
Histopatolojik incelemeler; tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi, kronik inflamasyon,
sitoplazmik vakuolizasyon, hiicre nekrozu ve tiibiiler limen obstriikksiyonu gibi
bobrek hasarinda gozlenen histopatolojik degisikliklerin Grup II’de Grup I’den
istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek oldugunu gosterdi. Grup 11I’de hiicre nekrozu
haricindeki histopatolojik degisiklikler Grup II’den istatistiksel anlamli olarak daha
diistiktii.

Calismanin sonuglari, iskemi-reperfiizyonun neden oldugu bobrek hasarinda

proflaktik kalsiyum dobesilatin koruyucu etkileri oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kalsiyum dobesilat, proflaktik, renal iskemi- reperfiizyon
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ABSTRACT

Akkoc¢ A. “The effects of prophylactic calcium dobesilate in experimental renal
ischemia reperfusion injury”. Abant Izzet Baysal University, Medical Faculty,
Speciality Thesis in Urology, Bolu, 2010.

In this study, we investigated the effects of prophylactic calcium dobesilate
(Ca-D) in experimental right renal ischemia-reperfusion (I/R) in rats histologically
and biochemically.

Male 24 Wistar-Albino rats were divided into three groups each has eight
rats; sham group (group 1), I/R group (group 2) and I/R+ Ca-D group (group 3). 100
mg/kg Ca-D was given to rats in group 3 through gastric gavage for ten days before
ischemia and reperfusion process. Thirty minutes of renal ischemia and 24 hours
reperfusion were measured in all groups except sham group. The levels of urea and
creatinin were exemined in plasma. The enzyme activities of superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GPx) were examined in the erythrocytes.
Histopathological changes were also studied in the kidney tissue.

The median levels of SOD and GPx in the I/R group were found higher than
the levels in the sham and I/R+ Ca-D group but it wasn’t statistically significant. The
levels of creatinin in the I/R+ Ca-D group were significantly lower than the levels in
the I/R and sham group (p<0.05). The median levels of urea in the I/R+ Ca-D group
were lower than the levels in the I/R and sham groups but it wasn’t statistically
significant. Histopathological examinations showed that the histopathologic changes
in the kidney injury (tubuler epithelial cell flattening, chronic inflammation,
cytoplasmic vacuolization, cell necrosis and tubular lumen obstruction ) in the I/R
group were significantly higher than the control group (p<0.05). The histopathologic
changes except cell necrosis in the I/R+ Ca-D group were significantly lower than in
the IR group (p<0.05).

The results of this study indicate that prophylactic calcium dobesilate has

protective effects on kidney injury caused by renal ischemia-reperfusion.

Keywords: Calcium dobesilate, prophylactic, renal ischemia-reperfusion



1. GIRIS

Son yillarda bobrek nakli, bobrek travmasi, anatrofik nefrolitotomi, nefron koruyucu
cerrahi, renal arter cerrahisi ve suprarenal aortik anevrizmalarin cerrahi tedavisi gibi
bobrek kan akimini azaltan cerrahi girisimlerin yayginlagsmasiyla birlikte renal
iskemi-reperfiizyon hasar1 olarak adlandirilan bir patolojiden sikg¢a bahsedilir
olmustur. Canli dokulardaki aerobik metabolizmanm devami i¢in gereken miktarda
oksijen saglanamamasina ‘iskemi’ ad1 verilmektedir. Bu iskemik periyod sonrasinda,
kesilmis olan kan akiminin tekrar saglanmasi ise ‘reperflizyon’ olarak

adlandirilmaktadir.

Iskemiye maruz kalan organin reperfiizyonuyla ortama giren oksijenin, kendi
metabolizmasinin kontroliiniin bozulmasiyla toksik etkili serbest oksijen radikalleri
(SOR) olusmakta ve mevcut dokuda iskemi-reperflizyon hasar1 denen patolojiye
neden olmaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarindan, a¢iga ¢ikan SOR’larin yami sira,
ayrica iskemi smrasinda hiicre i¢ine giren kalsiyumun g¢esitli proteazlar1 ve

fosfolipaz A2' yi aktive etmesi de sorumlu tutulmaktadir.

Iskemiye maruz kalan organlarda tedavinin yolu, kan akimini artrrmak yani
reperflizyondur. Ancak bu durumda da kaginilmaz olarak reperflizyon hasar1 denen
patoloj meydana gelmektedir. Bu durumda kanlanmanin arttirilmasi kag¢inilmaz

olduguna gore, calismalar reperflizyon hasarinin 6nlenmesine yonelik olmalidir.

Cesitli nedenlerle bobrekte olusan iskemi-reperfiizyon hasarmi engellenmesi
veya azaltilmasi amaciyla melatonin, E vitamini, C vitamini, amrinon gibi
fosfodiesteraz tip 3 enzim inhibitorleri, adenozin, iloprost gibi platelet agregasyon
inhibtorl olan prostasiklin analogu, beta karoten, aprotinin, karnitin, n-asetil sistein,

nitrik oksit (NO), kalsiyum kanal blokerleri gibi bir¢ok ajan kullanilmistir.

Sentetik bir ila¢ olan kalsiyum dobesilat (2,5-dihidroksibenzen sulfonat),
iilkemizde kronik vendz yetersizlik tedavisinde ruhsatl olup, yaklasik 20 yildir alt
ekstremite vendz yetmezliklerinde ve diabetik retinopatide klinik olarak
kullanilmaktadir. Ayrica tedaviye yardimei olarak arterio-vendz kaynakli sirkiilasyon

bozukluklarinda ve hemoroidal rahatsizliklarda da kullanilmaktadir. Kalsiyum



dobesilat (Doxium® 500mg kapsiil, Abdi ibrahim ilag Sanayi, Tirkiye) kapiller
damarlar {iizerine selektif etki gostererek kapiller damarlarm direncini artirip,
hiperpermeabilitesini azaltmak; lenfatik sisteme etki ederek lenf akimini artirmak;
kan seviyesinde trombosit agregasyonu ve trombogenezi inhibe etmek, kan
hiperviskozitesini diisiirmek, eritrositlerin agregasyonunu ve rijiditesini azaltmak

gibi etkileri sonucu kan stazini, vaskiiler tikaniklig1 ve iskemiyi onlemektedir.

Tiim bu 6zelliklerini gézoniine alarak bobrek iskemi reperflizyon hasarinda
proflaktik olarak uygulanan kalsiyum dobesilatin etkinligini, deneysel bir caligmayla

arastirmay1 amagladik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Bobrek Anatomisi

Bobrekler ¢ift organlar olup, retroperitoneal alanda vertebral kolonun yanlarinda,
onikinci torakal ve tiglincii lumbal vertebralar seviyesinde bulunurlar. Sag bobrek,
sola oranla bir miktar daha asagida bulunur. Bobregin uzunlugu 12 cm, genisligi 5-
7 cm, kalinlig1 34 cm kadardir. Agirhigr yetiskin erkeklerde ortalama 150 gr,
kadinlarda 125 gr kadardir, bobregin 6n ve arka olmak tizere iki yiizii, i¢ ve dis iki
kenari, iist ve alt iki ucu vardmr. Yiizlerden her ikisi de konvekstir. i¢ kenarin
ortasinda hilus renalis denen bir yarik vardir. Buradan bobregin i¢inde bulunan ve

siniis renalis denilen bosluga girilir'**! (Sekil 2.1).

Bobregin hilusunu olusturan bu alanda bobrege giren ve ¢ikan damar ve
sinirler, renal pelvis ve bunlarin arasini dolduran yag dokusu bulunur. Bu
olusumlarin hilustaki siralanig1 6nde renal ven, bunun arkasinda renal arter ve en
arkada renal pelvis seklindedir. Lenf damarlari renal pelvisin, sinirler ise renal arterin

etrafinda bulunurlar.

Bobrekler uzun ekseninden ikiye kesilecek olursa dis kisminda korteks, i¢
kismimda medulla denilen iki ana bdlge ayirdedilir. Bobregin medullasinda bobrek
piramidleri denen koni bi¢imli ¢ok sayida doku kitleleri bulunur. Piramidlerin tabani
korteks ile medulla smirindan baslar ve tireterin huni bigimli iist ucunun devamindan
olusan bobrek pelvisinin devamima dogru uzanan papillada son bulur. Pelvisin dis
sinirt major kaliks denilen acik ceplerle asagi dogru uzanir ve her papillada tiiplerden
idrar toplayan mindr kalikslere ayrilir. Kalikslerin, pelvisin ve tireterlerin duvarlari
idrar1 mesaneye dogru ilerletebilen kasilabilir elemanlari igerir™.,

Renal arter hilum bolgesinden bobrek veni ve lireterler ile birlikte bobrege
girer ve interlober, arkuat, interlobuler (radial arter) arterlere ve afferent arteriollere
ayrilir.  Afferent arterioller, glomeriiler kapillerleri olusturur. Her glomeriil
kapillerinin distal ucu, bdbrek tiibiillerini cevreleyen ve peritiibiiler kapiller
denilen ikinci bir kapiller ag1 olusturan efferent arteriyolu olusturmak icin bir araya

gelirler. Peritiibiiler kapillerler arteriyoler damarlara paralel seyreden vendz sistemin



damarlarina bosalirlar ve bunlar da sirasiyla interlobiiler ven, arkuat ven, interlober
ven ve en sonunda bobregi renal artere komsu olarak terkeden bobrek venini

olustururlar™® (Selil 2.2- 2.3).

Bertini Kolonu

Major Kaliks

Renal Arter

— Bdébrek Hilusu

Renal Ven

Mindr Kaliks
Renal Pelvis

Ureter

Sekil 2.1: Bobregin i¢ yapisi



Kapsuler Arter

Sag Renal

Anterior Segmental Arter
Apikal

Ust

Orta

Alt

Ureterik Arter

Sekil 2.2: Bobregin arteriyal yapisi

Anterior Posterior

Sekil 2.3: Sag bobregin segmental dolagimi



2.2 Bobrek Fizyolojisi

Insanda her bébrek bir milyon kadar nefrondan olusur. Bébrek hasari, hastalik veya
yaslanma ile nefron sayis1 giderek azalir. 40 yasindan sonra islev géren nefron sayisi
her on yil i¢in %10 azalir. Her nefronun; kandan biiylik miktarda sivinin filtre oldugu
glomertil ve filtre edilen s1vinin idrara doniistiigli toplayici tiibiil olmak iizere iki ana

bolimu vardir.

Glomeriil, diger kapiller aglar ile karsilastirildiginda, daha yiiksek hidrostatik
basmca (60 mmHg) sahip, dallanan ve anastomoz yapan kapiller bir agdan
olusmustur. Glomeriiler kapillerler epitel hiicreleri ile Ortlilmiistiir ve tiim
glomeriiller Bowman kapsiilii ile sarilmistir. Glomeriiler kapillerden filtre olan sivi
Bowman kapsiilii icine ve sonra bobrek korteksinde yer alan proksimal tiibiil icine
akar. Sivi proksimal tiibiilden bobrek medullasinin derinliklerine dogru inen henle
kivrimma akar. Henle kivrimimin bir inen bir de ¢ikan kolu vardir. Cikan kolun
sonunda, duvarinda bir plak iceren kisma makula densa denir. Bu kisim nefron
fonksiyonunun kontroliinde rol oynar. Sivi makula densadan distal tiibiile ulasr.
Distal tiibiilii birlestirici (connecting) tiibiil ve kortikal toplayici (collecting) tiibiil
izler. Sivi buradan kortikal toplayici kanala ulasir. 8-10 adet kortikal toplayict
kanalin baslangic kisimlar1 birleserek, medullada seyreden ve mediiller toplayici
kanal denilen daha genis bir toplayici kanal yaparlar. Toplayic1 kanallar sonunda

papillanin tepesi araciligi ile bobrek pelvisine bosalirlar'®.

Glomeriiler filtrasyon, maddelerin bobrek tiibiillerinden kana geri emilimi ve
kandan maddelerin bobrek tiibiillerine sekresyonu islemleri sonucunda bobreklerin

stizme fonksiyonu gerceklestirilir.

Idrar olusumu; proteinsiz fazla miktarda sivimin glomeriiler kapillerden
Bowman kapsiilii i¢ine filtrasyonu ile baglar. Proteinler hari¢ plazmadaki
maddelerin ¢ogu serbestce Bowman kapsiilii i¢ine filtre oldugu i¢in, Bowman
kapsiilii i¢indeki glomertiler filtratta bu maddelerin konsantrasyonlar1 plazmadakine
esittir. Filtre olan sivi Bowman kapsiiliinii terkedip tiibiiller boyunca ilerlerken

icindeki spesifik soliitlerin ve suyun geri emilerek kana gegmesi veya baska



maddelerin peritiibiiler kapillerden tiibiil i¢ine salgilanmasi nedeniyle degisiklige
4,7,8]

ugrar[ .

Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) ; kapiller membrana etki eden kolloid
osmotik basing ve hidrostatik basing arasindaki denge ile kapillerin filtrasyon yapan
ylizey ve gecirgenliginin Olgiitii olan kapiller filtrasyon sabitesi tarafindan tayin

edilir. Normal yetigkin bir insanda GFR 125 ml/dakikadir.

Glomeriiler kapiller membran; kapiller endoteli, bazal membran ve bazal
membranin disg yiizeyini ¢evreleyen epitelyal hiicre (podosit) tabakasindan
olugsmaktadir. Bu tabakalar birlikte filtrasyon bariyerini olusturur. Glomertler
kapiller membrandan yiiksek filtrasyon hizi kismen membranin kendine has
ozelliklerine baglidir. Kapiller endotelium pencere denilen binlerce kiigiik oyuk ile
delinmistir. Endoteli bir bazal membran ¢evreler. Arasindan su ve kiiciik solitlerin
gecebilecegi genislikte mesafe bulunan kollagen ve proteoglikan fibril agindan
yapildig1 i¢in, bol miktarda ve kiiciik maddeleri filtre edebilir. Bazal membranin
plazma proteinlerinin gecigini etkin bir sekilde Onlemesinin kismen sebebi,
proteoglikanlarin giiclii negatif elektrik yiikiine sahip olmalaridir. Glomeriiler
membranin son kismi glomeriiliin dis yliziinii déseyen epitelyal hiicrelerdir. Bu
hiicreler kesintisiz degildir, kapillerin dis yiiziinii ¢evreleyen podositler vardir. Bu
ayaksi cikimtilar glomeriiler filtratin gectigi dar, por denen araliklarla birbirinden
ayrilmistir. Her ne kadar epitelyal hiicreler filtrata engel teskil etseler de, plazma

proteinlerine esas direnci bazal membran olusturuyor gibi goriinmektedir!”*".

2.3. Bobrek Kan Akimi

70 kg'lik normal bir insanda her iki bobrege giden kanin miktar1 dakikada 1200 ml
veya kalp debisinin %21 kadardi. Bobrege gelen kanin ¢ogu renal korteks tarafindan
almaktadir. Bobrek medullasina giden kan, peritubuler kapiller sistemin 6zellesmis
bir kismi olan vaza rekta tarafindan saglanir. Bu damarlar medullada Henle
kivrimlarina paralel olarak derinlere ilerler ve sonra kortekse donerek vendz sisteme
dokiiliirler. Vaza rektalar bobreklerin konsantre idrar yapmasinda Onemli rol

oynarlar*>°],



Bobrek kan akimmin ve glomeriiler filtrasyonun fizyolojik kontroliinde
bircok faktor rol oynar. Afferent ve efferent arteriyoller de dahil olmak iizere biitiin
bobrek damarlari, 6zelllikle sempatik sinir liflerinden zengindir. Bobrek sempatik
sinirlerinin kuvvetli aktivasyonu, bobrek arteriyollerini daraltabilir ve bobrek kan
akimi ve GFR'yi azaltabilir. Bu savunma reaksiyonu, renal medulladan salman
epinefrin ve norepinefrin araciligi ile, beyin iskemisi veya agir hemorajide olusabilir.
Endotelin ise, bobrek damarlarmin hasar gdérmiis endotel hiicrelerinden salinir,
GFR’yi azaltir ve bobrek vazokonstriiksiyonuna katkida bulunur. Giiclii bir damar

daraltici olan Anjiotensin II efferent arteriyolleri daraltarak etkili olur.

Endoteldenkaynaklanan nitrik oksit, bobrek damar direncini azaltir ve GFR'yi
artirir. Damarlar1 genisleten ve bobrek kan akimi ile GFR'yi artiran diger otokoidler
PGE2, PGI2 ve bradikinindir. Prostoglandinler afferent arteriyollerin daralmasini
onleyerek GFR ve renal kan akiminda asir1 bir azalmayi engelleyebilir. Hacim
azalmas1 veya cerrahi girisim gibi stres kosullarinda aspirin gibi PG sentez

inhibitorii ilaglar GFR'de 6nemli azalmaya neden olurlar™®.

Arteriyel kan basincinda belirgin degisikliklere karsin bobrek i¢i feedback
mekanizmalar normalde bobrek kan akimini ve GFR'yi oldukca sabit tutarlar. Bu
otoregiilasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu sayede, kan basincinda 75 mmHg'ye
varan diismeler ve 160 mmHg'ye varan yiikselmeler GFR'de sadece % 1-2 kadar
degisiklik yapar. Otoregiilasyonu gerceklestirmek icin bobrekler makula densadaki
sodyum kloriir yogunlugu degisiklikleriyle renal arteriyoler direncin kontrolii arasinda
baglant1 kuran bir feedback mekanizmaya sahiptir. Bu feedback, distal tubule

oldukca sabit miktarda sodyum kloriir gdnderilmesini garantilemeye yardim eder.

Tibiiloglomeriiler feedback mekanizmanin afferent ve efferent arteriyoler
feedback mekanizma olarak adlandirilan iki kompenenti vardir. Jukstaglomeriiler
kompleks distal tiibiiliin baglangicindaki makuladensa hiicreleri ile afferent ve efferent
arteriyollerin duvarlarindaki jukstaglomeriiler hiicrelerden olusur. Makula densa
distal tubulde afferent ve efferent arteriyollerle temas eden bir grup 6zellesmis epitel
hiicresidir. Sodyum kloriir yogunlugundaki azalma makula densadan, iki etkiye sahip

bir uyariyr baslatir; afferent arteriol direncini azaltarak glomeriiler hidrostatik



basinci artirir ve GFR'nin normale donmesine yardim eder. Buna ek olarak reninin
Y

jukstaglomeriiler hiicrelerden serbestlenmesini arttirir®'%.,

2.4 Bobrek Histolojisi

Bobrek dista korteks ve icte mediilla olmak iizere iki boliime ayrilir. Insanda renal
mediilla 10-18 adet mediiller piramitten olusur. Her bir mediller piramidin
tabanindan kortekse uzanan birbirine paralel tiiblil demetleri, mediiller 1smlar ¢ikar.
Her mediiller 151 bobregin fonksiyon goren birimleri olan birka¢ nefron grubunun
diiz kisimlar1 ile birlikte bir ya da daha ¢ok sayida toplayici kanaldan olusur. Her
mediiller piramidin ¢evresini saran kortikal doku renal lob adin1 alir ve her mediiller
1s1n konik sekilli renal lobiiliin merkezini olusturur. Kortikal doku ayn1 zamanda
Bertini siitunlar1 olarak bilinen yapilar1 olusturacak sekilde mediiller piramitlerin
arasinda da bulunmaktadur! ',

Nefronlar

Her bir bobrek 1-4 milyon nefron icerir. Her nefron; renal cisimcik, proksimal
kivrimli tiibiil, Henle kulpunun ince ve kalin uzantilar1 ve distal kivrimli tiibiilden
olusur. Embriyonel kokeni nefrondan farkli olan toplayici tiibiiller ve kanallar
nefronlarda tretilen idrar1 toplayarak bobrek pelvisine iletirler. Her renal cisimcigin
cap1 yaklasik 200 um'dir ve kapiller bir yumak olan glomeriilden olusmustur. Bu
yumak Bowman kapsiilii olarak adlandirilan iki tabakali epitelyal bir kapsiille
sarilmig durumdadir. Kapsiiliin i¢ tabakasi olan visseral tabaka glomeriiliin
kapillerini orter. Dis tabaka renal cisimcigin en distaki smirini olusturur ve Bowman
kapsiiliinlin pariyetal tabakas1 adin1 alir. Bowman kapsiiliiniin iki tabakas1 arasinda,
kapiller duvarindan ve viseral tabakadan siiziilen sivinin toplandigi idrar boslugu
bulunur. Her renal cisimcikte, afferent arteriyollerin ve efferent arteriyollerin ¢iktig1
damar kutbu, proksimal kivriml tiibiillerin basladig1 noktada ise bir idrar kutbu
bulunur. Afferent arteriyol renal cisimcige girdikten sonra genellikle her biri
kapillere doniisen iki ile bes adet primer dala ayrilir. Bowman kapsiiliiniin pariyetal
tabakasi ince bir retikiiler lif tabakas1 ve bazal lamina ile desteklenen tek katli yassi
epitelden olusur. Idrar kutbundaki epitel, proksimal tiibiil icin karakteristik olan tek

kath prizmatik epitele degisir. Viseral tabakadaki hiicrelerin govdelerinden birkag
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primer uzanti sekillenir ve bu hiicrelere podosit denir. Her bir primer uzanti pedisel
denen ¢ok sayida sekonder uzanti olusturur. Podositlerin sitoplazmasi ¢ok sayida
serbest ribozom, az sayida kaba endoplazma retikulum sisternasi, seyrek
mitokondriler, belirgin bir golgi kompleksi icerir. Podositlerin sitoplazmalarinda
bunlarin kasilabilmesini saglayan aktin mikroflament demetleri vardir. Glomeriil
kapillerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dis yilizeyini orten podositler arasinda
kalin bir bazal membran bulunur. Bu tabakanin kapillerdeki kanla idrar boslugunu
birbirinden aywan bir filtrasyon engeli olusturdugu diisliniilmektedir. Bu bazal
membran kapillerin ve podositin olusturdugu bazal laminalarin kaynasmasindan
meydana gelmistir. Elektron mikroskop yardimiyla ortada elektron yogun bir tabaka
(lamina densa) ve her iki yanda daha fazla elektron gecirgen bir tabaka (lamina rara)
fark etmek miimkiindiir. Lamina raralar bunlar1 hiicrelere baglamaya yarayabilecek
olan fibronektin igerir. Lamina densa ise negatif yiiklii bir proteoglikan olan heparan
siilfat iceren bir matriks i¢inde tip 4 kollajen ve lamininin olusturdugu ag seklinde bir
yapidir. Yani glomeriil bazal laminasi, lamina densanin fiziksel bir filtre olarak is
gordiigii, lamina raradaki anyonik bolgelerin ise elektriksel bir engel olusturdugu
secici bir makromolekiiler filtredir. Molekiil agirlig1 albuminin molekiil agirligindan
daha fazla olan negatif yikli proteinler membrandan eser miktarda
gecmektedirt'>"?,

Glomeriil kapillerinin endotel hiicreleri ince bir sitoplazmaya sahiptir.
Organellerin ¢ogu, ¢ekirdek c¢evresindedir. Glomeriiliin pencereli kapillerinin,
pencereleri daha biiyliktiir ve kapiller araligi birbirine tutturan bir diyafram yoktur.
Glomeriil kapillerinde, endotel hiicreleri ve podositlerin yani sira kapiller duvarina
tutunan mezengiyal hiicreler yer alir. Bu hiicreler kendilerini saran ve kapiller
duvarnadestek olan amorf matriksi sentezler. Bu hiicrelerin ayn1 zamanda makrofaj
gibi davranarak siizme islemi sirasinda bazal laminaya biriken partikiillii maddeleri
temizledigi diisiiniilmektedirt'>"?.

Proksimal kivrimh tiibiiller
Renal cisimcigin idrar kutbunda, Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginin tek katl
yassi epiteli proksimal kivrimli tiibiillerde prizmatik epitelyum seklinde devam eder.

Proksimal kivrimli tiibiiller tek katli kiibik ya da prizmatik epitelle ortiiliidiir. Hiicre
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apeksinde firgamsi1 kenarit olusturan Ipum. uzunlugunda c¢ok sayida mikrovillus
bulunur. Bu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda, mikrovilluslarin tabani arasinda ¢ok
sayida kanalikiill bulunur; bu kanalikiiller —proksimal tiibiill hiicrelerinin
makromolekiilleri emme yetenegini saglar. Apikal membranin ice dogru yaptigi
girintiler pinositik vezikiilleri olusturur. Bu vezikiiller icerisinde glomeriil
stizgecinden gecen makromolekiiller bulunur. Bu vezikiiller lizozom ile kaynasir ve
olusan monomerler dolasima geri doner. Bu hiicrelerin bazal bolimlerinde yogun
membran katlanmalar1 ve komsu hiicreler arasinda lateral kenetlenmeler
bulunmaktadir. Sodyum iyonlarmin aktif olarak hiicre digina atilmasindan sorumlu
olan Na+/K+ ATPaz (sodyum pompasi) bu bazolateral membranlarda bulunur.
Mitokondriler hiicrenin tabaninda yogunlagmistir ve hiicrelerin uzun eksenine paralel
dizilim gostermektedir. Bu sekilde dizilim, aktif iyon tasmmmasinda rol {istlenen
hiicrelere 6zgidir'"'*',

Henle kulpu

Henle kulpu, proksimal kivriml tiibiillere yapica ¢ok benzeyen bir kalin inen kol; bir
ince inen kol; bir ¢ikan ince kol ve yapica distal kivrimli tiibiillerle ayni olan bir kalin
¢ikan koldan olusan U seklinde yapidir.

Biitiin nefronlarin yaklasik yedide biri kortikomediiller sinirin yakiminda bulunur, bu
yilizden jukstamediiller nefronlar adin1 alirlar. Diger nefronlara ise kortikal nefronlar
ad1 verilir. Biitiin nefronlar siizme, emilim ve salgilama islemlerinde rol alirlar.
Ancak jukstamediiller nefronlarin mediiller interstisyumdaki hipertonik gradyani
saglama konusunda 6zel bir 6nemi vardir. Jukstamediiller nefronlarm Henle kulpu
cok uzundurt'>',

Distal kivrimbh tiibiil

Henle kulpunun ¢ikan kalin kolu kortekse girdiginde histolojik yapisini korur ancak
biikliimleserek nefronun son kismi olan distal kivriml tiibiilleri olusturur. Bu tiibiil
tek kath kiibik epitelle doselidir. Histolojik kesitlerde her ikisi de kortekste bulunan
proksimal ve distal tiibiiller arasindaki ayrim belli 6zelliklere bakilarak yapilabilir.
Proksimal tiibiillerdeki hiicreler distal tiibiilde bulunan hiicrelerden daha biiytiktiir ve
firgams1 kenarlar1 vardwr. Distal tiibiillerin limenleri daha genistir. Proksimal
tiibiillere 6zgli olan apikal kanalikiil ve vezikiiller, distal tiibiil hiicrelerinde

goriilmez. Distal kivrimli tiibiil hiicrelerinin bazal membranlardaki yogun
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invajinasyonlar ve bunlarla iligkili mitokondriler, bu hiicrelerin iyon taginmasinda rol
oynadiklarin1 gostermektedir. Distal kivrimli tiibtiller kortekste izledikleri yol
boyunca kendi nefronlarina ait renal cisimcigin damar kutbuna degerler. Bu degme
noktasinda afferent arteriyol ve distal tiibiill modifiye olur. Distal kivrimli tiibiil
hiicreleri bu jukstaglomeriiler bolgede prizmatik hale doniisiirken ¢ekirdekleride bir
araya toplanir. Mikroskopik preparatlarda niikleuslarin yakin yerlesimi yiiziinden
daha koyu renkli goriinen bu distal tiibiil segmenti makula densa olarak adlandirilir.
Deneysel bulgular, makula densa hiicrelerinin tiibiiler sividaki kloriir iyon igerigine
duyarli oldugunu ve glomeriildeki afferent arteriyolde kasilmaya yol acan molekiiler
sinyaller olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bu mekanizma ile makiila densa
glomeriiler filtrasyon hizin1 diizenleyebilir'*'*,

Toplayic tiibiiller ve kanallar

Distal kivrimli tiibiillerden gecen idrar, birbirlerine baglanarak daha biyik, diiz
toplayici kanallar1 olusturan toplayici tiibiillere bosalir. Bu kanallar Bellini papiller
kanallar1 adin1 alir ve piramitlerin u¢larina dogru giderek genisler. Kiiciik toplayict
tiibiiller kiibik epitelle doselidir ve ¢ap1 ortalama 40 um’dir Bu tiibiiller mediillanin
derinliklerine dogru indik¢e hiicrelerin boyu uzar ve prizmatik olur. Piramidin ucuna
yakin boliimlerde toplayict kanalin ¢cap1 200 pm’e ulasir. Hiicrelerin bazal membrani
hemen hemen hi¢ invajinasyon gostermez. Kortekste bulunan toplayici kanallar, her
mediiller 1s1na bosalan birkag¢ kiiclik toplayici tiibiil araciligr ile birbirine baglanir.
Mediillada gergeklestirilen idrar yogunlastirma isleminde en onemli rolii toplayici
kanallar yapar!'>'*,

Jukstaglomeriiler aparat

Renal cisimcigin hemen bitisiginde afferent arteriyoliin tunika medyasinda modifiye
diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelere jukstaglomeriiler hiicreler
denilmektedir. Jukstaglomeriiler hiicrelerin salgis1 kan basincinin saglanmasinda rol
oynamaktadir. Distal kivriml tiibiillerde bulunan makula densa, jukstaglomeriiler
hiicrelerin yer aldig1 afferent arteriyol kismina ¢ok yakindir; arteriyoliin bu bdliimii,
makula densa ile birlikte jukstaglomeriiler aparati olusturur. Elektron mikroskopla
incelenen jukstaglomeriiler hiicreler, basta bol miktarda kaba endoplazmik
retikulumu, 1yi gelismis golgi kompleksi ve ¢aplar1 yaklasik 10- 40 nm olan salgi

graniilleri olmak {izere protein salgilayan hiicrelere 6zgii Ozellikler sergilerler.
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Jukstaglomertiiler hiicreler, anjiotensinojen denen plazma proteini anjiotensin—I
olarak adlandirilan inaktif dekapeptide doniistiirecek olan renin hormonunu

iiretirler!' %'

2.5 Bobregin Fonksiyonlar

1) Ekskretuvar (itrah) fonksiyonlar1: Bobrekler idrar olusumu ile;

*Artik maddelerin eliminasyonu: Metabolik artik maddeler (lire, kreatinin, iirik asit
gibi), ekzojen maddeler (ilaglar, toksinler ve metabolitleri).

*Su dengesinin korunmasi: Total viicut suyunun korunmasi, plasma osmolalitesinin
korunmas.

*Elektrolit ve asit baz dengesinin korunmasi: Sodyum, kloriir, kalsiyum, fosfat,
potasyum, magnezyum ve asit-baz dengesinin korunmasi.

2) Metabolik Fonksiyonlar

*Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi: Renin, D vitamini, eritropoietin,
prostoglandinler, kallikrein-kinin, biiylime faktorleri.

*Peptid yapili hormonlarm yikimi ve katabolizmast: Insiilin, glukagon, parathormon,
kalsitonin, prolaktin, biiylime hormonu, vazopressin, gastrointestinal hormonlar.
*Diigiik molekiil agirlikli proteinlerin  katabolizmasi: Hafif zincirler, -2
mikroglobulin.

*Diger metabolik fonksiyonlar: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi''.

2.6 iskemi-Reperfiizyon Hasar

Bir organa gelen kan akiminin bobrek transplantasyonu, sok, kardiovaskiiler
cerrahi, parsiyel nefrektomi gibi c¢esitli nedenlerle yetersiz hale gelmesine veya
durmasma iskemi denir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku
hasar1 ortaya ¢ikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii kaybolur
hatta hiicresel 6liim meydana gelir. Reperfiizyon ise dokuda kanlanmanin yeniden
baglamasidir. Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda
ozellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer l6kositler (PMNL) tarafindan
salman SOR’ lar dokudaki yikim1  artirict etki yapar. Bu olaya reperflizyona bagh
doku hasar1 denir "%,

Hiicreler oksidatif hasar1 oOnleyen, yok eden ya da kismen azaltan
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mekanizmalara sahiptir. Iskemi — reperfiizyon hasarinda amag, doku hasarina yol
acan olaym etkisiyle tetiklenen biyokimyasal mekanizmalari, external yolla verilen
maddelerle bir ya da birkag basamakta engelleyerek organizmaya yardimci
olmaktir. Gegici bir siire iskemi ve hipoksi altinda kalan organlarda hiicre ve doku
hasar1 meydana gelir. iskeminin diizelmesiyle reperfiizyona bagli olarak ilave hasar
geligir. Iste en az iki komponenti olan bu kompleks olaylar zinciri iskemi-

6,]7,]8,]9]. Iskemi_reperﬁizyon hasarl (IRI—I)a

reperflizyon hasar1 olarak bilinmektedir!
son yillarda 6nemi giderek artan bir konu haline gelmistir. Bunun en 6nemli nedeni
transplantasyon alanindaki gelismelerdir. Bilindigi gibi organ transplantasyonlarinda
alman organ, soguk soliisyonlarda (4° C) saklanarak nakledilmektedir.
Implantasyona kadar gegen siirede soguk ve sicak iskemi travmasi greftde hasara
sebep olmaktadir, bu etkileri minimale indirmek, prezervasyon zamanii uzatmak
icin yillardir ¢aligmalar yapilmaktadir. Ornegin "UW"(organ prezervasyon
soliisyonu) ile bugiin karaciger greftlerini 24 saat kadar saklamak miimkiindiir.
Eskiden bu siire 8-10 saat kadardi. Kurallara uygun olarak saklanmis ve transplante
edilmis bir greft bazen fonksiyon gérmeyebilir. Karaciger transplantasyonlarinda %
10 oraninda goriilebilen bu olayda IRH'nin énemli rolii olduguna dair ¢ok sayida

17,18,1 . . .
1819 "By nedenle reperfiizyon hasarmi tanimak ve énlem almak 6nem

yaym vardr!
kazanmaktadir. Ayrica, mezenter arter tromboembolisi, distal aorta embolisi,
miyokard infarktiisii, serebro vaskiiler tromboemboli, hipovolemik sok, sepsis gibi
¢ok sayida klinik antitede de IRH gelismektedir. Son yillarda gelisen yasam destek
sistemleri ile hastalarmn hayatta kalma siiresi uzatilmaktadir. IRH'nmn 6nlenmesi veya
tedavisinin miimkiin olmas1 ile yukarida sayilan klinik antitelerde tedavi sansi
artacaktir. IRH'da bugiin bilinmeyenler bilinenlerden daha fazladir. Her yeni kiigiik

bulus da bir¢ok yeni sorunun sorulmasina sebep olmaktadir. Her seye ragmen bazi

bilgiler klinik kullanimdadir.

2.7 iskemi-Reperfiizyon Hasarimin Patofizyolojisi

Organizmada c¢esitli organlarin iskemiye karsi verdikleri cevap temelde aynidir.
Ancak organlara 6zgli baz1 farkliliklar vardir. Her organ metabolizma hizina bagl
olarak iskemiye siire bakimindan daha duyarh ya da daha direnglidir. Doku iskemisi

hiicrede respirasyonu ve oksidatif fosforilasyonu durdurur. Adenosin trifosfat (ATP)
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basta olmak tizere yiiksek enerjili fosfatlar yikilmaga baslar. Siiperoksit anyonu ve
diger serbest oksijen radikalleri (SOR) hiicre hasarmma sebep olmaktadir. SOR
hidrolitik tabiatli lizozomal enzimleri a¢iga ¢ikarmakta ve hiicre membraninda lipid
peroksidasyonuna yol agmaktadir ( Sekil 2.4 ve 2.5). Tablo 2.1°de SOR agi8a ¢ikaran

kaynaklar goriilmektedir®”,

ATP ~ ADP >AMP :Eipoksantin - Ksantin :fTrik Asit
Iskemi Ksantin oksidaz —_ — Reperfiizyon

Serbest oksijen radikalleri
(SOR)

Ksantin dehidrogenaz

Hiicre hasan

Sekil 2.4: Iskemi-reperfiizyon hasari olusma mekanizmalar1

Tablo 2.1: Serbest Oksijen Radikal Kaynaklari

- Kupffer hiicreleri

- Lokositler, trombositler, makrofajlar

- Katekolamin oksidasyonu

- Ksantin ve ksantin oksidaz reaksiyonu

- Sitokrom oksidaz
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Iskemi ATP kayb ATP’ye bagimh sodyum-

[
— potasyum Pompasmin durmas:

SOR - Ksantin oksidaz aktivasyonu

Kalsiyum hiicre icine ve

Mitokondrial fonksiyon mitokondri icine girmesi
v P ——

Arasidonik asit

Metobolitleri Fosfolipaz A2
<1 Aktivasyonu

Platelet aktive eden
Faktor (PAF)

Sekil 2.5: iskemi reperfiizyon hasar1 olusma mekanizmalar1

Ozellikle I6kosit ve trombositler bu olaylar zincirinde, kisir déngiiniin
meydana gelmesinde 6nemli rol oynarlar. Arasidonik asit metabolitlerinin bir kism1
hiicre hasarma sebep olurken bir kismi1 sitoprotektif rol oynar. Ancak net etki hiicre

hasar1 yoniindedir.

IRH'nin tek sorumlusu SOR’ lar degildir. Sekil 2.5’te goriildiigii gibi iskemi
ile birlikte kalsiyum iyonu hem bizzat hem de diger mekanizmalar1 uyararak zararh
olmaktadir. Arasidonik asit metabolitlerinin IRH’da &nemli rolleri vardir. Goriildiigii

gibi tiim metabolitler zararli etki gostermemektedir. Hatta prostasiklin 12 ve
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analoglar1 IRH profilaksisinde, tedavisinde kullanilmaktadir. Prostaglandin E2
hakkindaki diisiinceler ¢eliskilidir. Tromboksan A2 (Tx A2) ise siddetli hiicre hasar1
yapan bir metabolittir. Hiicre membraninda mevcut bulunan fosfolipidler aktive
edildiginde baslayan kimyasal zincir tiim metabolitleri ortaya ¢ikarmrsa da Tx A2
etkisi agir basar. Dolayisiyla arasidonik asit selalesinin net sonucu doku hasari
yoniindedir. Platelet aktive eden faktor (PAF) de bagimsiz bir mekanizma ile hiicre
hasarma sebep olur. PAF, Tx A2 gibi trombosit agregasyonu, notrofil aktivasyonu,
SOR salimmmi, vaskiiler endotel hasar1 ve vazospasm yapar. Sayilan biitiin
mekanizmalar aslinda i¢ ice ve birbirini bir kisir dongii olusturacak sekilde uyaran
mekanizmalardir. Bu mekanizmalarin merkezinde 16kositler, trombositler,
makrofajlar bulunmaktadir. Bu hiicreler ya sayilan mediyatorlerin etkisi ile
aktiflesmekte ve inflamatuvar cevap ile birlikte doku hasarma sebep olmakta veya
bizzat bagka mediyatorler salgilayarak doku hasarini agirlagtirmaktadir. Tablo 2.2°de

[RH’da rol alan mediyatérler goriilmektedir™”.

Tablo 2.2: IRH’da Rol Alan Mediatorler

Serbest oksijen radikalleri (SOR)
Platelet aktive eden faktor (PAF)
Prostoglandin E2 ( PG E2)
Lokotrienler

Tromboksan 42 (Tx A2)

Iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tiirlii hiicresel zedelenme

ortaya cikar:

Geri doniisiimlii zedelenme: Iskeminin ilk zarar verdigi yer hiicrenin
aerobik solunumudur. Olusan hipoksi mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu
engeller. Adenozin trifosfat (ATP) olusumu yavaslar ve durur. ATP kaybi hiicre
icinde ¢esitli sistemleri yaygin olarak etkiler. Ozellikle hiicre zarmin quabain duyarl

ATP aktivitesinin azalmasi zarda aktif sodyum pompasinin yetersizligine yol agarak
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hiicre i¢i sodyum birikimi ve hiicreden potasyumun disar1 atilimina yol agar. Solid
materyalin birikimine izoozmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme
olusur'.

Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 stimiile olan glikolitik yol, ortamda sitrat,
laktat, nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) birikimi ve doku asidozunun
gelismesiyle inhibe olur. Iskemik  dokuda var  olan oksijen ise  oksidatif
fosforilasyonu desteklemek icin yetersiz kalir ve glikoliz sonucu olusan piruvatin
Krebs siklusuna degil de laktata dontisii gergeklesir. Boylece glikojenden ATP
olusumu ile hiicre enerji kaynaklar1 korunur. Glikojenin hizla azaldigi histolojik
olarak PAS ile boyamada goriilebilir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinden
hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine neden olur. Sonugta hiicre ici

pH diiser ve asidoz gozlenir.

Sonraki safthada graniillii endoplazmik retikulumlardan (GER) ribozomlar
ayrilir ve polizomlari monozomlara parcalanir. Eger hipoksi devam ederse zar
gecirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlar1 azalir. Hiicre yiizeyinde
tomurcuklanmalar olusur. Sitoplazmada ya da disinda organel zarlar1 gibi plazmadan
koken alan, konsantrik laminali myelin figiirler sekillenir. Bu sirada mitokondriler
normal, sismis ya da yogunlasmistir, GER genislemis ve tiim hiicre belirgin olarak
sismistir. Tiim bu bozukluklar oksijen verilince geri doniisliidiir. Buna ragmen iskemi
siirerse, geri doniissiiz zedelenme olusur™!.

Geri doniisiimsiiz zedelenme: Geri doniisiimsiiz zedelenme yapisal olarak
mitokondri ve kristalarinda asir1 vakuolizasyon, plazma zarinda asir1 zedelenme,
lizozomlarda sisme; Ozellikle iskemik alan yeniden beslenirse hiicre i¢i yogun

kalsiyum tutulumu ile birliktedir.

Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri matriksinde  gelisir.
Mitokondride geri doniissiiz zedelenmelerin erken bulgular1 30-40 dakika sonra
gortilebilir. Proteinler, temel koenzimler, riboniikleik asitler (RNA) asir1 gecirgen
zarlardan stirekli kaybedilir. Hiicreler, hiicre i¢i yiiksek enerjili fosfatin yapiminda
kullanilacak ATP'nin yeniden olusumu i¢in yasamsal 6nemi olan metabolitlerini de

kaybederler. PH'min diismesi lizozom zarlarinin zedelenmesiyle enzimlerinin
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sitoplazmaya gecerek, asit hidrolazlann aktiflesmesiyle sitoplazmik ve ¢ekirdek
yapilarm sindirimine neden olur. Hiicre oliimiinii izleyerek, hiicre organelleri
devamli pargalanir ve hiicresel enzimler hiicre dis1 mesafeye sizarlar. Sonugta 6l
hiicreler myelin olusumlar ve fosfolipidden olusan biiyiik kitlelere dontistirler. Bunlar
daha sonra diger hiicreler tarafindan fagosite edilirler veya yag asitlerine

parcalanirlar. Bu yag asitlerinin kalsifikasyonuyla kalsiyum sabunlar1 olusur!'”’.

Hiicre i¢ine kalsiyum girisiyle kalsiyumdaki net artis hiicrenin iyonik
dengesini bozar. Bundan sonra kalsiyum mitokondri i¢ine sizmaya baslar.
Mitokondrinin kalsiyumla yliklenmesi sonucu hiicre membranindaki proteazlar ve
fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin aktivasyonu, serbest yag asidi ve

lizofosfolipidlerin salinimina bagli olarak hiicre membraninda toksik etkiler olusur.

Bu etkilerin yaninda aragidonik asit metabolizmasi baslatilarak reperfiizyon
sirasinda  sitotoksik dirlinler iretilir. Proteazlarin aktivasyonu, hiicre iskeletinin
parcalanmasina neden olur. Enzim sisteminde degismeler meydana gelirken yine
reperfiizyon esnasinda SOR'un olusumu gerceklesir ve hatta artar. iskemi sirasmda

olusan hasarlarin, reperfiizyon hasarlar1 i¢cin baslangig teskil ettigi saptanmlstlrm].

Reperflizyon hasarinin bilinen en az ¢ bileseni mevcuttur;  bunlar
mikrovaskiiler hasar, hiicre nekrozu ve hemorajidir. Iskemiye maruz kalan her
organda reperfiizyon hasar1 olusur. Iskem swrasinda biyokimyasal olaylarin
olusumuyla kendini gosterir ve sonugta siiperoksit anyonu (O2) ve hidrojen peroksit
(H202) gibi SOR’larin yaninda kalsiyum artar ve sarkolemmal fosfolipidlerin kayb1

meydana gelir*.

Reperflizyon hasarinda en onemli rolii polimorfoniikleer 16kositler oynar.
Iskemik dokuya gelen ve yerlesen polimorfoniikleer hiicreler birgok yoldan etki
ederek iskemik dokuyu yok ederler. Polimorfoniikleer hiicreler, endotel lokosit
adezyon molekiilii (ELAM-1), interselliiler adezyon molekiilii (ICAM-1), vaskiiler
hiicre adezyon molekiili (VCAM-1), L-selektin gibi adezyon molekiillerine

tutunarak iskemik dokuya yerlesirler™).

Bu hiicreler, iskemik dokuyu hem oksidatif (oksijen radikalleri ile) hem de
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nonoksidatif yolla tahrip ederler. Notrofil graniilleri, vaskiiler yaralanmaya neden

olabilen bir¢ok hidrolitik enzim ve antimikrobiyal polipeptid igerirlert?*.

Iskemik dokudaki polimorfoniikleer hiicre bagimli yikimda ayrica fosfolipaz
iirlinleri tromboksan-A2, prostoglandin E2, 16kotrien C4, D4, B4 ve platelet agrege

edici faktor (PAF) iiretilir. Bunlar da ¢esitli yollardan doku hasarini artirirt>**,

2.8 Hiicre I¢i Kalsiyum Artisi

IRH'nin tek sorumlusu SOR leri degildir. iskemi ile birlikte hiicre i¢i kalsiyum iyonu
26,27,28]

hem bizzat hem de diger mekanizmalar1 uyararak zararl olmaktadur! .

Iskemi sirasinda ilk olarak membran potansiyeli azalir ve hiicre membran
permeabilitesi artar. Bu durumda kalsiyum hiicre i¢ine girer™. Kalsiyum voltaj ya
da reseptor bagimli kanallardan sodyum veya hidrojen iyonu ile degiserek geger veya
hasarli hiicre membranindan direkt olarak geger”*>'>%.

Normalde kalsiyumun %10’u hiicre membranina bagli, %60-70’1 intraselliiler
organellerde, %10 — 20’si sitozolde serbest olarak bulunur*l. Biyolojik olarak aktif
form serbest kalsiyumdur. iskemi sonucunda kalsiyum hiicre iginde yeniden dagilir
ve hiicrede kalsiyum birikimi gozlenir. Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi sonucu
mitokondriyel solunum fonksiyonu bozulur ve ATP azalir. Hiicre i¢i yiiksek fosfath
enerji kaynaklarmin azalmasi ile aktif transport mekanizmalarmi hasarlar ve
sonugta hiicre i¢i kalsiyum daha da artar ve artmis permeabilite sonucu membran

fosfolipazlar1 aktive olur'™.

Kalmodulin kalsiyumun regiilatér proteinidir ve
fosfolipaz aktivitesini de kontrol eder. Kalmodulin metabolizmasi iskemi sirasinda
degisebilir®*. Kalsiyum sitozolik serbest yag asitlerini artirir ve serbest yag asitleri
hiicre membraninda deterjan etkisi gosterir. Ayrica kalsiyum aktin ve mikrotiibiil

33361 Olugan serbest

destriiksiyonu sonucu organellerinin hiicresel yapisini bozart
radikaller ve kalsiyum ile birlikte hiicre lipidleri hiicre membranini yikar. Ayrica
hiicre i¢i enzimlerinin fonksiyonlarmi bozar®”. NADPH ‘nin NADP’ ye
oksidasyonu sirasinda serbest oksijen radikalleri olusur. Bunlar hidrojen peroksit
(H202) , hidroksil (OH) ve digerleridir. Normal sartlarda olusan serbest radikaller de

hiicreye zararlidir fakat glutatyon peroksidaz enzimi ile etkileri onlenmektedir.
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Ancak limitli oksijen varliginda serbest oksijen radikallerinin yapimi belirgin artar.
Serbest radikaller lipid peroksidasyonuna, Ca®" ise mitokondrial disfonksiyona

neden olur®®.
2.9 Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri; dig yoriingesinde tek sayida serbest elektron bulunan,
kimyasal olarak reaktif atom veya molekiillerdir. Organizmada‘siiperoksit’ ve
‘hidroksil’ gibi serbest radikallerin yaninda, ‘hidrojen peroksit’ ve ‘hipoklordz asit’
gibi radikal olmayan ancak serbest radikal olusturma potansiyeli bulunan zararh
oksijen tiirevleri de olusabilmektedir®**".

SOR, aerobik canlilarda belirli oranlarda olusmaktadir. Fagositik hiicrelerin yabanci
mikroorganizmalara kars1 savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynarlar. Serbest
radikaller, paylasilmamis elektronlarindan dolayi, protein, karbonhidrat ve niikleik

asitlerle reaksiyona girerek bu molekiillerin oksidatif hasarma neden olurlar™*'.

Serbest oksijen radikallerinin, hiicre bilesenleri 1ile olusturduklar:

reaksiyonlar sunlardir:

Proteinler: Serbest radikaller, aminoasitler ile reaksiyona girerek protein
yapisindaki enzimlerin spesifik aktivitelerini ortadan kaldirirlar. Protein baglanma ve
enzim aktivitelerinde farklilasma ortaya c¢ikan hiicrede fonksiyonel bozukluklar
olustururt*?.

Karbonhidratlar: Serbest radikaller, polisakkarit polimerizasyonunda artisa
neden olurlar. Glukoz gibi monosakkaritlerin oto-oksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, diger peroksitler ve oksi-aldehitler olusur. Bdylece molekiiler yapi

bozularak islevini kaybeder!**!.

Niikleik asitler: Serbest radikaller, DNA zincirinde kirilmalar meydana
getirirler ve DNA hasar1 sonrasi aktive olan ‘polimeraz’ enzimi ile reaksiyona

girerek DNA’nin onarimma engel olurlar'*',
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Lipidler: SOR, hiicre membranlarindaki kolesterol ve doymamis yag
44,45]

asitleri ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatirlar! .

Iskemi-reperfiizyon hasar1 sonucunda; serbest oksijen radikalleri aracilig: ile
olusan lipid peroksidasyonunun hiicre membrani i¢in 6nemli yikict etkileri olduguna
inanilmaktadir***),

Poliansatiire yag asitleri membran biitlinliigiinli bozmaktadir. Lipid
peroksidasyonu; hiicre membranmin akigskanliginin ve gecirgenliginin degisimine
neden olur. Sonuc¢ta membran proteinleri de degrade olur ve tiim bu siireg
reperflizyon hasar1 sonucunda olusan hiicre 6liimiine yol agan 6nemli etkenlerden
sayllmaktadir. Lipid peroksidasyonunun doku ve plazmadaki son {iriinii
malondialdehittir (MDA). Yapilan klinik ve deneysel c¢alismalarda lipid

peroksidasyonunun belirteci olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.

Stiperoksit radikalinin ana kaynagi, postiskemik endotelyumdur. Normal
kosullar altinda siiperoksidin zararli etkileri siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
engellenir. SOD;  siiperoksidi hidrojen perokside doniistiiren bir enzimdir.
Reperflizyon esnasinda bu dogal savunma mekanizmasi eksiktir. Béylece hidrojen
peroksit, aminoasitler, membran transport proteinleri, sitokrom enzimleri ve niikleik

asitlere oldukca zararli olan hidroksil radikaline doniisiir'*®.

Gilinitimiizde iskemi-reperflizyon hasarmnin azaltilmasia yonelik ¢alismalarin
cogu, bu ‘serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi’ {lizerine yogunlasmaktadir

ancak halen pratikte rutin kullamima gegecek etkin bir madde bulunmus degildirt*”.
2.10 Nitrik Oksit

Endotel, nitrik oksit (NO) i¢in en 6nemli kaynaktir. NO; iskemi reperfiizyon
hasarina karsi oldukea iyi bilinen mediatdr ve koruyucudur®®. Nitrik oksit (NO),
L- Arginin’in guanidyum grubundan NO sentetaz (NOS) enzimi araciligi ile

sentezlenen diatomik serbest radikaldir™.

NO; wvaskiiler tonusun fizyolojik regiilasyonu, platelet agregasyonun

inhibisyonu, endotele lokosit adezyonunun engellenmesi, oksijen derive serbest
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radikallerin temizlenmesi, normal vaskiiler permeabilitenin idamesi, diiz kas
proliferasyonunun engellenmesi, immiin defansin giliclendirilmesi ve endotel
hiicrelerinin rejenerasyonu gibi birgok yasamsal olayda etken bir maddedir™*>".
Etkilenen endotelyumda NO saliniminda ciddi bir azalma karsilasilir ise olusacak
iskemi-reperflizyon hasar1 fazlalasacaktir ancak halen NO sentezinin engellenmesinin

mekanizmasi agik degildir.
2.11 iskemik On Kosullanma

Iskemik n kosullanma hiicre veya dokularm iskemi ve reperfiizyona kisa
stireli maruz kalmasi ve sonrasinda daha uzun siireli iskemi ile olusan doku hasarinda
belirgin olarak azalma olusturan bir fenomendir®?. iskemik 6n kosullanma ilk kez
1986 yilinda Murry ve arkadaslar1 tarafindan koépek myokardinda gosterilmistir.
Myokardiyal iskemik 6n kosullanmanin gosterilmesindensonra yapilan ¢aligmalar
bu fenomenin beyin, spinal kord, iskelet kasi ve karaciger gibi organlarda da
olusabilecegini bildirmektedir. Iskemik 6n kosullanmanin akcigerde de koruyucu etki
yapabilecegini gosteren calismalar vardir>>*.

Bu planlanmig kisa iskemi periyodlar1 ve reperfiizyon epizodlar1 sayesinde
doku veya organ maruz kalinacak gercek iskemiye daha direngli hale getirilir.
Iskemik 6n kosullamay: indiikleyebilmek igin gereken iskemik tekrarlar tiire ve
organ sistemine Ozgiilliilk gostermektedir. Sigan, tavsan, kopek ve insan kalbi i¢in
literatiir de iskemik 6n kosullanma olusturan farkli sayida iskemik tekrar protokolleri
bulunmaktadir. iskemik 6n kosullanmanin erken déneminde olusan koruyucu etkinin
siiresi de tiire 6zgli olarak degisiklik gostermektedir. Kalpteki bu koruyucu etki
tavsanda 30 dakikalik reperfiizyondan sonra sonlanirken, bu siirenin sicanda bir saat,
kopekte ise iki saat oldugu bildirilmistir. Iskemik &n kosullanmanm ge¢ donemdeki
koruyucu etkisinin ortaya ¢ikmasi i¢cin gereken zamanin da tiirler arasinda farklilik
gosterdigi  diisiiniilmektedir. Genel olarak erken donemdeki koruma, On
kosullanmanin indiiklenmesinden itibaren 3 saatlik bir koruma donemini takiben 12-
24 saatlik korumasiz bir donem seklinde tanimlanirken ge¢ korumanin ise, 6n
kosullanmanin indiiklenmesinden 12-24 saat sonra baslayip 72 saat sonra sona erdigi

bildirilmektedir™,
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2.12 iskemi-Reperfiizyon Hasarimn Onlenmesi ve Tedavisi

Iskemi ile karsilasma siiresi ne kadar kisa olursa IRH'nin siddeti de o kadar az
olmaktadir. Hayvan deneylerinde bobregin giivenli bir sekilde sicak iskemiye maruz
kalma siiresi 20- 90 dakika arasinda bulunmustur®*" Ancak 40 dakikanin
lizerinde doniisiimsiiz hasar riski artmakta ve barsaklarda stazin varligi IRH'ni

artirmaktadir’®’>%°%,

Siire kadar 6nemli faktorlerden biri de iskemi sirasinda metabolizma hizinin
disiiriilmesidir. Bobrek transplantasyonunda greftin 4° C de saklanmasi metabolizma
hizinin sogukta yavaslamasi prensibine dayanmaktadir. Ancak sogukta bile
metabolizma tamamen durmadigi i¢in iskemik hasar zamanla paralel olarak az ya da
cok gelismektedir. Greftin implantasyonundan sonra reperflizyon basladiginda da
IRH her greftte degisik derecelerde gelismektedir. Ayrica oksihemoglobin

satiirasyonunun % 90 1n {istiinde olmasi1 reperfiizyon hasarini siddetlendirebilir.

Yukarida anlatilan fizyopatolojik mekanizmalar1 ve mediatorleri bloke eden
cok sayida kimyasal madde gelistirilmistir. Ancak bugiine kadar pek azi klinik
kullanima girmistir. Bunda IRH'nin ¢ok karmasik ve cok parametreli bir kompleks
olmasmin rolii vardir. Ornegin Allopurinol'un deneysel olarak IRH'm 6nledigini

bildiren calismalar oldugu gibi faydasini gésteremeyen ¢alismalar da vardir>>.

Caligmalarda kullanilan hayvanin cinsi, kullanilan iskemi modeli, kimyasal
maddenin iskemi baslamadan ne kadar zaman dnce verildigi, dozu ve IRH'nin tesbit

edilme yontemi gibi bir¢ok faktor arastirma sonucglarimi degistirebilmektedir.

Sitoprotektif etki gosterip, IRH’m1 farkli mekanizmalar aracihigi ile

Snleyebilecegi diisiiniilen kimyasal ajanlar Tablo 2.3 de 6zetlenmistir®®’.
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25

1. Kalsiyum antagonistleri:

— Verapamil, nikardipine

— Diltiazem

2. Serbest oksijen radikal temizleyicileri (SOR):
— Allopurinol (Ksantin oksidaz inhibitorii)

— SOD (Superoxide anion dismutase)

— Coenzyme Q10 (lipid peroksidasyonunu onler)
— Katalaz (Hidrojen peroksit detoksifikasyonu)
— ATP + Magnezium klortir

3. Prostasiklinmimetikler:

—PG 12

— PG Ei

— PG 12+ Ibubrufen (Tx A2 inhibitorii)

4. Platelet aktive eden faktor antagonistleri:

— SRI 63-441

5. Lizozimal membran stabilizasyonu yapan ajanlar:

— ibubrufen

— Metilprednizolon
— Klorpromazin

— Fenoksibenzamin
— PGEi

— Siklosporin

Kalsiyum antagonistlerinin etki mekanizmasimin vazodilatasyon yapmak ve

kalsiyum iyonunun mitokondri i¢ine girmesini onlemek oldugu sanilmaktadir. SOR

"temizleyicileri" ya SOR'min olusmasin1 engellemekte ya da etkilerini ortadan

kaldirmaktadir.

Prostaglandinlerin rolleri daha da karisiktir. Vazodilatasyon, canli mitokondri

fonksiyonunu korumak, trombosit agregasyonunu onlemek, siklik AMP m etkisini
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arttrmak, lizozomal enzim stabilizasyonu yapmak gibi etkileri vardir. Ancak daha
once de belirtildigi gibi ortamda bulunan Tx A2 nin zit etkileri nedeniyle PG 12 nin
yarar1 goriilememektedir. Bu nedenle Tx A2nin Ibuprofen ile inhibe edilmesi
gereklidir. Konu ile ilgili ¢ok sayida yaym olmamakla birlikte PAF antagonizmasi
gelecekte {imit vaad etmektedir. Sonug olarak IRH da sorumlu olan mekanizmalarin
cok kompleks olmasi bu 6nemli sorunun ¢dziimlenmesini geciktirmektedir. Birgok
klinik antitenin tedavisinin ve transplantasyon konusundaki ilerlemelerin IRH'nin
¢cOzlimiine bagli olmas1 bu konuda yogun arastirmalar yapilmasina neden olmaktadir.

Bu da yaki ¢6ziim i¢in bir umut kaynagidir.
2.13 Kalsiyum Dobesilat

Kalsiyum Dobesilat (kalsiyum 2,5-dihidroksibenzen sulfonat, CLS 2210) Avrupa,
Latin Amerika, Asya ve Orta Dogu’da 60’tan fazla tlilkede kronik vendz yetmezlik,
diabetik retinopati ve hemoroidal ataklarm semptomatik tedavisi olmak tiizere 3

major endikasyon igin kullanilan bir ilagtir'®”.

Ilag formiilasyonlarini, klinik 6nem ve &zelliklerini igeren kitaplarda
(6rnegin Le Dictionnaire Vidal —Fransa) venotonik ve vaskiilo protektor ilaglar
grubunda smiflandiriimaktadir’® . Ulkemizde Doxium® (500mg Kapsiil, Abdi

Ibrahim ilag¢ Sanayi) ticari adiyla satilmaktadur.

Farmakolojik Etkileri:
a) Kapiller iizerine etkisi ve antioksidan kapasiteleri: Deneysel klinik

calismalarda kalsiyum dobesilatin 6zellikle kiiclik damarlarda olmak {izere vaskiiler

63,64

protektif 6zellikleri oldugu gézlenmistir[ ], Kalsiyum dobesilat kapiller damarlar

iizerine selektif etki gostererek; histamin, seratonin, bradikinin, hyaluronidaz ve
prostaglandinler gibi vazoaktif maddelerle indiiklenmis olan kapiller permeabiliteyi
azaltr ve kapiller damarlarin direncini arttirir. Reaktif oksijen tiirleri iizerinde
temizleyici ve ROS olusumunu azaltic1 6zellikleri olup antioksidan kapasiteleri

65.,66]

meveuttur! Ayrica makro ve mikrovaskiiler endoteliyal hiicrelerde NOS

aktivitesini artirirve NO sentez ve saliimini etkileyerek kapiller endoteliyal hiicre

]

deskuamasyonunu azaltir'®”. Bazal membranin bozulmus kollagen biosentezini

diizenler ve kapiller damarlara bu etkileri sonucu ¢esitli nedenlerle olusan kapiller
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6667681 " Ayrica klinik calismalarla vaskiiler intima tizerinede

alan harabiyetini onler!
koruyucu etkileri oldugu gdsterilmistir®®.

b) Mikrosirkiilasyondaki etkileri: Kalsiyum dobesilat prostaglandin F1-alfa,
prostaglandin F2-alfa ve tromboksan B2 sentezini kismi ya da doza bagimli inhibe
eder. Boylece kan seviyesinde trombosit agregasyonu ve trombogenezi inhibe eder,
kan hiperviskozitesini diisiiriir, eritrositlerin agregasyonunu ve rijiditesini azaltir. Bu
etkileri sonucu kan stazi, vaskiiler tikamklk ve iskemiyi onler'’*"""%.

Kan ve plazma viskositesindeki azalmaya ilaveten bazi biyolojik
parametrelerde de (fibrinojen, alfal ve alfa 2 globulinler) azalmaya neden oldugu
gosterilmistir!!,

Baz1 klinik caligmalarlada kalsiyum dobesilatin PMNL’leri apopitozisden
koruyucu Ozellikleri oldugu, PMNL ve eritrositlerde antioksidan tiirlerinde artisa
sebep oldugu gozlenmistir ",

Cok 1y1 bilinmesede etkin bir antiagregandir ve bu 6zelligi ile neointimal
hiperplazinin belirgin 6l¢iide azaldig1 yoniinde ¢alismalar meveutturt”™.

Kalsiyum dobesilatin plateletlerdeki seratonin salinimini antagonize ettigi,
damar duvarinda platelet birikintilerini yok ettigi ve boylece trombiis formasyonunu
inhibe ettigi klinik ¢alismalarla kanitlanmistirt’®"".

Farkl dozlarda yapilan caligsmalarda kalsiyum dobesilatin
mikrosirkiilasyondaki platelet agregasyonunu ve trombiis formasyonunu inhibe
ederek antitrombotik etkilerinin oldugunu gosterilmistirt”™.
¢) Lenfatik sistem iizerine etkisi: Deneysel calismalarda lenfagog etkisi sonucu
lenfodemi azalttigi, intralenfatik basmnci disiiriip sivi girisini artirdigi ve torasik
seviyede lenfatik akimi azalttig1 goriilmiistiir! #0528,

Lenfagog etkisi ile koroner arter okliizyonu sonrasinda myokardial infarktin
boyutunu azalttigi ve akut myokard infarktiis biyomarkirlarin1 azalttigi

83848586 " Ayrica kalsiyum dobesilatin uygulandig1 deneklerde kardiyak

lenfatik damarlarin sayisinda da bir artis oldugu goriilmiistiir®),

d) Kollajen Degisikligine Etkisi:

gézlenmistir[

Traskapiller sizmtidan ve kapiller bazal membranm kalinlasmasindan sorumlu olan
kollajenin non-¢apraz baglarmi azaltir ve kapiller bazal membranin kollajen capraz

baglarmi destekler™”.



28

Farmakokinetik Ozellikleri:

Ag1z yoluyla alindiginda, mide-barsak kanalindan absorbe olur. Alinan dozun %50’s1
bobrek yoluyla, %50°si ise fecesle ilk 24 saat i¢cinde atilir. Plazma proteinlerine
baglanma oran1 %?20-25’dir. Molekiiliin %90’1 degismeden atilir. 500 mg kalsiyum
dobesilat oral alimimni takiben ilacin maksimum plazma konsantrasyonu (C max)
diizeyleri 8 pg/ml ve gastrointestinal sistemden hizla emilim sonrasi plazma zirve
diizeyine (t max) 6 saatte ulasir ve ila¢ yarilanma omrii (t ’2) 5 saattir. Serebrospinal
siviya gegisi yoktur ve plasentadan ge¢mez. Emilimi sonrasinda anne siitiindeki

konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir'®**!,

Yan Etkileri:
Giivenlik aralig1 iyi olan bir ila¢ olmasina ragmen nadir olsa da agraniilositoz gibi
ciddi yan etkiler rapor edilmistir’®*’.

Rapor edilen diger nadir yan etkiler ise; 39-40°C’yi bulan ates (eritematoz
rag, artralji, fasiyal odem, generalize O6dem ve bukkal iilserasyonunda eslik
edebilecegi), anaflaksi, bulanti, kusma, diyare, karm agrisi, bas agrisi, vertigo,
asteni, Ofori, uykuya meyil, myalji, irtiker, eritemotdz piistiilozis, gorme
problemleri, tasikardi, aritmi, anjina pektoris, hematiiri, akut karaciger hasar1 ve

kilo artigidir’®®?!921,

Kalsiyum dobesilatin, tiim bu o0zellikleri gz Oniine alindiginda ve
literatlirdeki c¢aligmalar da dikkate alindiginda (Ornegin; iskelet kasi iskemi-
reperflizyon hasarinda koruyucu etkisi, iskemiye ugramis fleblerin kurtarilmasindaki
rolii, diabetik erkeklerde erektil disfonksiyonda kalsiyum dobesilatin etkisi, diabetik
retinopatide kalsiyum dobesilatin etkisi, acik kardiak cerrahi boyunca kalsiyum
dobesilatin koruyucu etkisi, myokard enfartiisiine ve sagkalima kalsiyum dobesilatin
etkisi) renal kan akimini azaltan cerrahi girisimler sonrasi bobrekte iskemi

reperflizyon hasari lizerine olumlu etkilerin olabilecegi fikri akla gelmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma, A.I.B.U. Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar1 Yerel Etik
Kurulu’nun 2009/35 sayili yazili onay1 alinarak gerceklestirilmistir.

Calismamizda toplam 24 adet Wistar Albino cinsi, agirliklar1 300-360 gr
(ortalama 330 gr) arasinda degisen erigkin erkek rat kullanildi. Tiim deney hayvanlar1
12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda normal oda sicakliginda (22°C) ve ayr1
kafeslerde tutularak takip edildi. Tiim denekler standart rat yemi ile beslendi, sebeke
suyu kullanild1 ve diizenli olarak kafes bakimlar1 yapildi.

Deney esnasinda kullanilacak anestezi, intramuskuler yoldan verilen ketamin
HCI (40 mg/kg; 50 mg/cc; Ketalar™; Parke-Davis) ve % 2 Xylazin HCI (10 mg/kg;
23.32 mg/cc; Rompun®™; Bayer) kombinasyonu ile saglandi. Relaparatomi yapilacak
deneklere ilk laparatomi sonrasi Xylazin Hcl’nin analjezik etkisine ilave olarak
postoperatif parasetamol uygulandi. (Parasetamol rodentlerde postoperatif analjezi
icin en cok kullanilan ajanlardan olup; igme suyuna 1-2 mg/ml olacak sekilde
konulur. Dozu 100-300 mg/kg olup, yaklasik 4 saat etkilidir)®*). Deney protokolii
siiresince uygulanacak girisimler i¢in ayni dozlar ile anestezi idamesi saglandi.
Genel anestezi altindaki ratlar operasyon masasina alinarak flaster yardimi ile
ayaklarindan masaya sabitlendi Cerrahi iglemin gergeklestirilecegi alan tras bigagi ile
trag edildi. Operasyon sahasi Once cerrahi sabun sonra povidone-iodine ile
temizlendi(S$ekil 3.1). Batin orta hattan cerrahi aletlerle uygun teknikle acildi (Sekil
3.2). Sag taraftaki bagirsaklar mediale itilince sag bobrek, bobrek pedikiilii ve vena

kava goriiniir hale geldi.
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Sekil 3.1: Cerrahi 6ncesi hazirlik

Sekil 3.2: Laparotomi sonrasi barsagin mediale alinmasi ile sag bobrek, bobrek pedikiilii ve vena

kavanin goriiniir hale gelmesi.



31

Deney Protokolii

Bu caligmada ratlar her birinde 8 denek olacak sekilde ii¢ ayr1 gruba ayrildi. Deney
hayvanlar1 preoperatif ve postoperatif donemlerde normal oda 1sisinda ve ayri
kafeslerde tutularak 10 giin boyunca takip edildi. GRUP 1 (Sham Grubu) ve
GRUP II'ye (Iskemi-reperfiizyon Grubu) herhangi bir tedavi verilmeden takip
edildi. GRUPIII’e (Tedavi Grubu) 10 giin boyunca 100mg/kg/giin olacak sekilde
kalsiyum dobesilat (DOXIUM® 500mg kapsiil) 0.5 cc icme suyunda eritilip
intragastrik gavaj yoluyla verildi. 10. giin sonunda laparatomi insizyonuyla GRUP
I’e sadece laparotomi ve 24 saat sonra kan Ornekleri alindiktan sonra sag
nefrektomi yapildi. GRUP II ve GRUP III’e ise renal artere 45 dakika iskemi
yapildi. 24 saat sonra ise her gruptaki denek icin islem 6ncesi Glutatyon peroksidaz,
Stiperoksit dismutaz enzim diizeyleri, hemogram ve fire kreatin 6lgiimii icin serum
ornekleri alindi. Daha sonra ise sag nefrektomi yapilip histopatololojik inceleme i¢in
sag bobrek %10'luk formaldehit icinde ayrilip patolojiye gonderildi. Deney sonunda
tiim denekler American Veterinary Medical Association (AVMA) tarafindan kabul

edilebilir 6tenazi yontemlerinden olan dekapitasyon yoluyla sakrifiye edildi.

Grup I (Sham grubu) (n=8):

Bu gruptaki deneklere median insizyon ile laparatomi yapildi ve insizyon tekrar
kapatildi. 24 saat sonra bu gruptaki ratlardan islem Oncesi Glutatyon peroksidaz,
Stiperoksit dismutaz enzim diizeyleri ve hemogram ve tre-kreatin 6l¢iimii i¢in serum
ornekleri alindi. Daha sonra sag nefrektomi uygulanip bobrek dokusu
histopatololojik inceleme i¢in %10'luk formaldehit icinde ayrilip patolojiye
gonderildi.

Grup II (Kontrol grubu) (n=8):

Bu gruptaki deneklere median insizyon ile laparatomi yapildi. Daha sonra bu
deneklerin renal arterlerine klemp konulup 45 dakika iskemi i¢in beklendi (Sekil
3.3). Iskemi siiresinden sonra mikrovaskiiler klempler ¢ikartilip insizyonlar uygun
sekilde kapatilip 24 saat siiresince reperflizyon i¢in beklendi. 24 saat sonra sag
nefrektomiden Once Glutatyon peroksidaz, Siiperoksit dismutaz enzim diizeyleri,

hemogram ve iirekreatin Ol¢glimii i¢in serum Ornekleri alindi. Daha sonra sag
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icinde ayrilip patolojiye gonderildi.

‘ ‘
-

 idet

nefrektomi uygulanip sag bobrek histopatololojik inceleme i¢in %10'luk formaldehit

PR
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Sekil 3.3: Mikrovaskiiler klemple sicak iskemi modeli olusturulmus sag bobrek(grupll)

Grup III (Tedavi grubu) (n=8):

Daha 6nce 10 giin siireyle kalsiyum dobesilat verilmis deneklere median insizyon ile
laparatomi yapildi. Daha sonra bu deneklerin renal arterlerine klemp konulup 45
dakika iskemi igin beklendi (Sekil 3.4). Iskemi siiresinden sonra mikrovaskiiler
klempler ¢ikartilip insizyonlar uygun sekilde kapatilip 24 saat siiresince reperfiizyon
icin beklendi (Sekil 3.5). 24 saat sonra nefrektomiden 6nce Glutatyon peroksidaz,
Stiperoksit dismutaz enzim diizeyleri hemogram ve iire-kreatin Slglimii icin kan
ornekleri almdi. Deneklerden alinan kan &rneklerinin tiimii Vena Cava Inferior
(VCI)’dan 10 cc’lik enjektor yardimiyla alindi (Sekil 3.6 ve 3.7). Daha sonra sag
nefrektomi yapildi (Sekil 3.8).

Cikartilan bobrek dokulari, 151k mikroskop takibi i¢in %10'luk formaldehit

icinde tespit edilerek histolojik inceleme igin ayrildi.



Sekil 3.5: Iskemi modeli sonrasi reperfiizyon olusturulmus sag bobrek
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Sekil 3.6: VCi’dan biyokimyasal ¢calisma i¢in kan alinmas1

Sekil 3.7: VCI ve VCI’dan alinmakta olan kan érnegi
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Sekil 3.8: Iskemi-Reperfiizyon hasar1 sonrast nefrektomi yapilmis sag bobrek ve nefrektomi

yapilmis non-iskemik sol bobrek

Siiperoksit dismutaz (SOD) analizi

SOD analizi, Suttle (1986) metoduna dayal1 ticari kit (Randox- Ransod SD125, UK)
kullanilarak “ UV-2700 Model Double-Beam Spectrofotometer, Shimadzu Co. ,
Kyoto, Japan” marka spektrofotometre kullanilarak yapildi®*.

Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢ciimii

Bu yontemde ksantin, ksantin oksidaz (XO) enziminin katalizi ile O2 radikali
olusturur. Olusan bu radikal, 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-
feniltetrazolyumklorid (INT) ile reaksiyona girer ve pembe renkli bir bilesik
olusturur veya SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile dismutasyona ugrayarak
H202 ve O2 meydana gelir. Boylece INT ile reaksiyona giren O2 ~ miktar1 azaldig1

icin reaksiyon inhibe olur.



36

Ksantin Oksidaz
Ksantin » Urik asit + Oy

0O, SOD
INT— Pembe renkli bilesik veya O, + Oy + 2H———» O, + H,0,

Burada SOD aktivitesinin 6l¢iimii yukaridaki reaksiyonun inhibisyon derecesinin
Olciilmesine dayanmaktadir. A¢iga ¢ikan pembe renk eritrosit SOD aktivitesi ile ters

orantilidir.

Ayiraglar :

1- 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0): 0.68 g KH,PO4 ve 0.71 g Na,HPO,4 9 dL distile
suda ¢oziildii ve pH’s1 kontrol edilip 1 L’ ye tamamlandi.

2- Ransod substrat: Ksantin (0.05 mmol/L), .N.T. (0.025 mmol/L)

3- Ransod tampon: CAPS (40 mmol/L, pH 10.2) ; EDTA (0.94 mmol/L)

4- Ransod ksantin oksidaz: (80 U/L)

5- Ransod standart: (4.6 U/mL)

Deneyin yapilist:

SOD aktivitesi Ol¢timii i¢in, 0.5 mL tam kanin eritrosit paketi alind1 ve hacmi soguk
distile su ile 2 mL'ye tamamlandi. Bu karisim +4 °C’de 15 dakika bekletilerek
hemolizat elde edildi. Hemolizat 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 25 kez
sulandirildi. Deney 37° C' lik sartlarda gergeklestirildi. Deney sirasinda kor tiipiine
25 uL fosfat tamponu, numune tiipiine 25 puL diliie hemolizat ve standart tiipline 25
pL standart konulduktan sonra her bir tiipe swrasiyla 850 pL substrat ve 125 pL
ksantin oksidaz enzimi eklenerek karistirildi ve 30 saniye bekledikten sonra her bir

tiip i¢in spektrofotometrede 505 nm dalga boyunda absorbans sifirland1 ve 3 dakika
sonra son absorbans kaydedilerek A A/dk hesaplandi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Eritrosit SOD aktivitesinin 6l¢iimii

KOR NUMUNE STANDART
Fosfat tamponu 25 uL - -
Dille hemolizat - 25 UL -
Standart - - 25 uL
Substrat 850 uL 850 uL 850 uL
Karistirildi
Ksantin Oksidaz 125 uL 125 uL 125 pL

Hesaplama :
Numunelerin ve standartlarin SOD’m sagladigi INT rediiksiyonunun % inhibisyon

degeri hesaplanir :

Numunenin/Standartlarin % inhibisyon = 100-EA/dk Numune/Standart x 100 :|
AA/dK Kor
Standart konsantrasyonlarmin logaritma degerleri y eksenine ve % inhibisyonlar1 x
eksenine yerlestirilerek standart egri grafigi ¢izilir. Bu grafikten elde edilen y=ax + b
denkleminde formiile gore elde edilen numunelerin % inhibisyon degerleri
denklemde x yerine konularak y degerleri bulunur. y degerinin antilogaritmasi
almdiginda numunenin konsantrasyonu U/mL cinsinden belirlenmis olur. U/mL
olarak saptanan deger hemolizatin hemoglobin degerine bolindiigiinde eritrosit SOD

aktivitesi gram hemoglobin bagina {inite olarak elde edilmis olur (U/g Hb).

Glutatyon peroksidaz ( GPX) analizi
GPx analizleri, Paglia ve Valentine (1967) metoduna dayali ticari kit (Randox-Ransel
505, UK) kullanilarak “ UV-2700 Model Double-Beam Spectrofotometer, Shimadzu

Co. , Kyoto, Japan” marka spektrofotometre kullanilarak yapildi®>.
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Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Ol¢iimii

GPx enzimi, glutatyonun (GSH) kiimenhidroperoksit tarafindan oksidasyonunu
katalizlemektedir. Meydana gelen okside glutatyon, glutatyon rediiktaz (GR) ve
NADPH varhginda hizla rediikte olurken ayn1 anda NADPH okside olarak NADP"

’ye doniismektedir.

GPx
2GSH + ROOH » ROH + GSSG + H2O

GR
GSSG + NADPH + HY — NADP™ + ‘GSG

Bu reaksiyon sirasinda 340 nm’deki absorbans azalmasi (A Abs) GPx aktivitesi ile

dogru orantilidir.

Ayiraglar:

1. Ransel ayirag: GSH (4 mmol/L) ve NADPH (0.34 mmol/L)

2. Ransel tampon: 4.3 mmol/L EDTA igeren 0.05 mol/L fosfat tamponu (pH:7.2)

3. Ransel kiimenhidroperoksit: (0.18 mmol/L)

4. Ransel diliie edici ayrag

5. Double Drabkin ayiract: 50 mg potasyum siyanid ve 200 mg potasyum ferri

siyanid ve 1 gr sodyum bikarbonat 500 ml distile su ile hazirlandi.

Deneyin Yapilist:

GPx aktivitesinin Ol¢timii icin 50 pL tam kan, 1 mL Ransel sulandirict ayirag ile
seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten sonra 1 mL Double
Drabkin ayiraci ile karistirildi. Bu karisim en ge¢ 20 dakika i¢inde kullanildi. 1 mL
Ransel ayiraci lizerine yukaridaki karisimdan 20 pL eklendi. 37 °C lik su banyosunda
5 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baglatmak i¢in iizerine kiimenhidroperoksit
cozeltisinden 40 pL ilave edildi. 1 dakika sonra baslangi¢ absorbansi kaydedilerek
siire baslatildi. 1. dakika ve 2. dakikada absorbanslar kaydedildi ve dakikadaki

absorbans azalmasi (A Abs/dk) hesaplandi. Kor olarak calisma ¢dzeltisine 6rnek

yerine 20 pL distile su konuldu. (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: GPx aktivitesi ol¢limii

KOR NUMUNE
Dilie Numune - 20 pL
Distile Su 20 uL -
Reagent 1 mL 1mL
Kdmenhidroperoksit 40 uL 40 uL

Hesaplama:

Kor aktivitesinden numune aktivitesi ¢ikarildi ve ¢ikan sonug diliisyon faktorii olan
41 ile (50 pL tam kan + 1 mL Ransel diliie edici aywra¢ + 1 mL Double Drabkin
ayiract: Numune 41 kez diliie edilmis oldu) carpildi. U/L enzim aktivitesini veren bu
deger numunenin Drabkin ayiraci ile 6l¢iilmiis g/l cinsinden hemoglobin degerine
boliinerek hesaplandi. Sonuglar gram hemoglobin basina {inite olarak verildi (U/g

Hb).

Hemoglobin Tayini

Hemoglobin ol¢timii (g/dL) orijinal kitleri ile elektriksel impedans metodu
kullanilarak, Cell-Dyn 3700 cell counter (Abbott Diagnostics Division, Abbott
Laboratories, Illinois, USA) cihazinda yapildi.

Ure ve Kreatinin analizi

Serum tire diizeyi (mg/dL) Abbott marka kit (Chicago, IL, USA, Katalog no:7D75-
20) kullanilarak ¢aligildi.

Serum kreatinin diizeyi (mg/dL) Abbott marka kit (Chicago, IL, USA, Katolog no:
7D64-20) kullanilarak ¢alisildi.
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Her iki biyokimyasal parametrede “Abbott Arcihitect Ci 8200 (Chicago, IL, USA)”

otoanalizoriinde calisild.

Histopatolojik Degerlendirme

% 10'luk formolde tesbit edilen doku ornekleri parafin bloklara konularak 5 pm
kalinlikta alindi. Hematoksilen- Eosin ile boyandiktan sonra tiim preparatlar 151k
mikroskobunda kor olarak incelendi. Akut renal yetmezlikte bulunan degisiklikleri
degerlendiren Paller ve arkadaslarinin tanimladig1 semikantitatif bir skala modifiye

edilerek skorlandi”®”.
Modifiye edilmis Paller ve arkadaglarinin tanimladigi skorlama sistemi:
1- Kronik inflamasyon ( 0, +, ++)
2-Tibiiler epitalyal hiicre diizlesmesi (0 , + ,++)
3-Sitoplazmik vakualizasyon (0, + ,++)
4-Hiicre nekrozu ve iskemik degisikler (0, +, ++)
5-Tubuler imen obstruksiyonu (0 ,+, ++)

Istatistiksel Analiz

Arastirma kapsamindaki tiim sicanlardan elde edilen dl¢limler bilgisayar ortamina
aktarilip gerekli hata kontrolleri ve diizeltmeler yapildi. Olgiim degerlerinin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile ve grafiksel olarak incelendi. SOD ve GPx
degerlerinin normal dagilima uydugu, diger parametrelerin ise uymadig1 gorildii.
Tanmimlayict istatistikler, normal dagilima uygunluguna gore; Ol¢limle belirlenen
degiskenler i¢in ortalama + standart sapma ya da ortanca (¢eyreklikler arasi sapma —
Interquartile Range- IQR) ile niteliksel degiskenler icin ise say1 ve yiizde ile
gosterildi. Histopatolojik degerlendirmede kullanilan 5°li skorlama istatistiksel
analizlerin yapilabilmesi ve yorum kolaylig1 saglamak amaciyla 3’1i skorlamaya (0:
Yok ya da az degisiklik, 1: Orta derecede degisiklik, 2: Yaygimn degisiklik) cevrildi.

Deney gruplari arasindaki karsilagtirmalarda normal dagilima uyan degiskenlerde tek
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yonlii varyans analizi (ANOVA), normal dagilima uymayan degiskenlerde ise non-
parametrik karsiligi olan Kruskal-Wallis varyans analizi uygulandi. Farklilik
bulundugunda, farkin kaynagini arastrmak tlizere Bonferroni post-hoc testi veya
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi kullanilarak ikili karsilastirmalar yapildi.
Kategorik degiskenlerin gruplar arasinda karsilastirilmasi i¢in ki-kare ya da ki-kare
likelihood ratio degerleri hesaplandi. Istatistiksel analiz ve hesaplamalar icin MS-
Excel ve SPSS for Win. Ver. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlar1
kullanild1. Istatistiksel kararlarda p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR:

Calismada sham grubu olarak kullanilan ratlarda tire degeri 28 ile 36 arasinda
degismekteydi. Sham grubunda iire ortancasi 36 (IQR=32.50) olarak belirlendi.
Diger gruplardaki iire degerleri ve gruplara gore karsilastirma sonuglar: Tablo 4.1 ve

Grafik 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Ure degerlerinin deney gruplarina gore tanimlayici degerleri ve karsilastirma sonuglari

Grup |Minimum | Maximum | Ortanca | IQR X2 P
Sham 28 36 36.00 |32.50

Kontrol 34 90 37.50 |34.00]2.239| 0.326
Tedavi 24 27 34.50 [26.50

*: Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizi sonucu

Tablo 4.1 incelendiginde; Sham grubunda 36 olan ortanca iire degerinin
kontrol grubunda artarak 37.50’ye yiikseldigi ve tedavi grubunda ise en diisiik
oldugu goriilmiistiir. Deney gruplar1 arasinda iire degerleri agisindan istatistiksel

olarak anlaml farklilik bulunamamistir (X*=2.239; p=0.326).

Ure

80

70

60

50 -

40 - )
30 m Ure
20

10

sham kontrol tedavi

Grafik 4.1: Deney gruplarina gore iire degerlerinin ortancalari

Calismada sham grubu olarak kullanilan ratlarda kreatin degeri 0.51 ile 0.55
arasinda degigsmekteydi. Sham grubunda kreatin degerinin ortancasi 0.54 (IQR=0.53)
olarak belirlendi. Kontrol grubu; Sham ve Tedavi gruplarindan daha yiiksek kreatin

degerine sahiptir. Tedavi grubunun ortanca kreatin degeri Sham grubundan daha
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disik bulunmustur. Diger gruplardaki kreatin degerleri ve gruplara gore

karsilagtirma sonuclar1 Tablo 4.2°de ve Grafik 4.2°de gdsterilmistir.

Tablo 4.2: Kreatinin deney gruplarina gore tanimlayici degerleri ve karsilastirma sonuglari

Grup |Minimum | Maximum | Ortanca | IQR X2 P
Sham 0.51 0.55 0.54 |0.53

Kontrol 0.54 0.68 0.57 |0.55|11.105| 0.004
Tedavi 0.49 0.57 0.53 |0.50

*: Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizi sonucu

Kreatin

1,2

0,8
0,6

o Kreatin
0,4

0,2

sham kontrol tedavi

Grafik 4.2: Deney gruplarma gore kreatin degerlerinin ortancalari

Tablo 4.2 incelendiginde; deney gruplarindan en az birinin ortancasmnin
digerlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu gériilmektedir (X*=11.105; p=0.004).
Farkliligi hangi gruptan kaynaklandigimi belirleyebilmek i¢in Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney testi ile post-hoc olarak ikili karsilastirmalar yapildi. Bonferroni

diizeltmesinde p<0.05 yerine PS——: 0.05 olarak almir.
ikili karsilastirma sayist

Bonferroni diizeltmesi sonucu yeni p degeri p=0.016 olarak alinmistir ve Post-hoc

ikili kargilastirma sonuglar1 Tablo 4.3°de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Kreatin degerinin deney gruplarina gore post-hoc ikili karsilagtirma sonuglari

Gruplar Kontrol Tedavi
V4 P V4 P
Sham 2.774 0.005* 1.333 0.195
Kontrol 2.743 0.005*
Tedavi

*: [statistiksel olarak anlamli farklilik
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Tablo 4.3 incelendiginde; Kontrol ile Sham ve Tedavi gruplari arasindaki

kreatin diizeyi farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0.005) goriilmiistiir.

Calismada Sham grubu olarak kullanilan ratlarda SOD degeri 1834.40 ile
2144.88 arasinda degismekteydi. Sham grubunda SOD ortalama degeri 2036.39+
103.81 olarak belirlendi. Diger gruplardaki SOD degerleri ve gruplara gore
karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.4°de ve Grafik 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.4: SOD’ un deney gruplarina gore tanimlayici degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Grup |Minimum | Maximum | Ortalama | Std. Sapma | F* P
Sham | 1834.40 | 2144.88 | 2036.39 103.81
Kontrol | 1951.69 | 2492.01 | 2168.97 192.52 1.237] 0.311

Tedavi | 1807.69 | 2430.34 | 2076.15 204.88
*: ANOVA tek yonlii varyans analizi sonucu

Tablo 4.4 incelendiginde; Sham grubunda 2036.39 olan ortalama SOD
degerinin Kontrol grubunda artarak 2168.97ye yiikseldigi goriilmiistiir. Her ne kadar
Tedavi grubunun ortalama SOD degeri kontrol grubundan diisiik olsa da istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunamamistir (F=1.237; p=0.311).
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Grafik 4.3: Deney gruplarma gore SOD degerlerinin ortalamalari

Calismada Sham grubu olarak kullanilan ratlarda GPx degeri 4.7 ile 38.8
arasinda degismekteydi. Sham grubunda GPx degerinin ortalama degeri 20.58+12.14
olarak belirlendi. Diger gruplardaki GPx degerleri ve gruplara gore karsilastirma

sonuglar1 Tablo 4.5’de ve Grafik 4.4°de gosterilmistir.
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Tablo 4.5: GPx’ in deney gruplarina gore tanimlayici degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Grup | Minimum | Maximum | Ortalama | Std. Sapma | F* P
Sham 4.70 38.80 20.58 12.14
Kontrol 5.57 47.15 24.87 14.16 0.262| 0.772
Tedavi 8.83 35.86 22.19 8.98

*: ANOVA tek yénlii varyans analizi sonucu

Tablo 4.5 incelendiginde; Sham grubunda 20.58 olan ortalama GPx degerinin
Kontrol grubunda artarak 24.87’ye yiikseldigi ve Tedavi grubunda ise ortalama GPx
degerinin kontrol grubundan diisiik oldugu goriilmistiir. Deney gruplar1 arasinda
GPx degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamigtir

(F=0.262; p=0.772).
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Grafik 4.4: Deney gruplarma gore GPX degerlerinin ortalamalari

Kronik inflamasyon parametresinin deney gruplarina gore dagilimi
incelendiginde; Sham grubunda Kronik inflamasyon skorlamasinda 4 (%50) sican
“Yok-Az” skorunu alirken 4 (%50) sican “Orta” skorunu almigtir. Kontrol
grubundaki ratlarin tamami (8, %100.0) “Orta” skorunu almistir. Deney gruplarina

gore Kronik inflamasyonun dagilimi Tablo 4.6’da Grafik 4.5’te verilmistir.



Tablo 4.6: Kronik inflamasyon parametresinin deney gruplarina gore dagilimi

Kronik inflamasyon parametresi

Gruplar Yok-Az Orta Yaygin | Total

Sham D 4 4 0 8
% 50 50 0 100.0

Kontrol " 0 8 0 8
% 0 100 0 100.0

Tedavi n 3 5 0 8
% 37.5 62.5 0 100.0

Total n 7 17 0 24
% 29..2 70.8 0 100.0
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Kronik inflamasyon parametresinin deney gruplarmma gore dagiliminin

istatistiksel olarak da anlamli farklilik gosterdigi goriilmiistir (X*=7.299; p=0.026).

Farkliligin hangi deney grubundan kaynaklandigmi belirleyebilmek icin 3x3

diizenindeki tablodan 2x3 diizeninde 3 ayr1 tablo elde edildi ve tiim tablolar i¢in tek

tek ki-kare degerleri hesaplandi. Buna gore; Sham ve Kontrol grubu arasinda

(X*=6.904; p=0.009) ve Kontrol ve Tedavi gruplar1 arasinda (X*=4.857; p=0.028)

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken Sham ve Tedavi gruplar1 arasinda

(X*=0.255; p=0.614) istatistiksel farklilk bulunmamustr. Tedavi ve Sham

gruplarinda kronik inflamasyon skorlar1 benzerdir. Kronik inflamasyon skoru en

yiiksek kontrol grubunda iken, tedavi grubunun kronik inflamasyon skoru Sham

grubuna olduk¢a yakindir.
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Grafik 4.5: Kronik inflamasyon parametresinin deney gruplarina gére dagilimi
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Tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi parametresinin deney gruplarma gore
dagilimi incelendiginde; Sham grubunun tamami “Yok-Az” skorunu alirken, Kontrol
grubundaki sicanlarm 5’1 (% 62.5) “orta” skoru, 3’i (% 37.5) “Yaygin” skoru
almistir. Deney gruplarma gore tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesinin dagilimi Tablo

4.7 ve Grafik 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.7: Tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi parametresinin deney gruplarina gore dagilimi

Tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi parametresi
Gruplar Yok-Az Orta Yaygin Total
Sham " 8 0 0 8
) 100 0 0 100.0
n 0 5 3 8
K 1
ontrol o, 0 62.5 37.5 100.0
n 6 2 0 8
T .
edavi— 75 25 0 100.0
n 14 7 3 24
Total
ol -, 58.3 29.2 12.5 100.0

Tibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi parametresinin deney gruplarina gore
dagiliminin istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi goriilmiistiir (X*=26,882;
p<0.001). Farkliligin hangi deney grubundan kaynaklandigini belirleyebilmek i¢in
yapilan 2x3 diizenindeki ayr1 tablolara gore; Sham ile Kontrol grubu arasinda
(X?=22,181; p<0.001) ve Kontrol ile Tedavi gruplar1 arasinda (X*=15,451; p<0.001)
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken Sham ile Tedavi gruplar1 arasinda
(X?=3,059; p=0,080) istatistiksel farklilik bulunmamustr. Tedavi ve Sham

gruplarinda Tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi skorlar1 benzerdir.
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Grafik 4.6: Tiibiiler epitelyal hiicre diizlesmesi parametresinin deney gruplarina gore dagilimi
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Sitoplazmik vakuolizasyon parametresinin deney gruplarina gore dagilimi
incelendiginde; Tedavi grubunda sicanlarmn 2’si (% 25) “Yaygin” skorunu alirken
6’s1 (% 75) “Orta” skoru almistir. Deney gruplarma gore sitoplazmik vakuolizasyon

parametresinin dagilimi1 Tablo 4.8 ve Grafik 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.8: Sitoplazmik vakuolizasyon parametresinin deney gruplarma gore dagilimi

Sitoplazmik vakuolizasyon parametresi
Gruplar Yok-Az Orta Yaygin Total
Sham N 5 3 0 8
% 62.5 37.5 0 100.0
N 0 2 6 8
K 1
ontrol o, 0 25 75 100.0
N 0 6 2 8
T .
edavi o, 0 75 25 100.0
N 5 11 8 24
Total
ota % 20.8 45.8 334 100.0

Sitoplazmik vakuolizasyon parametresinin deney gruplarma gore dagilimmin
istatistiksel olarak anlamh farklilik gosterdigi goriilmiistiir (X*=21,848; p<0.001).
Farkliligin hangi deney grubundan kaynaklandigini belirleyebilmek icin yapilan 2x3
diizenindeki ayr1 tablolara gore; Sham ve Kontrol grubu arasinda (X2=15,451;
p<0.001).Kontrol ve Tedavi gruplar1 arasinda (X*=10,723; p=0,005) ve Sham ve
Tedavi gruplari arasmda (X*=4,186; p=0,041) istatistiksel olarak anlamli farklihik

bulunmustur.
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Grafik 4.7: Sitoplazmik vakuolizasyon parametresinin deney gruplarina gére dagilim
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Hiicre nekrozu parametresi deney gruplarina gore dagilimi incelendiginde;

Sham grubunun tamammin “Yok-Az” skorunu aldig1 gériigmiistiir. Deney gruplarina

gore hiicre nekrozu parametresinin dagilimi Tablo 4.9°da Grafik 4.8’de verilmistir.

Hiicre nekrozu parametresi

Gruplar Yok-Az | Orta | Yaygmn Total
Sham n 8 0 0 8
% | 100 0 0 100.0
Kontrol n 0 > 3 8
%w| 0 625 | 375 100.0
, n 1 6 1 8
Tedavi % | 125 75 12.5 100.0
n 9 1 4 24
Total %w| 375 | 458 | 167 100.0

Tablo 4.9: Hiicre nekrozu parametresinin deney gruplarma gére dagilimi

Hiicre nekrozu parametresinin deney gruplarina gore dagiliminin istatistiksel

olarak anlamli farklilik gosterdigi goriilmiistiir (X*=26,798; p<0.001). Farkliligin

hangi

deney grubundan kaynaklandigini

belirleyebilmek

icin yapilan 2x3

diizenindeki ayr1 tablolara gére; Sham ve Kontrol grubu arasmda (X*=22,181;

p<0.001) ve Kontrol ve Tedavi gruplar1 arasinda (X*=15,902; p<0.001) istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunurken Sham ve Tedavi gruplari arasinda (X*=2,524;

p=0,283) istatistiksel farklilik bulunmamistir. Tedavi ve Sham gruplarinda hiicre

nekrozu skorlar1 benzerdir.
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Grafik 4.8: Hiicre nekrozu parametresinin deney gruplarina gére dagilimi
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Tibiiler liimen obstriiksiyonu parametresinin deney gruplarina gére dagilimi
incelendiginde; Sham grubunun tamaminin “Yok-Az” skorunu aldigi goriismiistiir.
Deney gruplarina gore tiibiiler liimen obstriiksiyonu parametresinin dagilimi Tablo

4.10 ve Grafik 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.10: Tiibiiler limen obstriiksiyonu parametresinin deney gruplarina gore dagilimi

Tiibiiler liimen obstriiksiyonu parametresi

Gruplar Yok-Az Orta Yaygin Total

Sham M 8 0 0 8
% 100 0 0 100.0

n 0 2 6 8
Kontrol 0 25 75 100.0

Tedavi " ! 4 0 8
% 50 50 0 100.0

Total <™ 12 6 6 24

% 50 25 25 100.0

Tibiiler limen obstriiksiyonu parametresinin deney gruplarna gore
dagiliminin istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi goriilmiistiir (X*=29,819;
p<0.001). Farkliligin hangi deney grubundan kaynaklandigini belirleyebilmek i¢in
yapilan 2x3 diizenindeki ayr1 tablolara gore; Sham ve Kontrol grubu arasinda
(X?=22,181; p<0.001), Kontrol ve Tedavi gruplar1 arasinda (X*=6,904; p=0,009) ve
Sham ve Tedavi gruplari arasinda (X?=14,543; p=0,001) istatistiksel olarak anlaml1

farklilik bulunmustur.
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Grafik 4.9: Tiibiiler liimen obstriiksiyonu parametresinin deney gruplarima gére dagilimi
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Sonugta tedavi grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda histopatolojik
degisiklikler tedavi grubunda belirgin olarak daha az izlenmekteydi (Sekil 4.1- 4.6).

Sekil 4.1:  Sham grubuna ait normal veya normale yakin bobrek dokusu. (HE x 100).

Sekil 4.2: Kontrol grubundaki epitelyal hiicre diizlesmesi (HE x 200).



Sekil 4.3: Kontrol grubundaki sitoplazmik vakuolizasyon (HE x 200).
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Sekil 4.5: Kontrol grubundaki nekroz (siyah ok) ve tiibiiler limen obstriikksiyonu (kirmizi ok)
goriintiisii (HE x 200).

Sekil 4.6: Tedavi grubunda sham grubuna benzer histopatolojik bulgular (HE x 200).
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5. TARTISMA

Deneysel iskemi reperfiizyon hasarma organlarm verdigi yanit ratlarda ¢ok
iyi  belirlenmis  ve  literatiirdeki  calismalarin  ¢ogunda  ratlar  tercih
edilmigtir 2657:98:99:100]

Iskemi sirasinda doku oksijensiz kalarak zedelenmekte ve dolasim yeniden
saglandiginda bu sefer de ortama giren oksijenin neden oldugu bir seri olay sonucu

doku hasar1 daha da artmaktadir®”'°1-19%],

Iskemi-reperflizyon fenomeni inflamatuvar cevap olusmasma neden olan
serbest oksijen radikalleri artis1 ile karakterizedir. Endotel ve l6kositten meydana
gelen serbest oksijen radikalleri protein, lipid ve niikleik asitlerle oksidasyona ve
biyolojik zarm nitrasyonuna neden olmaktadir. Endoteldeki ksantin oksidaz serbest
oksijen radikalleri olusumundan sorumludur ve inflamasyondaki l6kositlerin
dagilimina neden olan kemotaktik faktorlerin olusumuna ve primer iskemik hasara

neden olmaktadir.

Bobrek dokusunda  iskemi-reperfiizyon hasarmi olusturan serbest oksijen
radikallerinin kaynagimni, mitokondrial elektron transport zinciri, arasidonik asit
metabolitleri, hiicre i¢i kalsiyum iyon artisi, ksantin oksidaz sistemi, demir iyonu gibi
etkenler olusturmaktadir. Bunlar birbirini zincirleme sekilde etkileyerek hiicre
fonksiyonlann1 bozmakta, membran yikimimni artrmakta ve endojen toksinleri agiga

cikarmaktadur!' 104193

Bobrek kan akimindaki azalma veya kesilme ve sonradan olusan reperfiizyon
ile birlikte cesitli derecelerde doku hasar1 olusturmaktadir. Bobrek IRH’de, iskemi
sonrast bobrek fonksiyon bozukluklarinda SOR en 6nemli rolii oynamaktadir. Ayrica
reperflizyonu takiben SOR’da hizla yiikselme oldugu ve bunun sonucu olarak lipit
peroksidasyon diizeyinde artis oldugu bildirilmektedir. Hiicreler oksidatif hasari
onleyen ya da kismen azaltan mekanizmalara sahiptir. Doku hasarinin tetiklemesi ile
gelisen biyokimyasal olaylarda antioksidan sistem yetersiz kalmaktadir. iskemik
dokuda oksidanlara bagli olarak iskemi siiresince glutatyon miktarinin azaldigi ve

SOD, CAT ve GPx gibi enzimlerin inaktivasyonunun hizlandig1 ve buna bagl olarak
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hiicrelerin reperflizyon sirasinda hizla olusan oksijen radikallerinin etkisine daha
duyarli hale geldigi rapor edilmektedir. Iskemi-reperfiizyon hasarinin geriye
donebilmesi, bobrek tiibiiler hiicrelerinin nefron boyunca hasarli epitel hiicrelerinin

yerini alma ve yenilenme yetenegine baglidir.

Transplantasyon, travma, anatrofik nefrolitotomi, nefron koruyucu cerrahi ve
renal arter cerrahisi gibi renal kan akimini azaltan cerrahi girisimlerin yaygmlasmasi
ile birlikte iskemi-reperflizyon hasar1 olarak adlandirilan patolojiden de sik¢a s6z
edilir olmustur. Yapilan bircok bobrek ameliyatinda postoperatif donemde olusan
serbest radikaller bobrekte olusan hasar1 artirmaktadir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak
bobrege yapilacak herhangi bir girisim Oncesi birtakim madde veya ilaglarin
kullanimiyla iskemi reperflizyon hasarmin engellenecegi ve hasarin Onlenecegi

diistiniilmiistiir.

Literatiir gozden gecirildiginde bobrek iskemi reperfiizyon hasarinin
engellenmesinde bircok ajan kullanmilmistir. L-karnitin, N-asetilsistein, PGEI
deneysel olarak kullanilmis ve sonuglart anlamli bulunmustur. Bu ajanlarin deneysel
diizeyde olsa bile bobrekte meydana gelebilecek iskemi reperfiizyon hasarinin
onlenmesinde anlamli olacagi ihtimaldir. Bu maddelerin kullanimi, baska hangi
maddelerin kullaniminin iskemi reperflizyon hasarinda etkili olacagi diisiincesini

dogurmustur.

Iskemi ve anoksi sonucunda yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin azalmasi, hiicre ici
serbest kalsiyum iyonunu artirmakta ve hiicre fonksiyonlarini bozarak hiicre zarinin
parcalanmasma yol agmaktadir. iskemi-reperfiizyon hasarinin énlenmesinde, hiicre
icine giren kalsiyumun engellenmesi, giren kalsiyumun baglanmasi, serbest oksijen
radikallerinin  olusumunun engellenmesi ve blokaji, ndtrofillerin  roliiniin
engellenmesi ve lipooksijenaz ve siklooksijenaz yolunun inhibe edilmesi gibi ¢esitli

106]

yontemler denenmistir'°). Bu amagla; karnitin, aminoguanidin, kalsiyum kanal

blokerleri, immun stipresif ajanlar, PDE3 inhibitorleri, E vitamini gibi pek c¢ok ilag

kullanllmlstu‘[l 07,108,109]

Kalsiyum Dobesilatin iskemi reperfiizyon hasarma karsi ve diger bazi olumlu

etkilerine dair kalp, goz, akciger, kas dokusu ve penis gibi organlarda bir¢ok ¢caligma
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yapilmigs ve farkli sonuglar elde edilmistir. Fakat proflaktik olarak uygulanan
kalsiyum dobesilatin bobrekteki iskemi reperflizyon hasarmmi Onlemesi ydniinde

literatiirde herhangi bir calismaya rastlanilmamustir.

Kalsiyum Dobesilat bir¢ok iilkede kronik vendz yetmezlik, diabetik retinopati
ve hemoroidal ataklarin semptomatik tedavisi olmak iizere 3 major endikasyon i¢in
kullanilan bir ila¢ olup!®”, venotonik ve vaskiilo protektor ilaglar grubundadirt®®%.
Kalsiyum dobesilatin mevcut farmakolojik etkileri ile bobrek iskemi reperfiizyon
hasarinda koruyucu etkisi olabilecegi diisiiniilmiis ve bu etkilerinden dolay1

calismamizda yer almistir.

Bu etkileri:

1- Ogzellikle kii¢iik damarlarda olmak iizere vaskiiler protektif ve antioksidan

63,64

ozellikleri meveuttur [, Kalsiyum dobesilat kapiller damarlar tizerine selektif etki

gostererek kapiller permeabiliteyi azaltir ve kapiller damarlarin direncini arttirir.
Reaktif oksijen tiirleri lizerinde temizleyici ve ROS olusumunu azaltict 6zellikleri

olup antioksidan kapasiteleri mevcuttur'®®®

. Ayrica makro ve mikrovaskiiler
endoteliyal hiicrelerde NOS aktivitesini artirir ve NO sentez ve saliimini etkileyerek
kapiller endoteliyal hiicre deskuamasyonunu azaltir'®”). Bazal membranin bozulmus
kollagen biosentezini diizeltir. Kapiller damarlara bu etkileri sonucu c¢esitli
nedenlerle olusan kapiller alan harabiyetini 5nler 67681,

2- Kan seviyesinde trombosit agregasyonu ve trombogenezi inhibe eder, kan
hiperviskozitesini diisiirlir, eritrositlerin agregasyonunu ve rijiditesini azaltir. Bu

etkileri sonucu kan stazi, vaskiiler tikamklik ve iskemiyi onler’*"""%.

Ayrica
yapilan bazi caligmalarda kalsiyum dobesilatin kan ve plazma viskositesindeki
azalmaya ilaveten bazi biyolojik parametrelerdede (fibrinojen, alfal ve alfa 2
globulinler) azalmaya neden oldugu gdsterilmistir’>. Bazi klinik calismalarlada
kalsiyum dobesilatin PMNL’leri apopitozisden koruyucu 6zellikleri oldugu, PMNL
ve eritrositlerde antioksidan tiirlerinde artisa sebep olduklar1 gézlenmistir'®®"4,

3- Lenfagog etkisi sonucu lenfédemi azalttii, intralenfatik basinci diisiiriip sivi

girisini artirdig1 ve torasik seviyede lenfatik akimi azalttig1 goriilmiistiir’ #0528,
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4- Transkapiller sizmtidan ve kapiller bazal membranin kalinlasmasindan sorumlu
olan kollajenin non-capraz baglarini azaltir ve kapiller bazal membranin kollajen
capraz baglarini destekler™”.

Cesitli organ ve dokularda kalsiyum dobesilatin bu etkilerini destekleyen birgok
calisma mevcuttur;

Cerrahoglu ve ark.''”! koroner arter bypass greft operasyonlari esnasmnda
oksidatif stresin azaltilmasina yoOnelik yaptiklar1 calismada kalsiyum dobesilat
verilen grupta kardiyopulmoner bypass ve kardiyoplejik arrest boyunca
malondialdehit iretiminin azaldigin1 ve endojen antioksidan kapasitenin
korundugunu O6ne siirmiislerdir. Sonucta kalsiyum dobesilatin koroner bypass
operasyonu sonrasi iskemi-reperflizyona bagli myokard hasarina olumlu etkilerinin

olabilecegini bildirmislerdir.

Cihan ve ark.''!

24 erigkin Wistar Albino rat ile yaptiklar1 c¢alismada
kalsiyum dobesilatin myokard iskemi reperflizyon hasarindaki etkilerini arastirmislar
ve koroner arter ortalama basing degisikliginin kalsiyum dobesilat ile perfiize edilmis
grupta Oonemli Olclide daha yiliksek oldugunu goérmiisler ve bu etkinin endotel

kaynakl1 vazodilatator substans artisi ile aciklanabilecegini bildirmislerdir.

skesen ve ark.[''”

acik kalp cerrahisi sirasmda miyokard hasarinin
onlenmesine yonelik yaptiklar1 ¢alismada iki grubu degerlendirmigler ve ilk gruba
(n=12) operasyon oOncesi 14 giin boyunca oral kalsiyum dobesilat vermisler, ikinci
grup ise ilag almayan grup olup kontrol grubu (n=12) olarak kabul edilmistir.
Calisma sonunda kalsiyum dobesilat grubunda miyokard hasarinin biyokimyasal
belirtecleri olan serum CK, CK-MB, myoglobin ve troponin-T seviyeleri kontrol
grubundan daha diisiik gézlenmistir. Ayrica ¢apraz klempin ¢ikarilmasindan 2 dakika
sonra (reperflizyon sonrasi) alman kan 6rnegindeki dlgiilen laktat diizeyi de anlamli
olarak daha diisiik goézlenmistir. Sonugta acik kalp cerrahisinde kardiyoplejik arrest

doneminde miyokard hasarinin azaltilmas: ve miyokardin korunmasi noktasinda

kalsiyum dobesilatin olumlu etkileri oldugunu belirtmislerdir.

Koksal ve ark.!'") alt ekstremiteye 4 saatlik iskemi ve 1 saatlik reperfiizyon

uygulamasi sonrasi akcigerde meydana gelecek olan hasarin tedavisi i¢in kalsiyum
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dobesilat, N-acetylcysteine, aprotinin ve karsilastrma iginde 1yi bilinen bir
antioksidan olan dimetil siilfoksit (DMSO) kullanmiglar ve tiim ila¢ gruplarinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda akciger tiobarbiturik asit reaktif madde (plazma
oksidan-antioksidan dengeyi degerlendirmek icin lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi) degerleri 6nemli Olciide daha diistik bulunmustur. Ayrica histolojik olarak
kontrol grubu ile karsilastirildiginda biitiin ilag gruplarinda peribronsiyal 16kostaz ve

interstisyel 10kostazin daha az géze ¢arptigi bildirilmistir.

"4 diyabetik ratlarda retinal albumin kacagmin azaltilmasi, in

Rota ve ark.!
vivo antioksidan kapasite ve retinal vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF)
asir1 salmimina yonelik yaptiklari ¢alismada deneysel diyabet olusturmak igin
streptozosin verilmesinden 20 giin sonra, ratlara 10 giin boyunca 100 mg/kg/giin
dozda kalsiyum dobesilat uygulamislar; sonucta retinal albumin kacaginin %70,
retinal VEGF ekspresyonunun %69.4 azalttigini bildirmisler ve kalsiyum dobesilatin
in situ antioksidan islevi ile diyabetik retinopatide kan-retina bariyerini stabilize

ettigini One siirmiiglerdir.

Szabo ve ark.!"") diyabetik ratlarin iskemi-reperfiizyonla indiiklenmis serbest
oksijen radikali aracili retina hasarini dnlemede kalsiyum dobesilatin etkilerini
arastirmislardir. 10 Giin boyunca 50 ve 100 mg/kg/giin dozda kalsiyum dobesilat1
oral yolla uygulamislar ve Ozellikle 100 mg/kg/giin dozda kalsiyum dobesilatin
hidroksil radikal yogunlugunu, diizensiz iyon dagilimini ve retinal 6demi Onemli

Olciide azalttigini bildirilmislerdir.

Gao ve ark.!'%

streptozosinle indiiklenmis erken diyabetik nefropatide
kalsiyum dobesilatin etkilerini biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirmislar ve
bu amagla farkli dozlarda kalsiyum dobesilat kullanmislardir. Sonugta kalsiyum
dobesilatin 24 saatlik idrar albumininde azalmaya, gii¢lii bir vazokontriiktér oldugu
bilinen endotelinin bodbrek korteksi ve plazmadaki seviyelerinde azalmaya,
plazminojen  aktivatdr inhibitorii-1’in  down regiilasyonuna ve matriks

metalloprotein-9’un up regiilasyonuna neden oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica

bobrek histopatoloji bulgulari; kalsiyum dobesilatin damar endotelini korudugunu,
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bobrek fibroz dejenerasyonunu azalttigini, renal patolojik hasari iyilestirdigini ve

bobrek fonksiyonlarmi korudugunu gostermistir.

Dong ve ark."'”! deneysel olarak diyabetik nefropati olusturduklar: ratlara 12
hafta boyunca 100 mg/kg/giin kalsiyum dobesilat vermisler ve etkilerini
arastirmislardir. Calisma sonunda kalsiyum dobesilatin tip IV kollajenin asir1
birikimini Onleyerek diyabetik nefropatiyi 1iyilestirebilecegi ve doku inhibitor
metaloproteinaz 1 (TIMP1) ekspresyonunu inhibe ederek diyabete olumlu katkida

bulunabilecegi sonucuna varilmistir.

18] tip 2 diyabetik ratlardaki renal lezyonlar iizerine kalsiyum

Liu ve ark.!
dobesilatin etkilerini ve etki mekanizmalarini aragtirmak amaciyla diyabetik ratlar:
rastgele kontrol grubu ve tedavi grubu olmak {izere 2 gruba aymrmislardir. 24 Hafta
sonra serum kreatinin (Scr), protein kinaz C (PKC), kreatin klirensi (Ccr),
transforming growth faktor-beta (TGF-betal) ve tip IV kollajen ve bdbrek
histopatolojileri gruplar arasinda karsilastirilmis ve tedavi grubunda Scr, PKC, TGF-
betal’in 6nemli dlciide diisiik oldugunu ve histopatolojik inceleme sonucu renal
patolojik degisikliklerin olumlu ydnde etkilendigini gostermislerdir. Kalsiyum
dobesilatin bobrek tizerindeki bu yararh etkilerini PKC ve TGF-betal’i inhibe ederek

gosterebilecegini belirtmislerdir.

Hannaert ve ark. ! diyabetik ratlarda farkli dozlarda kalsiyum dobesilatin
angiyoprotektif ve antioksidan 0&zelliklerini arastirmak i¢in periton boslugunu,
serbest radikal iiretici ajan olan fenotiazin methosiilfat ile uyarmis ve plasma Evans
mavisinin ekstravazasyonunu test etmislerdir. Kalsiyum dobesilatin 50 ve 200 mg’lik
oral tek dozlar1 ile tedavi edilmis diyabetik ratlarda ekstravazasyon oranlar1 kontrol
grubuyla karsilastirildiginda sirasiyla %60 ve %100 oraninda diigmiistiir. Kalsiyum
dobesilatin 50 ve 100 mg/kg/giin ile 7 giinliik tedavisi ile bu oran sirasiyla %56 ve
%80 1idi. Sonug¢ olarak, peroral kalsiyum dobesilat diyabetik ratlarin peritoneal
boslugundaki oksidatif stresle indiiklenen kapiller permebilitedeki artis1 doza bagl

olarak biiyiik 6lciide engellemistir.

Gine domuzlarinda yapilan bir ¢alismada ciltaltina lam implantasyonu ile

inflamasyon olusturulmus ve sonrasinda kalsiyum dobesilat verilerek antiinflamatuar
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etkisi arastirilmistir. Sonugta, kalsiyum dobesilatin muhtemelen makrofaj aktive
edici faktorlerin etkinligini bloke edip ve daha da muhtemel TGF beta 1 ve 2 gibi
makrofaj deaktive edici faktorlerin daha hizli iiretimini stimiile edip; sirkiilasyondaki
monositlerin sayisinda azalmaya neden olarak antiinflamatuar etki gosterdigi
bildirilmistir ',

Michal ve ark.””! 1988 yilinda yaymlanmis yazilarinda; kalsiyum dobesilatin,
tavsan plateletlerinde trombin ve kollajenle uyarilmis platelet salgilarmin salinimini
ve agregasyonunu azaltigmi, in vivo ve ex vivo olarak platelet cAMP diizeylerini
artirdigin1 ve plateletler lizerine olan inhibitdr etkilerini; siklik AMP yolag: araciligi

ile biiylik olasilikla da adenil siklazin aktivasyonu ile gdsterdigini bildirmislerdir.

Sinzinger ve ark.!'*"

kalsiyum dobesilatla tedavi goren periferal damar
hastalig1 olan hastalarda tedavi Oncesi ve sonrasi bazi platelet ve prostaglandin
parametrelerindeki degisiklikleri incelemiglerdir. Calisma sonunda dolasimdaki
endotel hiicrelerinde azalma, serum tromboksan B2’de azalma, fibrinojen yarilanma
omriinde kisalma, platelet yarilanma Omriinde uzama, beta tromboglobin
seviyelerinde diisme oldugunu ve egzojen 14C-aragidonik asitlerin eikosanoidlere

dontistimiinde hicbir degisiklik olmadigi rapor etmislerdir.

Bobreklerde deneysel iskemi-reperfiizyon hasarinin etkilerinin ortaya ¢ikmasi
icin belli bir iskemi siiresine gerek vardir. Rat bobreginde yapilan caligmalarin
bazilarinda 45 dakikalik, bazilarinda ise 60 dakikalik iskemi siiresinden sonra
reperflizyon hasarinin ortaya ¢iktig1r goézlenmistir. Bu ¢alismada 45 dakikalik renal
iskemi siiresi literatiire uygun sekilde tercih edilmistir. Literatiirde, renal iskemi
reperflizyon hasarmin, doku 6rnegi ve serum analiz caligmalari ile en erken 4 saatte
ortaya ¢iktig1, tepe noktasma da 24 saatte ulastigi rapor edilmistir®”). Bu calismada
da renal iskemi reperflizyon hasarmin etkilerini net olarak arastirmak istedigimiz i¢in

24 saatlik reperfiizyondan sonra diger islemlere gecildi.

Dobashi ve ark. bobrekte iskemi (30, 60, 90 dk) ve reperflizyonu (2, 24, 72,
120 saat) farkl siirelerde yaptiklar1 calismada; 60 dk iskemi 24 saat reperflizyon

uyguladiklar1 grupta, SOD ve GPx aktivitelerinde anlamli azalma ve lipit

121,122]

peroksidasyon diizeyinde artma oldugu bildirilmistir! . Ayrica bobreklerde
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iskemi ve reperflizyonun farkli siirelerinde yapildig1 c¢alismalarda; glutatyon
diizeyinin azaldig, lipit peroksidasyon ve plazma iire ve kreatinin diizeylerinin arttig1
bildirilmistir. Bulgularimiz daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuglar1 ile bazi yonleri
ile uyumluluk gostermektedir!'**.

Calismamizda; 45 dk iskemi(I) ve 24 saat reperflizyon(R) uygulayarak
olusturdugumuz modelde, I/R+ Kalsiyum dobesilat (Tedavi grubu=grup III)
grubunda, I/R grubuna (Kontrol grubu=Grup II) gére bdbrek glomeriiler fonksiyon
bozuklugunun bir gostergesi olan plazma tire ve kreatinin seviyelerinin anlamli
olarak daha diisiik oldugu goézlendi. Serum kreatinin degerleri istatistiksel olarak
anlamli ¢ikarken(p=0.005), iire degerleri istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0.326). Fakat parametrelerin ortanca degerlerine bakildiginda anlamli derecede

diisiiktil.

Antioksidan enzim aktivitesinin diisilk olmas1 iskemi-reperflizyon hasarmin
daha az olacagmmin bir gostergesidir. Calismamizda enzim aktiviteleri kontrol
grubunda (grupll) en yiikksek seviyedeydi. Bunun sebebi ise diger gruplarla
karsilastirildiginda iskemik hasara en fazla maruz kalan grup olmasindan dolayidir.
Tedavi grubunda ise Kontrol grubundan diisilk, Sham grubundan ise bir miktar
yiiksek gozlendi. Bunun sonucu olarak; tedavi grubunun iskemi reperfiizyon hasarina

kontrol grubundan daha az maruz kaldig1 yorumu yapilabilir.

Yapilan caligmalar gézden ge¢irildiginde renal iskemi reperfiizyon hasari icin
kullanilan bir net bir doz degeri yoktu. Diger organlar {izerine yapilan ¢alismalardan
yola ¢ikilarak ortalama bir doz degeri ¢alismamizda kullanilmistir. Veri sayismin az
olmasi, tedavi i¢in belirtilen dozun miktar1 ve ne kadar kullanilacagmin net olmamasi
gibi nedenler, eritrosit antioksidan enzim aktivite degerleri ve plazma iire

degerlerinin istatistiksel olarak anlamli ¢tkmamasinin bir nedeni olarak goriilebilir.

Histopatolojik olarak; kontrol grubu ile karsilastirildiginda tedavi grubunda,
hiicre nekrozu haricindeki iskemik degisiklik parametrelerinin anlamli derecede daha
az oldugu gozlendi ve istatistiksel olarak da anlamliyd: (tiibiiler epitelyal hiicre
diizlesmesi: p<0.001, sitoplazmik vakuolizasyon: p=0,041, tiibiler liimen

obstriiksiyonu: p=0,001, kronik inflamasyon: p<0.001 ve hiicre nekrozu: p=0,283)
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Kalsiyum dobesilatin etkinligini diger dokularda arastiran ve anlamli sonuglar elde

edilen bir¢ok ¢alismayla bazi bulgularimiz uyumluydu.

Kalsiyum Dobesilatin iskemi reperfiizyon hasarini azaltic1 veya engelleyici
etkisi Ozellikle kalp ve goz bibi organlarda yapilan bazi ¢alismalarda gosterilmistir.
Fakat literatiir gozden gecirildiginde renal iskemi reperflizyon hasarmi engellemesi
iizerine ¢aligmalar mevcut degildir. Bizim ¢alismamizda; diger bazi organlar iizerine
iskemi reperflizyon hasarmi engelledigi veya azalttig1 gosterilen kalsiyum
dobesilatin; proflaktik olarak kullanimmin renal iskemi reperflizyon hasarmi

onlemede etkili oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Iskemi ve reperfiizyonla meydana gelen akut renal yetmezlik; glomeriiler filtrasyon
oraninda biiylik azalmalar, yaygin tiibiiler hasar, tiibiiliis hiicre nekrozlari, hyalin
debrislerle olusan tiibiiler obstruksiyonla karakterize klinik ve deneysel bir
sendromdur. Klinikte transplantasyon, travma, anatrofik nefrolitotomi, nefron
koruyucu cerrahi ve renal arter cerrahisi; iskemi ve onu takip eden reperflizyonun
olusturdugu hasara iyi birer ornek olusturmaktadirlar. Bu ¢alismada renal iskemi-
reperflizyon hasarinda etkili ve oOncesinde uygulanabilecek bir tedavi yontemi

arastirilmistir.

Histopatolojik ve biyokimyasal olarak yapmis oldugumuz bu caliymada;

1. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasada tedavi grubunda, endojen
antioksidanlar olan SOD ve GPx diizeyleri, sadece iskemi-reperflizyon
yapilan gruptan daha diisik bulunmustur. Bu da tedavi grubunda hasarin daha

az oldugunun bir gostergesi olabilir.

2. Tedavi grubunda plazma kreatinin diizeyi istatistiksel olarak anlamli, iire
diizeyi ise istatistiksel olarak anlamsiz olsa da iskemi-reperfliizyon grubuna
gore daha diisiik gozlenmistir. Bu da kalsiyum dobesilatin renal fonksiyonlar1

tyilestirebilecegi seklinde yorumlanabilir.

3. Histopatolojik inceleme sonucunda akut renal yetmezlik bulgularindan hiicre
nekrozu hari¢ diger parametrelerin tedavi grubunda, iskemi-reperflizyon
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu

gozlenmistir.

Literatlirde heniiz bdbrek iskemi-reperflizyon hasarinda proflaktik kalsiyum
dobesilat kullanimi ile ilgili bir yayin yoksa da, calismamizdaki sonuclar bize;
bobrekte iskemi-reperflizyona bagli olusabilecek hasarin azaltilmasi igin proflaktik
kalsiyum dobesilatin kullanilabilecegini isaret etmektedir. Calismamizda elde edilen
sonuclarin desteklenmesi i¢in farkli doz ve siirelerde yapilacak yeni ¢aligmalara

ihtiya¢ vardur.
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