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ONSOZ

Siv1 statiisii bilinmeyen cerrahi ve yogun bakim hastalarina yapilan sivi uygulamalar iki farkli
hemodiliisyon tipini olusturur. Akut normovolemik hemodiliisyonda sadece aneminin etkisi
goriiliirken, akut hipervolemik hemodiliisyonda aneminin yaninda vaskuler sistemin gerilmesi de
siirece katilir. Calismamizda normovolemik ve hipervolemik hemodiliisyonun bobrek iizerindeki
ve sistemik etkileri bir sican modelinde anlasilmaya calisilmigtir. Bu amagla kan hematokrit
degeri %25 olacak sekilde kolloid (%6 Hidroksi etil nisasta) uygulanarak hayvanlarda
normovolemik ve hipervolemik hemodiliisyon olusturulmustur. Hazirlanan modellerde ortaya
¢ikan stresin dogurdugu fizyolojik sonuglar incelenmistir.

Tez calismamda planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda ilgi ve
destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yonlendirme ve
bilgilendirmeleriyle c¢alismami bilimsel temeller 1s18inda sekillendiren sayin hocam ve tez
danigmanim Dog. Dr. Ugur AKSU’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yine calismamda uygulama ve diger bir ¢ok agidan bana siirekli yardimda bulunarak yol
gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢ok daha basarili olacagina inandigim kiymetli Uzm. Kibra
VARDAR ve Uzm. Giilsiim KARDUZ arkadaslarima da sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim siiresince destekleri ve sevgileriyle her zaman yanimda olan babam Adnan CAKIR
ve annem Zehra CAKIR’a ¢ok tesekkiir ediyorum.

Haziran 2019 Muzaffer Utku CAKIR
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OZET

SICANLARDA AKUT NORMOVOLEMIK VE HIPERVOLEMIK
HEMODILUSYONUN ETKILERI

YUKSEK LiSANS TEZi

Muzaffer Utku CAKIR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman : Dog. Dr. Ugur AKSU

Sivi statiisii bilinmeyen cerrahi ve yogun bakim hastalarina yapilan sivi uygulamalart iKi
farkli hemodiliisyon tipini olusturur. Akut normovolemik hemodilisyonda sadece aneminin
etkisi goriiliirken, akut hipervolemik hemodiliisyonda aneminin yaninda vaskiiler sistemin
gerilmesi de siirece katilir. Calismamizda normovolemik ve hipervolemik hemodiltisyonun
bobrek Uzerindeki ve sistemik etkileri bir sigan modelinde anlagilmaya calisilmistir. Bu
amacla hematokrit %25 olacak sekilde kolloid (%6 Hidroksi etil nisasta) uygulanarak
hayvanlarda normovolemik ve hipervolemik hemodillisyon olusturulmustur. Deney sirasinda
hemodinamik o6lgiimler yapilmistir ve deney sonunda alinan serum ve bobrek dokusu
orneklerinden; rutin biyokimya (laktat, Ure, kreatinin, BUN), oksidatif stres (malondialdehit,
iskemi modifiye albumin, serbest hemoglobin), inflamasyon (timor nekroéz faktor alfa),
glikokaliks hasar1 (sindekan-1, sialik asit), atriyal natriliretik peptit ve katekolamin diizeyleri

degerlendirilmistir. Elde edilen bulgularimza gore her iki hemodilisyon hemoliz (serbest

X



hemoglobin), sistemik inflamasyon (TNF-a), oksidatif stres (MDA), glikokaliks bozulmasi
(sindekan-1), ANP ve katekolamin seviyelerinde (epinefrin, norepinefrin) artisa neden
olmustur. Ayrica, akut normovolemik hemodiliisyon kan basincini diisiirlip, sistemik
hipoksiye ve bobrek fonksiyonuna etki ederek bobrek Uzerinde strese neden olmaktadir.
Bununla birlikte, akut hipervolemik hemodilisyonda ise hedef hematokriti elde etmek igin
daha fazla siviya ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonug¢ olarak sivi uygulamalari organ ve dokulara
olumsuz etkiler vermektedir. Buna ragmen eger s1vi uygulamasi kaginilmazsa hasarin daha az

goriildiigii hipervolemik hemodiliisyon tercih edilebilinir.
Haziran 2019, 62. sayfa.

Anahtar kelimeler: hemodiltisyon, hidroksietil-nisasta (HES), glikokaliks, atriyal natriuretik
peptit (ANP), katekolamin, norepinefrin, epinefrin
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SUMMARY

THE EFFECTS OF ACUTE NORMOVOLEMIC AND HYPERVOLEMIC
HEMODILUTION IN RATS

M.Sc. THESIS

Muzaffer Utku CAKIR

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ugur AKSU

Fluid applications to patients with unknown fluid status and intensive care unit form two
types of hemodilution. In acute normovolemic hemodilution, only the effect of anemia is
seen, whereas in acute hypervolemic hemodilution the tension of the vascular system along
with anemia is also involved. In our study, we tried to understand normovolemic and
hypervolemic hemodilution on kidney and systemic effects in a rat model. For this purpose,
hematocrit 25% colloid (6% Hydroxy ethyl starch) was applied to animals in the
normovolemic and hypervolemic hemodilution was created. Hemodynamic measurements
were performed during the experiment and the parameters of routine biochemistry (lactate,
urea, creatinine, bun), oxidative stress (malondialdehyde, hydroxyl, ischemia-modified
albumin), inflammation (tumor necrosis factor alpha), glycocalyx injury (syndecan-1, sialic

acid), atrial natriuretic peptide and catecholamines were evaluated. According to our findings,
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both hemodilution techniques caused an increase in hemolysis (free hemoglobin), systemic
inflammation (TNF-a), oxidative stress (MDA), glycocalyx degradation (syndecan-1), ANP
and catecholamine levels (epinephrine, norepinephrine). In addition, acute normovolemic
hemodilution reduced blood pressure and caused Kidney stress by affecting systemic hypoxia
and renal function. However, in acute hypervolemic hemodilution, more fluid is needed to
achieve target hematocrit. As a conclusion, fluid applications have negative effects on organs
and tissues. However, if fluid administration is unavoidable, hypervolemic hemodilution with

less damage is preferable.
June 2019, .62 pages.

Keywords: hemodilution, hydroxyl-ethyl starch (HES), glycocalyx, atriaal natriuretic peptide
(ANP), catecholamines, adrenaline, noradrenaline
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1. GIRIS

S1vi uygulamalari sonucunda akut normovolemik hemodilisyon (ANH) ve akut hipervolemik
hemodilisyon (AHH) olmak uzere iki farkli hemodiliisyon tipi olusabilir. Her iki durumda da
hem damar i¢ ortaminin iyon dengesinin degismesi hem de kanin akiskanliginin
degismesinden dolay1 endotel hiicrelerinin yapist ve fonksiyonu etkilenebilir. Bu slrece sivi
tipi ve miktar1 gibi bir ¢ok etken katilabilir. Kullanilan sivilar kolloid ve kristaloid tipinde
olabilir. Kolloidler yiiksek molekiil agirlikli maddelerden olusan ve kanin ozmotik basincini
arttiran sivilardir. Ornek olarak; %6 hidroksietil-nisasta (HES), dekstran, jelatin ve dogal
albumin verilebilir. Kristaloid sivilar ise suda ¢dziilen diisiik molekiil agirlikli tuz veya seker
iceren iyon cozeltileridir. Ornek olarak %0,9 NaCl, ringer laktat ve ringer asetat ¢Ozeltisi
verilebilr (Gan TJ., 2011). Bir kolloid tirevi olan HES damar icinde kristaloidlere gore daha
uzun sure kaldigi ve dolayisiyla vaskiiler stabiliteyi daha fazla korudugu gosterilmistir
(Mcllroy DR. ve dig., 2003). HES’in bu ozelliginden faydalanarak sabit bir anemik stres
olusturmak igin ¢alismamizda HES sivisin1 hem ANH hem de AHH modelinde kullandik.
ANH durumunda alinan veya kaybedilen kan hacmi kadar sivi uygulmasi yapilir. Buna
karsiik AHH durumunda ise kan kaybi ya yoktur ya da kaybedilenin iistiinde bir sivi
uygulanir (Mielke LL. ve dig., 1997). Calismamizda anemik stresi ayni seviyede olusturmak

icin her iki hemodiliisyonu esit hematokritte olusturduk.

S1vi uygulamalar1 yaygin kullanilmasina ragmen klinikte siv1 statiisiiniin hakkinda bilgi veren
herhangi bir parametre bulunmamaktadir. Dolayisiyla kaybedilen kan miktarinin net olarak
bilinememesinden dolay1r ne kadar sivi uygulanmasi gerektigi de net degildir. Damar igi
kompliyans1 dikkate aldigimizda sivi uygulamasi erken donemde akut normovolemik
hemodiliisyon (ANH) siirecini igerir bu siirecte damar i¢i gerilim lokal mekanizmalarin
kontrolii altindadir. Buna karsilik kanin dililye olmasiyla anemik durum vardir. Sivi
uygulamasi devam ettigi siirece anemik derinlik ilerlerken bu siirece damar igi gerilim de
katilir (hipervolemi). AHH ile ilgili bir¢ok hasar ¢alismasi yapilmis ve siire¢ kolloid ve
kristaloid siv1 tipleriyle iliskilendirilmeye calisilmistir (Schebesta, K. ve Kimberger, O.,
2012). Sivilarin damar yoluna katilmasiyla oncelikle sivi-glikokaliks iligkisi 6n plana ¢ikar.
Glikokaliks, hiicre zarim1 orten protein ve karbonhidratlarin olusturdugu ortiidiir ve vaskiiler

bariyerin biitiinliigiinii saglar, c¢esitli hormonlarin baglanmasini ve agiga ¢ikarilmasina izin



verir. Ayni1 zamanda reseptor ¢alismasini da diizenler (van den Berg BM. ve dig., 2006).
Glikokaliks yikimi sonucu sempatik adrenerjik sinirlerin aktivitelerinde artis da
gorulmektedir. Epinefrin, norepinefrin gibi katekolaminlerin artis1 glikokaliksin bir pargasi
olan sindekan-1’in de kandaki seviyelerinde paralel artis gézlemlenmistir (Ostrowski, SR. ve
dig., 2013a). Ancak atriyal natritretik peptid (ANP) teorik bilgilere gore epinefrin ve
norepinefrinin artis1 sonucu salgilanan ve etkilerini engelleyen bir hormon olmasina ragmen
tic maddenin de kandaki seviyelerinde stirekli bir artig goriilmesi ve bunlarin birbiriyle
iligkisinin hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir (Tunny TJ. ve dig., 1988; De Vito P.,
2014). Ek olarak ANP’nin bazi organlarda oksidatif stresi arttirmasina ragmen bazi
organlarda anti-oksidant etki gostermesi de ¢alisma mekanizmasinin ve katekolaminler ile

etkilesiminin nasil oldugu merak konusudur (De Vito P. ve dig., 2010).

Calismamizda sentetik bir kolloid olan HES ile yapilan iki farkli hemodiliisyon tipinin
anemiye en duyarli organ olan bobrek tizerindeki ve sistemik etkileri anlagilmaya ¢alisilmistir.
Malzeme ve yontem boluminde, bahsedilen sirecleri incelemek i¢in kullandigimiz
parametreleri nasil elde ettigimiz, bulgular boéliimiinde elde ettigimiz sonuglar, tartisma

boliimiinde ise ¢alisma sonuglarini nasil degerlendirdigimiz anlatilacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SIVI UYGULAMALARININ TARIHI

Yaklasik 200 y1l oncesine kadar damar icine uygulanarak yapilan herhangi bir sivi tedavisi
bulunmamaktaydi. Bununla birlikte, viicut sivisinda 6nemli miktarda kayiplar olsa dahi,
evrimsel uyum saglama mekanizmalar1 sayesinde teorik olarak yasam siirdiiriilebilirdi. Bu
durum ile ilgili mekanizmalar; bolgesel vazokonstriksiyonu, koagiilasyon kaskadinin
aktivasyonunu ve siddetli kanama ortaminda sivinin ve kan hiicrelerinin intravaskiiler
kompartmana yeniden dagitilmasini igerir. Ayrica hipovolemi durumunda uzun ddnemde
viicut sivilarint korumak igin antidiiiretik hormonun (ADH) salimimi ve tiibiilo-glomertler

geri bildirimin (Thurau mekanizmasi) etkinlesmesi 6nemlidir (Thurau K., 1976).

[k defa tedaviye yonelik intravendz s1vi uygulamalar1 19. yiizyi1lda Avrupa'daki kolera salgin
doneminde gorilmistiir. O'Shaughnessy'in asistanit Leith'li Dr. Thomas Aitchison Latta,
kolera hastalarini intravendz tuz ¢ozeltisi ile tedavi etmis ve gozlemlerini not almistir. Daha
sonra 1832 yilinda 58 miliekivalan (mEq) sodyum, 49 mEq kloriir ve 9 mEq hidrokarbonattan
olusan sollisyonun intravendz uygulamasmin etkilerini aciklamistir. Hastasinda uzun
zamandir 6lgemedigi nabzin bileginde tekrardan farketmeye basladigini, daha rahat nefes
aldigini, ¢okiik gozlerinin git gide parlamaya basladigini gozlemledigini belirtmistir. Latta,
uygulama sonrasi yeniden idrar ¢ikisini ve morluklarinin azalmasi gibi diger gézlemlerini de
aciklamistir. Ancak, Latta ve dig., bu olumlu etkilerin sadece uygulamadan kisa bir siire sonra
gozlemlenebilecegini kabul etmisler ve uygulamadan kisa siire sonra hastalar eski kotii saglik

durumlarina geri donmiis, hatta 6lenler olmustur.

Latta 1833'te tiliberkiilozdan oOldiikten sonra sivi tedavisinin Onciilerinden biri intravendz
sivilar iizerinde caligmaya baglayana dek yaklasik 50 yil ge¢mistir. Elli yil aradan sonra
Ingiliz klinisyen ve farmakolog Sidney Ringer, izole kurbaga kalplerinin belirli bir siire
pompalamaya devam etmesi i¢in ¢ozelti olusturmaya calismistir. Deneylerine %0,75 tuzlu su
coOzeltisiyle baslamis ve deneyleri sirasinda albumin veya insan kan gibi cesitli bilesenleri
coOzeltisine eklemistir. En basarili ¢6ziim, 1880'lerde damitilmis su yerine ¢esme suyu se¢imi
ile yapilmistir. Ringer ¢esme suyundaki kalsiyum konsantrasyonunun insan kanindaki

konsantrasyona yakin oldugunu ve bu da Ringer'n ¢esme suyundaki inorganik tuzlarin



(6zellikle kalsiyum ve potasyum) kalbin atmasinda fizyolojik rol oynadigini gozlemlemesinde
oncii olmus ve kisa siire sonra da "Ringer'in orijinal inorganik tuz ¢ozeltisi" ortaya ¢ikmistir

(Miller DJ., 2004).

Ayni zaman diliminde, Hollandali fizyolog ve kimyager Hartog Jacob Hamburger tuz
soliisyonlarinin insan eritrositlerindeki etkisi iizerine calismalar yapmistir. Insan kanimnin
simdiye kadar fizyolojik tuz ¢ozeltisi olarak adlandirilan, %0,6’lik yerine %0,9'luk bir tuz
sollisyonuyla izotonik oldugunu gostermistir. Ringer'in soliisyonu, 1930'lu yillarda Amerikali
cocuk doktoru Alexis Hartmann tarafindan degistirilene kadar gelecek 50 yil boyunca
kristaloidlerde baska bir gelisme olmamustir. Asitlige bir tampon saglamak i¢in Ringer’in
cozeltisine laktat ilave ederek, bugiine dek diinya capinda gastroenteritli g¢ocuklarin
rehidrasyonu i¢in kullanilan Ringer’in Laktatli soliisyonunu gelistirmistir (Awad S. ve dig.,
2008). ikinci Diinya Savas: sirasinda kandan albumin izole edilmesiyle albumin resiisitasyon
icin kullanilabilir hale gelmistir. Ayn1 dénemde dekstran 1944’te Isveg'te Gronwall ve

Ingelmann tarafindan ilk defa denenmistir (Ertmer C. ve Kampmeier T., 2014).

Bir sentetik kolloid olan hidroksietil-nisasta (HES) 1957'de gelistirilmistir. Ik hazirlanan
HES’ler yiksek yogunluklu (%10 HES 450/0,7) mumlu-misir tiirevi nisastalardir. Daha
sonralar1 bu yliksek molekiiler agirligin hastalarin bobrek fonksiyonlarini olumsuz etkiledigi
ve dokuda biriktigi anlagilmistir. Sonraki HES nesillerinin molekiil agirlig1 ve molar ikamesi
giderek azaltilmig ve (2. kusak; %10 HES 200/0,5; "modern" - 3. kusak; %6 HES 130/0,4)
HES’ler toplam sivi miktarini arttirmak ve 6dem olusumunu azaltmak amaciyla resiitasyon

icin diinya ¢apinda kullanilmistir (Ertmer C. ve Kampmeier T., 2014).
2.2. SIVI TiPLERI

Glinlimiizde intravendz uygulama amacli birgok sivi tipi mevcuttur. Her bir sivi i¢in verilen
bir doza karsilik gelen klinik verimlilik ¢ogunlukla benzerdir. Ancak uygulanacak sivi
miktari, tiirli, icerigi ve dozu; hastanin yatkinliklari, fizyolojik rezerv ile birlikte
diisiiniildiiginde buna bagli olarak uygulanan sivinin toksisitesi degisebilir. Ana grup olarak
stvilar biliylik molekiillii maddeler iceren kolloidler ve tuz ¢ozeltilernden olusan kristaloidler
olacak sekilde ikiye ayrilir. Kolloidler veya kristaloid soliisyonlar1 segimindeki riskler ve
birbirlerine gore avantajlar1 hakkinda tartismalar devam etmektedir. Kristaloid soliisyonlarin

cesitli tipleri insanlarda resiisitasyon i¢in 1830'lardan beri kullanilmaktadir. Dekstran, HES ve



jelatinler gibi sentetik Kkolloidler, yine bir kolloid olan albiimine kars1 bir alternatif olarak
diistiniilmiislerdir. Yapilan bir caligmaya gore, akut resiisitasyon i¢in kullanilan primer sivi
tipinde iilkeler arasinda 6 kat fark bulmustur ve kolloid tedavi, akut resiisitasyonda yogun
hacimli siv1 tedavisinde kullanilan en yaygin sivi tiiriidiir (Finfer S. ve dig., 2010). Buna

ragmen s1v1 tiirii se¢erken hastanin ve hastaligin tiirtine gore secilmesi 6nerilmektedir.
2.2.1. Kristaloidler

Kristaloid sivilar suda eriyen diisiik molekiil agirlikli tuz veya seker iceren iyon ¢ozeltileridir
ve vaskiiler endotel bariyer boyunca serbestce gecme Ozelligine sahiptirler. Ornek olarak
%0,9 NaCl ¢ozeltisi, ringer laktat ¢ozeltisi ve ringer asetat ¢cozeltisi verilebilir. Son yillarda,
birka¢ ¢alisma, siv1 tedavisinin goreceli diisiik Klorr konsantrasyonlu sivilar ile yapildiginda
komplikasyonlar1 azalttigin1 ve hasta sonuglarini iyilestirdigini bildirmistir (Chowdhury AH.
ve dig., 2012; Young JB. ve dig., 2014). Dolayisiyla deneysel ve kiiciik klinik caligsmalari ile
uyumlu olarak, diisiik kloriir igerigine sahip kristaloid soliisyonlarin kullanilmasi yararl

bulunmustur.

Ideal elektrolit ¢ozeltisi heniiz kesfedilmemis olmakla beraber, resiisitasyon sirasinda
plazmadan daha diisiik bir iyon konsantrasyonu olan ¢dzeltilerin kullanmasi fikri yaygindir.
%0,9’luk tuzlu su ¢ozeltisi en ¢ok kullanilmasina ragmen dengeli kristaloid soliisyonlarin

kullanilmasi da giindemdedir (Rewa O. ve Bagshaw SM., 2015).

Cesitli kristaloidlerin etkileri saglikli goniillillerde incelenmistir. Laktatli ringer (LR)
sollisyonu serum ozmolalitesini kisa bir siire azaltmis ve 1 saat sonra baslangi¢ seviyesine
geri donmiistiir. Normal tuzlu su (% 0,9 NaCl) serum ozmolalitesini etkilememesine ragmen
metabolik asidozu neden olmaktadir (Williams EL ve dig., 1999). %0,9 NaCl ile iliskili
olarak daha fazla siv1 ihtiyacina neden oldugu, miyokart performansint diisiirdiigii, periferik
vaskdler direnci azalttign gézlemlenmistir. Bu komplikasyonlarin hepsi hiperkloremik asidoz
ile iliskilendirilmistir (Burch JM. ve dig., 1992).

Yapilan bir arastirmada LR, %0,9 serum fizyolojik ile karsilastirildiginda, LR’nin ortalama
arter basincini korumak i¢in daha az kullanildig1 ve ¢alismanin sonunda daha az asidemi, daha
yiiksek plazma fibrinojen seviyeleri ve diisiik plazma laktat seviyeleri gézlemlenmistir (Todd
SR. ve dig., 2007). Buna ek olarak %0,9 NaCl’iin dengeli kristaloid soliisyonlarla yapilan

resusitasyona kiyasla trombosit fonksiyon bozuklugu, koagiilasyon kaskadinin bozulmasi ve



kan iirlinlerine olan ihtiyacin artmasiyla iliskilendirilmistir (Orbegozo Cortes D. ve dig.,
2014).

Son yillardaki veriler yiiksek kloriir konsantrasyonlu soliisyonlarin bdbrek mikrovaskiler
vazokonstriksiyonuna, glomeriiler filtrasyonda azalmaya ve daha fazla interstisyel sivi
birikimine yol actig1 agik¢a ortaya ¢cikmistir (Rewa O. ve Bagshaw SM., 2015). Bu yiizden
dengeli kristaloid soliisyonlari, diger kristaloid soliisyonlarina oranla daha c¢ok tercih

edilmektedir.
2.2.2. Kolloidler

Kolloidler, 40 kDa'y1 asan makromolekiiller i¢eren dogal (6rn.: albumin) ve sentetik (6rn.:
nisastalar, dekstranlar, jelatinler) olarak siniflandirilan sivilardir. Yiiksek molekiil agirlikli ve
kanin ozmotik basincini arttiran kolloidler; NaCl veya dengeli tuz c¢ozeltileri iginde ¢oziiliir.
Oncelikle hayvan modellerinde kolloidlerin, kristaloidlere gore plazma hacmini arttirma
kabiliyetinin daha iyi oldugu gosterilmistir (kristaloid: kolloid i¢in 1.2-1.4:1 orani) (Finfer S.
ve dig., 2004). Bununla birlikte, kolloid ¢ozeltiler, kristaloidlerden ¢cok daha pahalidir ve

esdegerlik ve zarar kanit1 tistiinliigii goz oniline alindiginda, maliyet-etkinligi diisiiktiir.

Kolloid uygulamasi plazma onkotik basincini arttirmaktadir. Yiiksek molekiiler agirliklar
nedeniyle kolloidler glikokaliks 6rtustyle etkilesebilir ve adsorbe edilebilir ve ultrafiltrasyonu
sinirlayabilirken, kristaloidler intravaskiiler ve interstisyel alan arasinda dagilir (Levick JR. ve
Michel CC., 2010). Saglikli ve bozulmamis vaskiiler bariyerlerde, kolloidler 16 saat boyunca
intravaskiiler alan icerisinde kalirken, LR ¢ozeltisi ve % 0,9 NaCl gibi kristaloidler 30-60
dakika damar i¢inde kalmaktadir. Endotelyal glikokaliks genellikle kritik hastalarda hasarlidir
ve bu nedenle kapillerde sizma gorilir. Bir kolloid soliisyon, hiicreler arasi bosluga
yayildiginda bariyerler arasindaki onkotik basing gradiyetini diisliriir ve bu olay
ekstravazasyon ile sonuglanir. Dolayisiyla kolloidler intravaskiiler hacmi birkac¢ dakika i¢inde
veya saatler i¢inde iyilestirebilir. Ancak toplam viicut sivisindaki etkisi birikerek devam eder.
Kritik hastalar daha fazla sivi tutma egilimi gosterirler ve asir1 siviyr disar1 atmak icin giinler

veya haftalar gerekir.

Albumin, intravaskiiler ozmotik basinci korumak i¢in kullanilan ana molekiildiir ve damar

icinde protein eksikliklerini gidermek i¢in ideal bir kolloiddir. Albumin kanin pargalanmasi



ile iretilir ve patojenlerin bulagsmasini 6nlemek i¢in 1s1l islemden gegcirilir ve bu nedenle,

alerjik ve immunolojik komplikasyonlara neden olabilir.

Jelatinler parcalanmig sigir kolajeninden fiiretilir. Jelatinlerin ortalama molekiiler agirligir 30-
35 kDa'd1r, digerlerine kiyasla benzer hacim genigletme 6zelligine sahiptir. Ancak diisiik ve
orta molekiiler agirlikli jelatinlerin, molekiil agirhg yliksek HES ile karsilagtirildiginda
interstisyel alana sizint1 yapma olasiligi daha yiiksektir. Dolayisiyla HES’ler jelatinlere gore
daha uzun sire intravaskuler alanda korunur. Jelatinlerin bébrek fonksiyonu tzerine etkilerini
bir kenara birakacak olursak pihtilasma ve organ biitiinliigii agisindan nispeten giivenlidirler.
Ancak jelatinlerin kullanimi1 bobrek yetmezligi olan hastalarda dikkat edilmelidir (Bayer O.
ve dig., 2011).

Bir nisasta tlirevi olan HES misir ya da patateslerden elde edilen amilopektinin hidroksietil
ikamesinden tiiretilmis yapay bir polimerdir. Glikoz iinitesinin hidroksietilasyonu, spesifik
olmayan amilazlara bozunmasina ve sudaki ¢oziiniirlilk agisindan hidrolize karsi koruma
saglar. Bu yan sentetik kolloid, ¢esitli konsantrasyonlarda, molekiiler agirliklarda, molar

stibstitiisyonlarda, C* / C® oranlarinda, solventlerde ve farmakolojik profillerde mevcuttur.

Yiiksek bir molekiil agirligina sahip HES, daha yavas metabolize olur ve intravaskiiler
genislemeye neden olur. Bu yiizden HES; subkutan6z doku, karaciger ve bobrekte birikebilir.
Yiiksek molekiiler agirlik (>200 kDa) ve molar degisim oranm1 >0.5 (200/0.6) olan bir HES
cozeltisi, von Willebrand faktdriinde ve faktdor VIII'de bir azalmaya bagli olarak
koagulopatiyle, trombosit yapismasinda azalmayla, viskoelastisite degisiklikleri ve fibrinoliz
ile iligkili oldugu bulunmustur (Franz A. ve dig., 2001). Sepsis hastalarinda %10 HES 200/0,5
kullanimi akut bobrek hasar1 olasiliginda artis ile iligkilendirilmistir (Brunkhorst FM. ve dig.,
2008).

Yeni nesil HES'lerin ise molekiil agirligi daha diisiik (130 kDa) ve molar degistirme oranlari
0.38-0.45'dir. Onerilen maksimum gunlik HES (130/0,4) dozu 33-50 ml.kg-1 'dir. HES
(130/0.4), septik ve hemorajik sok fare modelinde resiisitasyon sivisi olarak uygulandiginda,
timor nekroz faktori-alfa, interlokinler ve oksidatif stres diizeylerini azaltarak inflamatuvar
yanitlar1 zayiflattigr gosterilmistir (Feng X. ve dig., 2007, Wang P. ve dig., 2009). Ayrica
HES soliisyonlarin inflamasyonu hafifleterek endotelyal bariyer fonksiyon bozuklugu ve

vaskiiler sizintiyr hafifletmesi ve barsak bariyer fonksiyonunu korudugu caligmalarda



gosterilmistir. Ayrica klinik ¢alismalarda sepsiste mikrodolasimin canlandirilmasi i¢in kolloid

soliisyonlarinin iistiinliigiinii gostermistir (Marx G. ve dig., 2004).

HES uygulamasinin avantajli taraflarina ragmen, yalnizca kristaloidler yeterli olmadig
zaman, en kisa slirede en diisiik etkili dozda akut kan kaybina bagli olarak hizli hacim
replasmani i¢in kullanilmasi gerektigi diisiincesi yaygindir. Strekli olarak hemodinamik takip
ile idame edilmesi ve uygun hemodinamik amaglara ulasildiginda uygulama durdurulmasi

tavsiye edilir.
2.3. HEMODILUSYON VE ANEMi

Hemodiliisyon; acil serviste veya yogun bakimda sivi replasmani sirasinda olusur veya
kardiyopulmoner bypass cerrahisinde ve cerrahide transfiizyon gereksinimlerini azaltmak igin
klinik bir teknik olarak kullanilan yontemdir (Beards SC. ve dig., 1994; Jones JG. ve Wardrop
CA., 2000; Ranucci M. ve dig., 2005; Licker M. ve dig., 2005; Jones SB. ve dig., 2004).
Hemodiliisyon ile hematokrit azalir, kanin oksijen tasima kapasitesini diiser, ardindan
periferik direngte bir diisiis, venéz donlis ve kalp debisinde artis goézlemlenir.
Hemodiliisyonda 6ncelikle akut anemi goriilmeye baslanir. Diinya Saglik Orgiitl anemiyi
hemoglobin (Hb) konsantrasyonunun yetiskin erkekler i¢in 13 g/dl'nin altina, kadinlarda ise

12 g/dI'nin altina diismesi olarak tanimlamaktadir.

Akut anemi ve hemodiliisyon, cerrahi miidahale gerektiren hastalarda organ hasarinda artig
(beyin, kalp, bobrek) ve mortalite ile iligskilendirilmistir (Hare G., 2014). Ayrica akut anemide
belirleyici olarak hemoglobin seviyelerinin ve hematokrit seviyelerinde diislise bagli olarak
inme, miyokardiyal infarkt, akut bobrek hasari, enfeksiyonlar (pndmoni, yara enfeksiyonlari

ve sepsis), aritmiler, kanama, yogun bakim ve hastanede kalis siirelerinde artig goriilebilir.

Engoren ve dig. yaptig1 arastirmada 5000 ardigik kalp cerrahisinin retrospektif bir analizini
rapor etmislerdir. Inme, miyokard enfarktiisii (MI), diisiik kalp debisi, kardiyak arrest, bobrek
yetmezligi, uzamis mekanik ventilasyon, pulmoner 6dem, kanama, sepsis ve multipl organ
yetmezligi, ameliyat olan hastalarda, %22 hematokrit degeri ile anlamli sekilde artmistir

(Engoren MC. ve dig., 2002).

Akut anemi esnasinda, hiicresel sag kalimi korumada anahtar niteligindeki faktorler adaptif

kardiyovaskiiler ve hiicresel yanitlardir. Kardiyovaskiiler yanitlardan en onemlisi anemi



durumunda dagitilan oksijen azalirken (DO;), harcanan oksijen miktarinin (VO,) sabit
kalmasinin dengesini saglayan sistemlerdir. Ancak ANH’de yapilan ¢alismalarda lokal olarak

oksijen sunumunun saglanmadig goriilmektedir.

Hicresel seviyede ise birgok onemli fizyo-patolojik mekanizma 6ne g¢ikmaktadir. Hipoksi
algilama mekanizmalari, hipoksiyle uyarilan faktér (HIF) de dahil olmak {izere mitokondriyal
ve hipoksiye duyarli proteinleri igerir. Bu mekanizmalar tiim hiicrelerde bulunur; dolayisiyla
viicudun her hiicresi, oksijen hipoksiye aninda cevap verebilir. Hemoglobin diistiik¢e, dokuda
pOz'de bir orantisal azalma gelisir ve bu durum aortik kemoreseptdrler iizerinden sempatik
sinir aktivitesinde, kalp debisinde, kalp ve beyin gibi hayati organlara organ kan akisinda
hiyerarsik bir artis1 igeren adaptif yanitlar ile iliskilidir. Bunlarla beraber lokal doku oksijen
sunumundaki sinirlamayr HIF sentezndeki artis1 saglayarak da gerceklestirmektedir. Ancak
zaman igerisindeki HIF’ 1n bu artis1 fibrosis ve glomerular hasarla sonu¢lanmaktadir (Higgins

DF. ve dig., 2007).

ANH uygulamasi sonucu goriilen bu durumlardan sonra arastiricilar, bu uygulamaya alternatif
olarak AHH ortaya sunmuslardir. Hipervolemik hemodiliisyonun kolaylikla yapilir olmas1 ve
daha ucuz olmasi klinikte ilgi ¢cekmesinde 6nemli sebepler arasinda gosterilebilir. Kirk-dokuz
kalca protezi ameliyat1 geciren hastada yapilan arastirmada uygulanan bu iki hemodiliisyon
teknigi sonucunda herhangi bir fizyolojik fark goriilmemistir (Mielke LL. ve dig., 1997).
Buna karsilik hipervolemiye bagli hacim yiiklemesi sonucu doku &demi, kardiyopulmoner
komplikasyonlar ve hastanede kalis siliresini uzatan durumlar ortaya ¢ikabilecegi
gosterilmistir. Viicut, atriyal natritiretik peptidin (ANP) kalpten salinmasi ile hipervolemiye
tepki verir. ANP'nin hipervolemiye cevap verirken vaskuler gecirgenlik bariyerinin
vazgecilmez bir pargast olan endotelyal glikokaliksi bozdugu gézlemlenmistir (Chappell D.
ve dig., 2014).

2.4. ATRIYAL NATRIURETIK PEPTIT (ANP)

ANP, kardiyovaskiler sistemin i¢ dengesini siirdiirmek i¢in 6nemli islevler yiiriiten kalpten
salgilanan bir hormondur. ANP, beyin (BNP) ve C-tipi (CNP) natritretik peptitlerle birlikte
natriliretik peptit ailesine aittir. Genelde atriyal kardiyomiyositlerin salgilamasi ile kardiyo-
renal homeostazin idame ettirilmesi i¢in 6nemli diizenleyici islevleri vardir (Brenner BM. ve

dig., 1990).
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Bu peptitler genetik agidan birbirinden farklidir ancak omurgalilarda yapisal ve islevsel olarak
birbirleriyle iliskilidir ve her biri bir distilfid bagi ile yapilandirilmis 17-amino asit siklik bir
yapiya sahiptir. Natriiiretik peptitler (NP) kardiyomiyositler, fibroblastlar, endotel hucreleri,
immun htcreler (notrofiller, T hicreleri ve makrofajlar) ve embriyonik kok hicreler ve kalp
kas1 onciil hiicreler (CPC) gibi olgunlasmamis hiicreler tarafindan belirli mekanizmalar
yoluyla sentezlenir ve salgilanir. Genellikle kardiyovaskiiler, beyin ve bobrek dokulari
tarafindan damar duvari gerilmesi ve diger nedenlere yanit olarak tiretilirler. NP'ler natriiirez,
diurez, vazodilatasyon, anti-proliferasyon, anti-hipertrofik, anti-fibrotik ve diger
kardiyometabolik korumalar1 saglar. Daha da O©nemlisi, NP'ler viicudun endojenik
antihipertansif sistemini temsil eder ve renin anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS) ve
sempatik sinir sistemi tarafindan salinan vazokonstriktér-mitojenik-sodyum tutucu hormonlari

dengelemek igin telafi edici koruma saglar (Zois NE. ve dig., 2014).

ANP’nin dogrudan etkisi kan basincini diisiirme yoniindedir. ANP artan damar permeabilitesi
ve kan akigi iizerinden kan basincimi diisiiriir. ANP, intravaskiiler siviyr interstisyel alana
kaydirarak kardiyak yiikii diisirir. ANP; aort, ventrikiil ve bobrekteki Ca**/kalmodulin-
bagimli endotelyal nitrik oksit (NO) sentazi, vaskiiler diiz kas hiicreleri i¢in daha fazla NO

tiretmek tlizere uyarir.

ANP sadece barorefleks mekanizmasini diizenlemekle kalmaz, ayni zamanda sempatik
aktiviteyi de baskilar ve vagal sinirin uyarimini arttirir. Perifer damarlarda, sinir uglarindan
katekolamin salgisin1 baroreseptorlerin aktivasyon esigini diislirerek sempatik sinir sisteminin

etkileri azaltilmaktadir (Floras JS., 1995).
2.5. GLIKOKALIKS VE ANP-GLIKOKALIKS HASARI

Damar i¢ yiizeyinde endotelin liimene bakan kismini doseyen ve protein-karbonhidratlarin
olusturdugu ortiiye glikokaliks denir. Glikokaliks, hiicreler arasi1 baglantilar ile birlikte
vaskiiler bariyeri olusturur ve ¢esitli hormonlarin ve endotel-16kosit iligskisine aracilik yapar.
Glikoproteinler ve proteoglikanlar, glikokaliksin temelini olustururlar. Proteoglikanlar,
negatif ylikli glikozaminoglikan (GAG) yan zincirlerine tutturulmus bir protein unsuruna
sahiptir. GAG yan zinciri sayist ve hiicre zarina baglanmalarinin boyutlarinda degisiklik
gosterebilir. Bazi proteinler sikica membrana gomiilmiis bir bolge (sindekanlar) veya

glikosilfosfatidilinositol ¢apa (glipikan) yoluyla baglanir. Diger proteinler (perlekanlar,
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versikanlar, dekorinlar, biglikanlar ve mimekanlar) GAG yan zincirlerinin baglanmasindan
sorumlulardir. GAG yan zincirleri, heparan silfat, hiyallronik asit, kondroitin sulfat,
dermatan silfat ve keratin siilfattan olmak tizere 5 cesittir. Hiyallronik asit, genellikle bir

proteine bagli olmayan ve su ile ¢ozelti olusturan tek GAG'd1r.

Glikokaliks, endotel hiicrelerine plazma proteinlerini ve ¢oziiniir GAG'leri baglamak icin bir
gergeve saglayan bir luminal 6rgiiden olusur. Glikokaliksin kendisi inaktiftir. Ancak plazma
bilesenleri baglandiktan sonra, fizyolojik olarak aktif endotel ylizey katmani olusur.
Glikoproteinler adezyon molekiilleri olarak gorev yapar ve pihtilasma, fibrinolitik ve
hemostatik sistemlere yardimci olurlar. Hiicre adezyon molekiilleri selektinlere (E ve P),

integrinlere ve immiinoglobiilinlere ayrilir (Alphonsus CS. ve Rodseth RN., 2014).

Histamin ve trombin, P-selektin ekspresyonunu uyarirken, interlokin-1, timor nekroz faktord
(TNF-a) ve lipopolisakkaritler E-selektin'in anlatimini uyarir. Integrinler, endotel matrikste
kollajen, fibronektin ve laminin'e baglanir ve trombositlerin endotel hiicresi ile etkilesimine
aracilik eder. Immiinoglobulinler, hiicre i¢i adezyon molekiilleri 1 ve 2'yi (ICAM-1, ICAM-
2), vaskiiler hiicre yapisict molekiilii 1'i (VCAM-1) ve platelet - endotel hiicre yapisici
molekild 1'i (PECAM-1) igerir.

Glikokaliks net bir negatif ylke sahiptir. Negatif yik, deseni, zamana, fizyolojik ve
patofizyolojik uyaranlara gore modifiye edilen GAG yan zincirinin siilfitlenmesine baglidir.
Sulfitlenmedeki degisiklikler protein baglanmasini ve vaskiiler gegirgenligi diizenler (Reitsma

S. ve dig., 2007).

Vaskiiler bariyer boyunca sivi hareketi modelleri, Starling tarafindan 1896'da tiiretilen
prensiplere dayanir. Starling, sivi homeostasisini diizenleyen dort kuvveti tarif etmistir. Doku
onkotik ve luminal hidrostatik basin¢larin toplami, siviyr damardan dokuya dogru iter. Doku
hidrostatik ve liiminal onkotik basinglarin toplami, siviyr dokudan damara dogru iter.
Modelde, kapiller damarin arteriolar ucundaki net kuvvet, siviy1 disar1 iter ancak siviy1 vendz
uca geri iter. Bununla birlikte, endotel yiizey katmaninin zaman igersinde anlasilmasiyla
Starling’in hipotezi de degistirilmistir ve son 25 yilda ek siirecleri ortaya koyan deneyler

bulunmaktadir.

Starling kendi hazirladigi Starling denklemini revize eden glikokaliks ile sivi

ekstravazasyonundaki azalmanin farkinda degildi. Glikokaliks modeli, bu sorunlar1 ortadan
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kaldiran etkili bir sistem sunar. Bu modele gore sivi filtrasyonu, kapiller liimende endotel

ylizey tabakasi tarafindan basladigi noktada diizenlenir (Becker BF. ve dig., 2010).

Endotelyal glikokaliks normal sartlarda eritrosit ve lokositleri kendisinden iter. Ancak
inflamasyon durumlarinda glikokaliksin i¢inde saklanan adezyon molekiilleri ortaya
ciktiginda lIokositlerin endotel duvarina yapigsmasini ve hareket etmesini saglar. Endotel yiizey
tabakasi, endotel hiicrelerini kan akisinin gerilim stresinden korur. Kan akiminin artmasi ile

birlikte damar1 genisleten ve stresi azaltan NO tiretimi artar.

Ligandlarin ve enzimlerin endotelyal glikokalikse baglanmasi hiicresel sinyallerin iletimini ve
enzimatik doniisiimleri kolaylastirir. Bazi 6nemli anti-koagulant maddeler de glikokalikse
baglanir. Heparin kofaktor-2 ve antithrombin-3’iin baglanma proteinleri heparan ve dermatan
stlfat glikokaliksin icersinde yer alan molekullerdir ve bu anti-koagiilant molekiillere aracilik
ederler. Glikokaliksin endoteli korudugu yollardan biri, hiicre dis1 siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi oksijen radikallerini stipiiren enzimlere baglanma kapasitesidir. Bu enzimler, oksidatif
stresin azalmasina yardimci olur ve NO geri doniisiimiinii korumaya yardimci olur ve boylece

endotel hasarini 6nlerler. Endotel yiizey tabakasi kirilgandir.

Glikokaliksin  dokilmesi kapiller damarlardan sizintilara, 6deme, inflamasyonlarin
hizlanmasina, trombosit birikimine, asir1 koagiilasyon ve vaskiiler yanit kaybina yol agabilir.
Vaskiiler endotel, sistemik inflamatuvara yanit sendromunda yer alan en temel bdlgelerden
biridir. Endotelyal glikokaliks bakteriyel lipopolisakkarid tarafindan hasar goriince, TNF-a,
salgilanir. Mast hiicreleri TNF-o ile aktive edilir ve sitokinler, proteazlar, histamin ve
heparanaz serbest birakarak glikokaliksin daha c¢ok parcalanmasina sebep olurlar.
Glikokaliksin bozulmasi1 endotel hiicresi yapisict molekiillerini acia ¢ikararak daha ileri
derecede inflamasyonu, yuvarlanma hareketlerini ve l6kositlerin ve trombositlerin
yapismasini, aterosklerozu tetikler (Alphonsus CS. ve Rodseth RN., 2014). Proteazlar
inflamatuar kosullar altinda salinan ve aktive edilen 6nemli metabolik ajanlardir ve bu durum
glikokaliks i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Bunlara O6zellikle metalloproteinazlar

(MMP) ve notrofil elastaz dahildir (Lipowsky H., 2012).

Glikokaliksin bozulmasinda ANP’nin de etkisi vardir. Atriyal gerilim ANP’yi salgilatir.
Boylelikle, tuz ve suyun bobrekten atilimini ve vaskiiler gecirgenligi arttirarak plazma

hacmini azaltir. Izole kobay kalplerinde, ANP infiizyonu, kolloid ekstravazasyonunu
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arttirmistir. Ayrica ANP, koroner endotel yiizey tabakasini indirgemekte, sindekan proteininin
hizli dokiilmesine neden olmaktadir (Bruegger D. ve dig., 2005). AHH yapilan hastalarda,
uygulama hacminin %601 birka¢ dakika i¢inde interstisyel bolgeye sizmistir (Rehm M. ve
dig., 2001). ANH ve AHH’de ANP’nin etkilerini degerlendiren bir diger ¢aligmada ise
hipervolemik hemodiliisyonda hacim yiiklenmesi sonucunda ANP’nin artmasiyla serum

sindekan ve hiyallironan seviyelerinde ylikselme goriilmiistiir (Chappell D. ve dig., 2014).

Hiperglisemi gorilen hastalarda da glikokaliks kalinliginda diislis goriilmistiir. Saglikli
kontrol hastalarin glikokaliks kalinlig: tip-1 diyabeti olan hastalara oranla 2 kat daha fazla
bulunmustur. Ayni ¢alismada, diyabetik hastalarda hasar goren glikokaliksin doékiilmesine
bagl olarak hiyaluronan ve hiyaluronidazin plazma seviyeleri daha yiiksektir. Hiperglisemik
hasara oksijen radikallerinin veya glikokaliks bozucu enzimlerin etkinlestirilmesinin araci

olabilecegi diistiniilmiistiir (Nieuwdorp M. ve dig., 2006).

Normal bobrek fonksiyonu da saglam bir glikokalikse baglidir. Glomeriildeki porlar albumin
molekiillerinden ¢ok daha biiylik olmasina ragmen plazma alblimininin sadece %0,06's1
normal olarak filtrelenir (Obeidat M. ve Ballermann BJ., 2012). Endotel yiizeyi tabakasinin
bozulmasi, glomeriiler kilcal duvarin albumine gecirgenligini arttirir; bu durum endotel ylizey

tabakasinin bozulmasinin, yiik se¢iciliginde bir kusuru oldugunu gosterir.

Endotelyal glikokaliks hasar1 yapilan calismalarla katekolaminlerin  diizeyi ile
iligkilendirilmistir. Asir1 sempatoadrenal salinma, akut kritik hastalikta goriilen bir durumdur.
Dolasimdaki katekolaminlerdeki artig vaskiiler endotele dogrudan zarar verirler, bu durum
lokal 6dem, endotel hiicre sismesi, nekroz ve endotel bozukluguna neden olur (Johansson PI.

ve dig., 2011).
2.6. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS) VE ANP-GLIKOKALIKS HATTI

Baslangicta serbest radikallerin ve antioksidan iiretimi arasinda radikallerin lehine dogru
degisen bir denge olarak tanimlanan oksidatif stres, farkli fizyolojik ve patolojik siireglere
aracilik eden 6nemli bir surectir. Bir¢ok enzimin artik hiicre i¢i ROS seviyelerinde bir artis
meydana getirebilecegi kabul edilmektedir. Bunlar; ksantin oksidaz, sitokrom P450
monoksijenaz, aragidonik asit metabolizmasinin siklooksijenaz yolu, plazma membran
nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat (NADPH) oksidazlar ve 0zellikle mitokondriyal

solunum yollariin bilesenleri gibi enzimlerdir. Oksidatif stres sirasinda siiperoksit anyon (O3
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), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi ¢esitli ROS tiirleri iiretilebilir
(Rojkind M. ve dig., 2002).

Stiperoksit anyonlari, elektron tasima zincirindeki eksik oksijen indirgemesi ile NADPH
oksidaz enzimatik etkisi ile dretilebilir. Stperoksitler; oksidazlar, peroksidazlar, mono-di-
oksijenazlar ve sitokrom P450 gibi bircok enzimatik mekanizma tarafindan da diretilir.
Fizyolojik kosullar altinda SOD enzimi O, ve H,0,'ye bozunmasini katalize eder. Olusan

H,0, molekiilii de katalaz enzimi tarafindan su ve oksijene dontistiiriiliir.

Notrofiller ve makrofajlar gibi fagositik hiicrelerde, solunumsal patlama sirasinda ve fagositoz
ile mikrobik patojenlerin 6ldiiriilmesi sirasinda NADPH oksidazlar harekete gegirilir. Bununla
birlikte, bu enzimler ayni zamanda endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar,
mezengiyel hiicreler ve kardiyomiyosit gibi ¢esitli fagositik olmayan hiicrelerden de
salmabilir. NADPH oksidaz kompleksinin etkinlestirilmesi; hiicre i¢i depolardan kalsiyum
salinmasina, ardindan protein kinaz C-a'ye bagimli fosforilasyona ve sitosolik fosfolipaz A2

ile arasidonik asit liretimine baghdir.

Asirt ROS fiiretilmesinin hipertansiyon, kardiyovaskiiler sistemdeki inflamasyon, kardiyak
hipertrofi, kardiyomiyopati ve iskemik kalp hastalig1 gibi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarda
hem baslatici hem de devam ettirici olarak rol oynadig1 gosterilmistir (Akki A. ve dig., 2009;
Penna C. ve dig., 2009; Pechanova O. ve Simko F., 2009).

Aciga cikan ROS’dan dolayi, ¢ikan bolgeye bagisiklik yaniti aracilifiyla 16kositler toplanir.
Inflamasyon hiicreleri aktiflestikten sonra, glikokaliks hasarma katkida bulunabilecek ¢ok
cesitli enzimleri ve reaktif tlirleri serbest birakirlar. Bu aracilar glikokaliks hasarina neden

olabilir.

Endotelyal glikokaliksin biitiinliigiini olumsuz olarak etkileyen bir baska potansiyel faktor
olan ANP’nin de AHH’de kalpten salgilanmasi artar. ANP sadece sivi uygulamasiyla
salinmaz ayni zamanda hipoksik durumda da kardiyomiyositlerden ANP hizla iiretilir ve
cevre dokulara salinir. Hipoksi/iskeminin sonucunda ROS agiga ¢ikar. ANP’nin bu siireglerde
hem ROS uretiminde rol oynadigi hem de antioksidan olarak gorev aldigi belirtilmistir (De
Vito P. ve dig., 2010).
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Tim bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda ayni anemik diizeyde iki farkli hemodiliisyon yontemi
olan ANH ve AHH karsilastirildi. Bu amacla sican modelinde %25 hematokrit olacak sekilde
normovolemik ve hipervolemik modellerde hemodinamik O6l¢limler yapilmis ve deney
sonunda alinan serum ve bobrek dokusu 6rneklerinden; rutin biyokimya (laktat, Ure, kreatinin,
BUN), oksidatif stres (malondialdehit, iskemi modifiye albumin), inflamasyon (timor nekroz
faktor alfa), glikokaliks hasar1 (sindekan-1, sialik asit), atriyal natrilretik peptit ve

katekolaminler degerlendirilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARININ GENEL OZELLIKLERI

[.U. Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu'ndan alinan izinden sonra (373279), deney
hayvanlart 1.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii'nden temin edildi.
Caligmamizda ortalama 371,3 g agirhginda toplamda 12 adet Albino Wistar erkek sican
kullanildi. Hayvanlar deney giiniine kadar herhangi bir kisitlama yapmadan %50 nem orani
olan, 23-24 °C oda 1sisinda, standart pellet yemle beslenip, musluk suyu icirildi ve 12 saat

aydinlik - 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma ortaminda barindirildi.
3.2. CERRAHI PROTOKOL

Sodyum pentotal (70 mg/kg i.p.) ile anestezi saglandiktan sonra hayvanlar sirtiistii pozisyonda
operasyon masasina yatirildi. Viicut sicakligi rektal prob ile dlgiilerek 37°C’de sabit tutuldu.
Ardindan trakeostomi yapildi. Hayvanlarin solunumu deney boyunca spontan ventilasyon ile
saglandi. Daha sonra 0,9 mm capinda polietilen kateter kullanilarak deney boyunca sistemik
arteriel basincin takibi i¢in karotid arter, kan 6rnegi alinmasi i¢in femoral arter ve sivi
uygulamalar1 i¢in femoral ven kaniilasyonlar1 yapildi. Karotid artere yerlestirilen kanle
baglanan basing transdiiseri ile basing dalgalar1 gercek zamanli olarak kaydedildi (Biopac

MP45). Operasyon bitimini takiben 20 dk hemodinamik stabilizasyon icin beklendi.
3.3. HEMODILUSYON MODELLERI
3.3.1. Akut Normovolemik Hemodiltsyon

Cerrahi stresin bitmesinin ardindan femoral arterden (1 mL/dak) kan gekilirken ayni hizda
femoral venden %6 HES uygulanarak verildi ve bu uygulama suresi hedef hematokrit %25

oluncaya kadar devam edildi. Aralikli hematokrit 6l¢timii kapiler tiipler ile yapildi.
3.3.2. Akut Hipervolemik Hemodillsyon

Cerrahi stresin bitmesinin ardindan femoral ven araciligiyla kan almadan Iml/dk hizinda
dogrudan %6 HES damar i¢ine enjekte edildi. Yine uygulama esnasinda femoral arterden

alinacak kanlarin 6lgiilmesiyle hedef hematokrit %25°e ulasmak amacglanda.
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3.3.3. Gruplar

Akut Normovolemik Hemodilisyon Grubu (ANH) (n=6): Hemodinamik stabilizasyonun
saglanmasindan sonra kolloid tiirevi (%6 HES) ile normovolemik hemodiliisyon uygulanan ve

hedef hematokrite ulastiktan sonra toplam 30 dakika takip edilmis hayvanlardan olusmaktadir.

Akut Hipervolemik Hemodilisyon Grubu (AHH) (n=6): Hemodinamik stabilizasyonun
saglanmasindan sonra kolloid tiirevi (%6 HES) ile hipervolemik hemodiliisyon uygulanan ve

hedef hematokrite ulastiktan sonra toplam 30 dakika takip edilmis hayvanlardan olusmaktadir.

Hemodinamik stabilizasyonun saglanmasindan hemen sonra (TO), sivi uygulamasinin
sonunda (yaklasik 60-90 dk sonunda hedef hematokrit 25’e ulasincaya kadar, T1) ve hedef
hematokrite ulastiktan 30. dakikanin sonunda (T2) olmak Uzere hayvanlardan kan drnekleri
alindi. Bu zaman noktalarinda hemodinamik parametreler 6lgildi. Ayrica normovolemik
hemodiliisyon yapmak icin alinan kan miktarlari ve uygulanan sivi miktarlar1 da kaydedildi.
Ardindan intrakardiyak kan alimi yoluyla siganlar sakrifiye edilerek; bobrek doku 6rnekleri
alindi. Alinan kan o6rneklerinde hematokrit diizeyleri dlgtildii. Kan érnekleri 5 dakika 5000
rpm’de santrifiij yapildi, elde edilen siipernatantlar ve alinan bobrek dokular1 (bObrek doku
orneklerinin agirhik o6l¢iimii  yapilip, %0,9’luk NaCl ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra)

biyokimyasal dl¢iimlerin yapilacag: giine kadar -20°C’de &l¢iim giiniine kadar saklandi.
3.4. HEMODINAMIK OLCUMLER

TO, T1 ve T2 zaman noktalarinda arteriyel basin¢ sinyallerinden sistolik basing (SB) ve
diyastolik basing (DB) degerleri kaydedildi. Nabiz degerleri elde edilen sinyallerde 1
dakikadaki dalga tepesi tizerinden hesaplandi. Ortalama arteriyel basing (OAB) ilgili formle

gore hesaplandi:
OAB (mmHg)= 2/3 Diyastolik basing¢ + 1/3 Sistolik basing
3.5. HOMOJENIZASYON

Bobrek dokulart 1:10 (w/v) oraninda PBS (fosfat tampon solsyonu; pH 7,4) ile teflon baslikli
homojenizator yardimiyla homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar 3000 g’de 10 dk
santrifiij yapild1 ve siipernatantlar1 toplandi. Toplanan supernatantlar biyokimyasal 6lgimler

icin kullanildz.
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3.6. BIYOKIMYASAL OLCUMLER
3.6.1. Total Protein Tayini

Total protein dizeyinin 6lgima Bradfort yontemine gére homojenat ve serum Orneklerinde
yapildi (Bradfort MM., 1976). Bu yontem Coomassie Brillant Blue ile hazirlanan Bradfort
ayracinin farkli konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak olusan degisik renklerin
spektroskopik Ol¢iilmesi ilkesine dayanir. Artan konsantrasyonlarda protein standartlari
hazirlanip standart egri ¢izildikten sonra drneklerdeki protein igerigi egride yerine konularak
bulundu. Olgiim; 6rnekler iizerine 50 kat Bradfort ayraci koyulduktan sonra 340 nm’de
yapildi.

3.6.2. Serum Keratinin, Ure, Laktat, BUN Tayini

Serum laktat (mmol/L), kreatinin (mg/dL), Ure (mg/dL) ve BUN (mg/dL) duzeyleri

otoanalizor ile dlculdu.
3.6.3. Serbest Hemoglobin Tayini

Serbest hemoglobin tayini farkli dalga boylarinda spektrofotometrik yontem kullanilarak

yapildi (Noe DA., 1984).
Kimyasallar:

0,942 M Sodyum karbonat (Na,CO3)
Olgtim:

Serum Ornekleri 11 kat 0,942 M Na,COs ile dilliye edilip ve 415, 380 ve 470 nm’de Olgiimler
yapilarak yontemde kullanilan formiilde (Serbest hemoglobin (g/dL)= 1,65 X A415-0,93 X Asso

-0,73 x Ay470) yerine konularak bulundu.
3.6.4. Sialik Asit Tayini

Sialik asit duzeylerinin belirlenmesi igin spektrofotometrik yontem kullanilmistir (Sydow G.,
1985).

Kimyasallar:
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%60’lik stok 8,3 mL perklorik asit ¢ozeltisi 91,7 mL distile suyla tamamlanarak %5’lik

perklorik asit ¢ozeltisi hazirlandi.
Ehrlich ¢ozeltisi kullanima hazir olarak satin alindi.
Olgiim:

0,2 ml 6rnek 1,5 mL %5 perklorik asitle muamele edildikten sonra 5 dakika 100°C’de inkiibe
edildi. Sogutulduktan sonra 2500 g’de 4 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha sonra
stipernatanta 0,2 ml Ehrlich ¢ozeltisi eklendi ve 15 dakika daha 100°C’de inkiibe edildi. Son
olarak 1 mL distile su eklenip 525 nm’de spektrofotometrik okuma yapildi. Elde edilen

degerler standart egri tizerinden hesaplanarak sialik asit konsantrasyonlar1 (ng/mL) belirlendi.
3.6.5. Malondialdehit (MDA) Tayini

MDA’nin TBA (tiyobarbitiirik asit) ile sicak ortamda pembe renk olusturmasi ve bunun da
spektroskopik 6l¢iim ile degerlendirilmesi ilkesine dayanan bir dlgimdir (Buege JA. ve Aust
SD., 1978).

Kimyasallar:

Oncelikle %15°lik trikloro asetik asit (TCA) hazirlamak igin 15 g TCA, 0,25 N 100 mL HCI
(hidroklorik asit) icersinde c¢ozildi. Daha sonra %0,375’lik tiyobarbitirik asit (TBA)
hazirlamak i¢in 0,375 gr TBA 0,25 N 100 mL HCI icersinde ¢ozildi. Cozeltiler +4°C’de

saklandi.
Olgiim:

250 pL serum, 1000 pL stok cozelti ile islem yapildiktan sonra 15 dakika beklendi. Daha
sonra 10 dakika 100°C su banyosunda inkiibe edildi ve son olarak 1000 g’de santrifiij

edildikten sonra stpernatant toplanarak 535 nm’de spektroskopik okuma gergeklestirildi.

MDA ’nin ekstinksiyon kat sayist literatiirde 1,56x10° | x (mol cm)™ olarak belirlenmis olup
Lambert-Beer ( A=Ecl ) denkleminde absorbans degeri yerine koyularak MDA

konsantrasyonu (mmol/L) hesaplandi. A= absorbans; €= ekstinksiyon kat sayis1; 1= 151k yolu.

A = Ecl
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3.6.6. iskemi Modifiye Aloumin (IMA) Tayini

Iskemi sonucu bozulan albumin yapisinin kobalt II ile verdigi reaksiyon sonucu olusan
rengin spektrofotometrik olarak okunmasi ilkesine dayanan bir dlgimddr (Bar-Or A. ve dig.,
2000).

Kimysallar:

%0,1 Kobalt kloriir (CoCl 1 g koOhlt kloriir tartilip 10 mL distile suda ¢ézuldu.
Ditiyotreitol (DTT); 15 mg DTT tartilip 10 mL distile suda ¢ozuldu.

%0,9 Sodyum Klortr (NaCl); 0,9 g NaCl tartilip 100 mL suda ¢ozulda.

Serumlara érnek ve kdrde 40 pl’ye 40 puL oraninda %0,1 CoCl di Hxldmkika beklendi.
Daha sonra 10 pL 1,5 mg/ml DTT karistirild1 ve 2 dakika renk degisimi i¢in beklendi. Renk
degisiminin ardindan NaCl eklenip 470 nm’de &lgiim yapildi. Orneklerin absorbans
degerlerinden korlerin absorbans degerlerinin ¢ikarilmasiyla IMA duzeyi (Absorbans Unite)

bulundu.
3.6.7. ELISA Yontemi Kullanilarak Yapilan Olciimler

TNF-a (pg/mL), epinefrin (pg/mL), norepinefrin (ng/mL), ANP (pg/mL) (Ebioscience) ve
sindekan-1 (ng/mL) (Elabscience) duzeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Standart egrisi

cizildikten sonra elde edilen absorbanslardan konsantrasyon degerleri hesaplanmustir.
3.6.8. Islak/Kuru Agirhk Olctimleri

Islak/kuru agirlik oranlarin tespit etmek igin bobrek dokulari tartildiktan sonra 48 saat 80 1C
de etiivde bekletildi ve bu sire sonunda alinan tim dokular tekrar tartildi ve oranlandi
(Stephens KE. ve dig., 1988).

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Hemodinamik ve biyokimyasal dl¢iimlere ait veri setleri normal dagilima uygunlugunun test
edilmesini takiben ortalamazstandart hata (S.E.M.) olarak sunuldu. Ardindan ayni zaman

noktasinda farkli gruplar eslestirilmemis t (unpaired t), gruplarin farkli zaman noktalar1 ise
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eslestirilmis (paired t) t testi ile karsilastir1ldi. Istatistiksel analiz programi olarak GraphPad
Prism (v6.0.ABD) kullanildi ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. UYGULANAN SIVI HACMI BULGULARI

Uygulanan sivi hacimlerine ait bulgular Sekil 4.1’de gortulmektedir. ANH ve AHH
gruplarinda verilen sivi hacmi degerleri arasinda anlamli fark bulundu (ANH: 8,4+0,9 mL ve
AHH: 25,3+3,7 mL; p<0,01).
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Sekil 4.1: Hemodiliisyon modelini olusturmak iizere kullanilan toplam sivi hacimleri (**p<0,01).

4.2. SISTEMiIiK HEMODINAMIK VE HEMATOKRIT BULGULARI

ANH ve AHH gruplarma ait hemodinamik bulgular Sekil 4.2’de gortlmektedir. Olglen
parametrelerin baslangi¢ diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.
Ortalama arteriyel kan basinct ANH grubunda TO (106,1+2,9 mmHg) ile T2 (67,1+4,1
mmHg) zaman noktasinda anlamli farkli bulundu (p<0.01). AHH grubunda ise TO zaman
noktasi (111,3£2,2 mmHg); T1 (98,2+5,2 mmHg; p<0.05) ve T2 zaman noktasinda (84,6£5,7
mmHg; p<0,01) anlamh farkli bulundu. Ortalama arteriyel basing degerleri gruplar arasi

karsilastirildiginda T1 zaman noktasinda anlamli olarak farkli bulunmazken, T2 zaman
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noktasinda anlamli olarak farkli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.2 A). Nabiz ve nabiz basinci

degerleri tiim zaman noktalarinda ve gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.2 B,C).

Hematokrit degerleri her iki grupta T1 ve T2 dizeyleri, TO zaman noktasina gore anlamli
farkli bulundu (p<0,01), ancak TO (ANH: 47,5+1,6 ve AHH: 50,2+1,8) zaman noktasi; T1
(ANH: 24,8+.0,4 ve AHH: 25,0+0,4) ve T2 (ANH: 25,0£1,0 ve AHH: 25,94+1,8) zaman

noktalarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.2 D).
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Sekil 4.2: Tiim zaman noktalarinda gruplara ait ortalama arteriyel basing (A) , nabiz (B), nabiz basimnci
(C), hematokrit (D) diizeyleri (*p<0,05,**p<0,01 ve ***p<0,001)

4.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.3.1. Rutin Biyokimya Bulgular

Rutin biyokimya bulgular1 Sekil 4.3’ te gorilmektedir. Serum laktat, tre, BUN ve kreatinin
diizeyleri baslangi¢ zaman noktasinda gruplar arasinda farkli bulunmadi. AHH grubunda

serum laktat, tre, BUN ve kreatinin dizeyleri baslangic zaman noktasina gore T2 zaman
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noktasinda anlamli farkli bulunmazken, ANH grubunda T2 zaman noktasinda serum laktat
(TO: 1,3£0,2 mmol/L ve T2: 6,2£0,9 mmol/L; p<0.01), dre (TO: 26,4+4,7 mg/dL ve T2:
65,6+£7,0 mg/dL; p<0.001), BUN (TO: 12,5+2,1 mg/dL ve T2: 30,6+3,2 mg/dL; p<0.01) ve
kreatinin (TO: 0,17+£0,02 mg/dL ve T2: 0,43+0,03 mg/dL; p<0.01) dizeyleri TO zaman
noktasinda gére anlamli bulundu. T2 zaman noktasinda serum laktat (ANH: 6,2+0,9 mmol/L
ve AHH: 3,7+1,3 mmol/L; p<0.05), tre (ANH: 65,6+7,0 mg/dL ve AHH: 32,1+2,4 mg/dL;
p<0.01), BUN (ANH: 30,6+3,2 mg/dL ve AHH: 15,1+1,2 mg/dL; p<0.01) ve Kkreatinin
(ANH: 0,43%£0,03 mg/dL ve AHH: 0,20+0,04 mg/dL; p<0.01) dizeyleri gruplar arasinda
anlamli farkli bulundu (Sekil 4.3 A, B, C, D).
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Sekil 4.3: TO ve T2 Zaman noktalarinda gruplarin serum laktat (A) , BUN (B) , iire (C) ve kreatinin
(D) dizeyleri (**p<0,01, ve ***p<0,001)

4.3.2. Oksidatif Stres ve Inflamasyon ile Ilgili Bulgular

Serum-doku MDA, IMA ve serbest hemoglobin diizeyleri Sekil 4.4, 45 ve 4.6’da
gorilmektedir. Serum MDA diizeyleri T2 zaman noktasinda gruplar arast karsilastirildiginda
anlamli olarak fark bulunmadi. Buna karsilik her iki grubun T2 zaman noktasinda (ANH:

1,6+0,2 mmol/L ve AHH: 1,5+0,3 mmol/L) serum MDA diizeyleri kendi baslangig zaman
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noktalarina gore (ANH: 0,4+0,05 mmol/L ve AHH: 0,4+0,06 mmol/L) anlaml1 farkli bulundu
(p<0.05) (Sekil 4.5 A). Bobrek dokusu MDA diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda
ANH grubu (0,2£0,05 mmol/mg protein) AHH grubuna (0,1+£0,04 mmol/mg protein) gore
anlamli bulunmadi (Sekil 4.5 B).
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Sekil 4.4: TO ve T2 zaman noktalarina gore serum (A) ve bobrek dokusunda MDA (B) diizeyleri
(*p<0,05)

Serum IMA diizeyleri baslangi¢c zaman noktasinda gruplar arasinda anlami fark bulunmada.
Buna karsilik sadece ANH grubunun T2 zaman noktasinda (1,139+0,152 absorbans iinite) TO

zaman noktasina (0,826+0,030 absorbans {inite) gére anlamli fark bulundu (p<0,05).



27

3 ANH
3 AHH
1.5+ . #* '
.-le-. L) L}
: T
=
o 1.04 ——
& —_
.
O
;]
ﬁ 0.5
=
=
0.0 T T
<2 <V

Sekil 4.5: TO ve T2 zaman noktalarinda serum IMA diizeyleri (*p<0,05)

Serbest hemoglobin dizeyleri baslangi¢ zaman noktasinda gruplar arasinda anlami fark
gostermedi. Aymi sekilde T2 zaman noktasinda da gruplar arasinda anlamli olarak farkli
bulunmadi. Buna karsilik hem ANH (T0: 0,005+0,002 g/L; T2: 0,042+0,017 g/L) hem de
AHH (T0: 0,007+0,003 g/L; T2: 0,051+0,012 g/L) grubu kendi baslangi¢ noktalarina gore
anlaml fark bulundu (p<0,05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: TO ve T2 zaman noktalarinda serbest hemoglobin diizeyleri (*p<0,05)

Serum ve doku TNF-a diizeyleri Sekil 4.7°de gorulmektedir. Serum TNF-o diizeyleri
baslangi¢c zaman noktasinda gruplar arasinda anlami fark gostermedi. Ayni sekilde T2 zaman
noktasinda da gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmadi. Buna karsilik hem ANH (TO:
31,4+11,0 pg/mL; T2: 177,1£25,7 pg/mL) hem de AHH (TO: 22,2+8,3 pg/mL; T2:
147,0£25,2 pg/mL) grubu kendi baslangi¢ noktalarina gére anlamli fark bulundu (p<0,01)
(Sekil 4.x). Bobrek dokusu TNF-a diizeyleri karsilagtirildiginda ANH grubu (729,1+319,8
pg/mL) AHH grubuna (1089,5+£333,2 pg/mL) gore anlamli fark géstermedi (Sekil 4.7 B).
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Sekil 4.7: TO ve T2 zaman noktalarinda serum (A) ve bobrek dokusunda (B) TNF-a diizeyleri
(**p<0,01)

4.3.3.Glikokaliks Biitiinliigii ile Tlgili Bulgular

Glikokaliks bilesenlerinin diizeyleri ile ilgili bulgular Sekil 4.8’de gortlmektedir. Serum
sialik asit ve sindekan-1 diizeyleri baslangi¢c zaman noktasinda gruplar arasinda anlamli fark
gostermedi. Bununla birlikte serum sialik asit diizeyleri T2 zaman noktasinda da anlamli fark
gorilmedi. Serum sindekan-1 diizeyleri ise gruplar arasinda olmasa da gruplarin kendi TO
zaman noktalarinda gore anlamli fark goriildit ANH TO: 4,2+1,8 T2: 8,9+2,7 p<0,05; AHH
TO0: 6,6+£2,4 T2: 11,6+3,6;p<0.05) (Sekil 4.8 A,C).

Bobrek doksunda sialik asit diizeyleri karsilastirildiginda ANH grubu (0,063+0,004 mol/mg
protein) AHH grubuna gore (0,1+0,04 mol/mg protein) anlamli olmayan fark goriildi (Sekil
4.9 B). Bobrek doksunda sindekan-1 diizeyleri karsilastirildiginda ANH grubu (95,4+19,6
ng/mL) AHH grubuna gore (180,6+40,9 ng/mL) anlamli fark gosterdi (p<0,05) (Sekil 4.8
B,D).
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Sekil 4.8: TO ve T2 zaman noktasinda gruplarin serum (A,C) ve bobrek dokusunda (B,D) sialik asit ve
sindekan duzeyleri.(*p<0,05)

4.3.4.Katekolaminler ve ANP ile ilgili Bulgular

Serum ve doku epinefrin, norepinefrin ve ANP diizeyleri Sekil 4.9°da gortlmektedir. Serum
epinefrin, norepinefrin ve ANP diizeyleri baslangi¢c zaman noktasinda gruplar arasinda anlami1
fark gostermedi. Ayni sekilde T2 zaman noktasinda da serum epinefrin, norepinefrin ve ANP
diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmadi. Buna karsilik serum
epinefrin duzeyleri hem ANH (TO: 136,4+23,4 pg/mL; T2: 210,8+20,9 pg/mL; (p<0,001) hem
de AHH (TO: 95,1+19,4 pg/mL; T2: 180,5+36,0 pg/mL; (p<0,05) grubu kendi baslangi¢
noktalarina gore anlamli fark bulundu. Serum norepinefrin dizeyleri de hem ANH (TO:
0,3+0,02 ng/mL; T2: 1,2+0,1 ng/mL; (p<0,01) hem de AHH (T0: 0,4+0,1 ng/mL; T2: 1,2+0,3
ng/mL; (p<0,05) grubunda kendi baslangi¢ noktalarina gore anlamli fark bulundu. Ayni
sekilde serum ANP diizeyleri de hem ANH (TO: 25,1+1,6 pg/mL; T2: 66,2+11,6 pg/mL;
(p<0,05) hem de AHH (TO0: 27,1+5,1 pg/mL; T2: 55,3%5,2 pg/mL; (p<0,001) grubunda kendi
baslangi¢ noktalarina gore anlamli fark bulundu (Sekil 4.9 A,C,E).
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Bobrek dokusu epinefrin diizeyleri karsilastirildiginda; ANH grubu (242,4+37,8 pg/mL) AHH
grubuna (374,6£58,1 pg/mL) gore anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.9 B). Bobrek dokusu
norepinefrin diizeyleri karsilagtirildiginda; ANH grubu (0,2+0,03 ng/mL), AHH grubuna
(0,08+0,04 ng/mL) gore anlamli olarak farkli bulundu (p<0,01) (Sekil 4.9 D). Bobrek dokusu
ANP diizeyleri karsilastirildiginda ANH (20,7+8,7 pg/mL), AHH grubuna (0,4+0,4 pg/mL)
gore anlamli olarak farkli bulundu (p<0,05) Sekil (4.9 F).
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Sekil 4.9: TO ve T2 zaman noktalarina gore serum (A,C,E) ve bobrek dokusunda (B,D,F) epineftin,
norepinefrin ve ANP dizeyleri (*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001)

4.3.5. Bobrek Islak/Kuru Agirhik Bulgular:

Bobrek 1slak/kuru agirlik oranlar1 gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Gruplar aras1 bobrek 1slak/kuru agirlik karsilagtirmast
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamiz sicanlarda hemodiliisyon tekniklerini (normovolemik ve hipervolemik) hedef
hematokrit 25 seviyesinde karsilagtiran ve olusan anemik durumun hiicresel ve bobrek iizerine
etkilerini gosteren ilk calismadir. Bu amagla endotelyal glikokaliks biitiinliigii, oksidatif stres
ve inflamasyon siiregleri degerlendirilmis ve ANP ve katekolaminlerin katkisi anlasilmaya
calistlmistir. Baslica bulgularimiz: 1) Her iki hemodiliisyon teknigi hemoliz (serbest
hemoglobin), sistemik inflamasyon (TNF-a), oksidatif stres (MDA), glikokaliks bozulmasi
(sindekan-1, sialik asit), ANP ve katekolamin seviyelerinde (epinefrin, norepinefrin) artisa
neden oldu. Ayrica, 2) akut normovolemik hemodiliisyon kan basincimi disiiriip, sistemik
hipoksiye ve bobrek fonksiyonuna etki ederek bobrek iizerinde strese neden olmaktadir. 3)
Buna karsilik, akut hipervolemik hemodiliisyonda ise hedef hematokriti elde etmek i¢in daha

fazla siviya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cerrahide ve yogun bakimda arteriyel basinci diizenlemek ve perfiizyonu korumak icin sivilar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kristaloid veya kolloid sivilarin uygulanmasi hemodiliisyona
yol agar. Calismamizda sicanlarda iki farklt hemodiliisyon modeli uygulanmistir. Akut
normovolemik hemodiliisyon (ANH) cerrahi girisimden ve anestezi isleminden 6nce kanin
alinmasi ve ayni miktarda sivi uygulamasiyla olusur. Akut hipervolemik hemodiliisyonda
(AHH) ise kan alinmadan dogrudan sivi uygulanarak kan sulandirilir (Mielke LL. ve dig.,
1997; Balasubramanian V. ve dig., 2019; Rehm M. ve dig., 2000; Kumar R. ve dig., 2002).

S1vi uygulamalari, kan transflizyonunun yerini alabilecegi diigiiniilen énemli bir teknik olsa
da, islemin kanin seyreltilmesi sonucu hiicresel hasara yol acabilecegi ve hatta uzak organ
hasarina neden olabilecegi gosterilmistir. Hastalarin siv1 statiisii tam olarak bilinmediginden
dolay1 s1v1 uygulamasinin sonucu 6nce ANH ve sonrasinda AHH olarak ortaya ¢ikabilir. Her
iki durumda da, damar icini déseyen endotel hiicrelerinin yapisi, fizyolojisi, iyon dengesinin
bozulmasi ve endotelin mekanik kuvvetlere maruz kalmasi nedeniyle bozulur (Torres Filho
IP. ve dig., 2016). Bir ¢alismaya gore omurilik iskemisi olan hastalarda HES ile yapilan
ANH, norolojik hasarin artisina neden olmustur (Kim J. ve dig., 2012). Ayrica AHH bdbrek

tizerindeki etkileri travma sonrasi hastalarda incelenmis ve uygulama sonrasinda goriilen
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solunum yetmezligi, hipertansiyon, artmis kalp debisi ve renal perfiizyondaki diisiisiin

hipervolemiye bagli oldugu tahmin edilmektedir (Lucas CE. ve dig., 1977).

ANH’de kan diliiye olduk¢a hematokrit azalir ve anemi derinlesir. Anemi belirtilerinden
sonra hipoksi belirtileri ortaya ¢ikar (Johannes T. ve dig., 2006). AHH’de de once diliisyona
bagli olarak anemi goriiliir, ancak damarda sivi hacmindeki artistan sonra damar gerginlesir
ve silirece atriyal natriiiretik peptit (ANP) aracili hasar mekanizmalar1 katilir (Jacob M. ve

dig., 2013).

Caligmamizda her iki grupta sistemik hemodinamik parametrelerden ortalama arteriyel basing
(OAB) ve nabiz 6l¢iilmiistiir. ANH grubunda OAB zaman i¢inde kademeli olarak azalirken,
nabiz sabit kalmistir. Ayrica ANH grubunda yiiksek laktat diizeyi de goriilmiistiir. Derin
hemodiliisyonun etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada da OAB’nin azaldigi ¢alismamiza
benzer sekilde gozlemlenmistir (Cabrales P. ve dig., 2005). Kontrolsiiz kanamada
hemodiliisyon ve kan basinci iligkisinin arastirildigi bir diger calismada da OAB degerleri s1vi
uygulamalariyla eski haline dondiiriillememis aksine diisiis gézlemlenmistir (Pawelczyk NS.
ve dig., 2013). Ayrica domuzlarda yapilan ¢alismalara gére ANH sonrasi olusan hipotansiyon
renal fonksiyon bozukluklari ve 6dem olusumu ile iliskilendirilmistir (Konrad FM. ve dig.,
2013). Yine farkli bir ¢alismada perflizyon yetersizligi durumlarinda ortaya ¢ikan akut bobrek
hasarmin serum BUN ve iire seviyelerindeki artis ile gosterilmistir. Ayrica ANH sirasinda
anemi ve hipoksi belirtegleri birlikte gosterilmistir (Kei T. ve dig., 2017). Yine farkli bir
calismada kardiyopulmoner bypass sirasinda da yapilan hemodiliisyon sonucu olusan
anemide de serum kreatinin seviyelerinin artis gosterdigi bilinmektedir. Kreatinin artisinin
sonucu olarak renal fonksiyon kayb1 yasandig1 da gézlemlenmistir (Habib RH. ve dig., 2005).
Calismamizda da benzer olarak diisiik arteriyel basincin goriildiigiic ANH’de laktat diizeyinin
yiiksek ¢ikmasi ANH’nin hipoksiye neden oldugunu agikca gostermektedir. Bu olusan
hipoksi dogrudan bobrek fonksiyonlarini etkilemektedir. Calismamizda bu durum ANH'de

serum laktat, kreatinin, BUN ve (re seviyeleri AHH'ye gore ylksek bulunarak gosterilmistir.

HES gibi kolloid tiirevi sivilarin uygulama sonrasinda % 60'min damardan sizarak 6deme yol
actig1 bilinmektedir. Bu 6demin endotel glikokaliks yapisinin bozulmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Rehm M. ve dig., 2000). Odem diizeyine gére organ fonksiyonlarinin
bozulmas1 da s6z konu olabilir. Ancak, aksi ¢alismalar da gosterilmistir. Kardiyopulmoner

bypass islemi sirasinda verilen HES sivisinin etkilerinin incelendigi bir diger calismada
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akcigerde 6dem olusumu goézlenmis, ancak bobrek fonksiyon bozukluguna rastlanmamistir
(Fujii Y. ve dig., 2017). Calismamizda hem ANH’de hem de AHHde glikokaliks unsurlarinin
kanda yliksek bulunmasi sivi uygulamasiin kendisinin dogrudan etkisini gostermektedir.
Dolayisiyla glikokaliks hasarina gerilmenin dogrudan bir katkis1 olmayabilir. Caligmamizda
ayrica bobrek dokusunda 1slak kuru agirlik orani 6l¢iilmiis ve normovolemik ve hipervolemik
hemodiliisyon gruplar1 arasinda fark bulunmamistir. Islak kuru agirlik oram1 doku 6dem
diizeyinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Fujii Y. ve dig., 2017). Calismamizda her iki
grupta kontrole goére sindekan diizeylerinin artmasi ve ANH yapilan gruba ait dokuda
sindekan diizeyinin diismesi; sivi uygulamasinin dogrudan glikokaliks hasarin1 gostermekte
hatta ANH’de hasarin daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak 1slak kuru agirlik
orani ile bu durum Ortismemektedir. Bu durum son zamanlarda iddia edildigi gibi
glikokaliksin 6dem ile iliskili olmadig1 (Guerci P. ve dig., 2018 ) ya da 6dem olugsmasi igin
daha fazla bilesenin yikilmasi gerektigi seklinde agiklanabilir. Nitekim calismamizda sialik
asit diizeylerinde fark goriilmemistir. Farkli olarak su sekilde bir siirecte ger¢eklesmis olabilir:
Endotel yiizey katmanindaki onkotik basing farkliliklar1 sik¢a diizenlenir ve ¢ok hizli bir
sekilde dengeye ulasir. Boylece daha az sivi filtre edilmis olur. Fonksiyonel bir vaskiiler
bariyer, saglam bir glikokalikse ve bunun plazma tiirevli proteinlerle, 6zellikle albiiminle
etkilesime dayanir. Dolasimdaki alblimin kaybi, glikokaliksin kaybma eslik eder, bu da
stvinin dokulara ulagmasina neden olur. Hayvan modellerinde, albiimin, HES’e kiyasla net
stvi ekstravazasyonunu azaltmistir (Jacob M. ve dig., 2006). Bu bilgiler 1s18inda ANH’de
albumin kayb1 oldugu diistiniiliirse glikokaliks hasarinin mekanizmasi kayip albumin ile

iliskilendirilebilir.

Hemodiliisyon, eritrositlerde ozmotik strese neden olup hemoliz ger¢eklesebilir. Yapilan
calismalarda hemoliz sonrasinda hiicresel hasar gosterilmistir (Shih AV. ve dig., 2014).
Calismamizda her iki grupta da serbest hemoglobinin plazmada artis1 goriilmiistiir. Ancak bu
artisin birbirinden farkli olmamasi sivinin gerilme olsada olmasada dogrudan kendi etkisiyle

hemolize neden oldugunu isaret etmektedir.

Serbest hemoglobin dogrudan oksidatif strese neden olabilecegine dair ¢alismalar
bulunmaktadir (Plewes K. ve dig., 2017). Caligmamizda her iki grupta lipid peroksidasyon
belirteci olan MDA 6l¢iilmiis ve her iki grupta da yliksek bulunmustur. Doku diizeyinde ise

bir fark goriilmemistir. Ozellikle yapilan diger ¢alismalarda da uzun sureli s1vi uygulamalari
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lipit peroksidasyonunu arttirarak hasar1 olusturdugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda hidroksil
radikalleri de 6l¢limii yapilmis ve bobrek dokusunda hidroksil radikalleri HES uygulmasiyla
arttigr goriilmiistiir (Correa TD. ve dig., 2015; Morariu AM. ve dig., 2006). Dolayisiyla sivi
uygulmasinin  yarattigit ozmotik stres sonucunda serbestlenen hemoglobin lipid

peroksidasyonuna neden olmus olabilir.

Calismamizda iskemi ve oksidatif stres belirteci olan IMA diizeyleri de dl¢iilmiistiir. Iskemik
modifiye albumin (IMA) hiicre nekrozundan 6nce akut iskemi tespitinde kullanilmaktadir.
Calismamizda ANH’de IMA seviyeleri baslangic seviyelerine gore artis gostermektedir.
Yapilan caligmalara gére de IMA’nin artisi renal iskemik hasar i¢cin erken dénemde bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir (Kocan H. ve dig., 2014). Artmis IMA seviyeleri
kritik bobrek hastaliklarinda da gozlenmis ve raporlarda IMA diizeylerinin; hemoglobin,
kreatinin ve laktat diizeyleri ile kuvvetli bir sekilde korelasyon icinde oldugu goriilmiistiir

(Cichota LC. ve dig., 2008).

TNF-a gibi kemokinlerin arts1 endotel yiizey tabakasinin énemli 6lgliide bozulmasina neden
olur (Brettner F. ve dig., 2012). Bu calismamizda TNF-o diizeyleri iki hemodiliisyon
tekniginde de yiikselmis ve oksidatif strese aracilik ettigi diistiniilmektedir. TNF-a bdbrek
endotelinde Rho-GTPazlarla isbirligi yaparak bariyerin biitiinliigiinii korudugu gosterilmistir
(Tan RJ. ve dig., 2016). Endotel hiicrelerde Racl ve RhoA dengesine bagli olarak hiicre
gecirgenligi diizenlenir. Bir molekiil ¢alisirken, digerini inhibe eder bu sayede hiicreler arasi
baglanti ve glikokaliks katmani diizenlenir. TNF-a igin endotelyal cAMP seviyelerinin
azalmasinin, RhoA'nin aktivasyonundan 6nce gelen Racl'in inaktivasyonuna neden oldugu ve
bunun da bariyer yikimiyla alakali oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda cAMP’nin artisina
bagli olarak TNF-a bagimli kapiller gecirgenlik normale doner. P190RhoGAP"n, hiicreler
aras1 siki baglantilarda p120-katenin yoluyla lokalize oldugu ve Racl'in bu yolu kullanarak
RhoA'y1 inhibe ettigi gosterildiginden, Racl'in etkisizlestirilmesi ve siki baglanti
bozulmasinin, inflamasyonda bariyer bozulmasina katkida bulunabilecek RhoA
aktivasyonuna neden olmast miimkiindiir (Radeva MY. ve Waschke J., 2017). Calismamizda
her iki sivi uygulamast ANP’nin Rac1-RhoA molekiilleriyle oksidatif stres yolaginda isbirligi
yaptigin1 diisiindiirmektedir (De Vito P. ve dig., 2010). Biitiin bunlar 15181nda ANP ve TNF-a

bagimli glikokaliks hasarini tespit etmis bulunmaktayiz.
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Yapilan ¢alismalarda AHH'nin neden oldugu stres durumunda ANP salgilanmasinin,
glikokaliks yikiminin ile inflamasyonun baglamasi ve intravaskiiler dengeyi bozan olaylarin
ortaya c¢ikmasiyla sonuclandigi goriilmiistiir (Chappell D. ve dig., 2014). Ancak
calismamizda, glikokalis pargalanmasi, inflamasyon ve hatta ANP’nin kanda artist ANH'de de
ortaya ciktigin1 gordiik. Bu durumda, gerilime degil, intravaskiiler ¢evreye yabanci bir
maddenin yani sivinin eklenmesinin olaylar1 baslatabilecegi diisiindiirmektedir. Yapilan diger
caligmalarda da sivilarin ve hemodiliisyon uygulamalarinin inflamasyonu olusturabilecegi
gosterilmistir (Kahvegian M. ve dig., 2013; Morariu AM. ve dig., 2006). ANP ile birlikte
norepinefrin gibi katekolaminlerin diizeyi vaskiiler stresin ve inflamasyonun arttigi
durumlarda artar (Ostrowski SR. ve dig., 2013b). Ancak, ANP’nin adrenerjik hiicrelerde
kalsiyum duyarliligin1 azaltarak katekolamin salinimini baskiladigi da goézlemlenmistir
(Kanwal S. ve dig., 1997). Ote yandan, plazmadaki ANP seviyesi arttik¢a, glikokaliks
hasarma bagli olarak katekolamin seviyelerinde paralel bir artis s6z konusudur (Ostrowski
SR. ve dig., 2013a). Ayrica, miyoendokrin hiicrelerinde B-adrenerjik reseptorlerin tarafindan
katekolaminlerin salinmasinin, hiicre ici kalsiyum artigina bagli olarak ANP salinimini inhibe
ettigi de bilinmektedir (Quan, HX. ve dig., 2010). Boyle bir durumda damar i¢i kompliyansi
diizenleyen bu iki molekiiliin birbirine ne zaman zit yonde etki ettiginin, ne zaman es zamanl
olarak arttifinin kesin bilgisi yoktur. Dolasimdaki ve sempatik sinir uglarindan salinan
katekolaminlerin (epinefrin, norepinefrin) artiginin, kan basincini arttirdigt ve damarlarda
kasilmalara neden oldugu bilinmektedir. Katekolaminler ayrica endotel glikokaliksin
par¢alanmasinda da rol oynar ¢iinkii kan basincini arttirirlar. Bu da pulmoner 6deme neden
olabilir (Diinser MW. ve dig., 2009). Stresle glikokaliksin parcalanmasinin bir sonucu olarak,
glikokaliks parcalar1 ¢evrede lokalize inflamasyona neden olabilir ve hiicrelerin ile
proteinlerin doku icine gegisine izin verir. Bundan dolay1 filtrasyon hiz1 artmis olur. Boylece
0dem olusumuna neden olabilir veya kan dolagimiyla uzak organlara hasar verebilir. Aksi
olarak ortaya c¢ikan hasara paralel olarak katekolamin seviyesi artabilir. Sivi
uygulamalarindaki bu degisikliklerin bir sonucu olarak, damarda ve ¢evresinde iskemi benzeri
kosullar ve inflamasyon meydana gelir. Sonucunda ise akut ve kronik bobrek hasarinda
goriilen molekiillerle iliskilendirilmistir (Xu Y. ve dig., 2015). Bununla birlikte, bu durumun
olustugu kosullar (ne kadar sivi verilir), verilen sivinin damarda ne olusturacagi
(mikrovaskiiler fizyolojik) ve ANP, katekolamin ve endotel glikokaliks arasindaki baglanti

hakkinda yapilan ¢aligmalarda kesinlik kazanilmamustir.
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Yapilan bir diger ¢alismada endotelyal glikokaliksin ii¢ ana bileseninin koroner arter bypass
ameliyat1 sirasinda yikildigini géstermektedir. ANP ve inflamatuvar sitokinlerin salinimi ile
ilgili zaman diliminde glikokaliks dokiilmesi karsilastirildiginda her iki cerrahi prosediirde
biiyiik olasilikla dokiilmeyi baslatan araci olarak ANP'yi gosterilmistir (Bruegger D. ve dig.,
2011). ANP ile glikokaliks yikiminin birbiriyle etkilesimli olabilecegi hala tartisilmaktadir.

Makrofajlarda ANP, uyarilabilir siklooksijenaz ve TNF-a gibi sistemleri ve diger
proinflamatuarlart da inhibe edebilir (Kiemer AK. ve dig., 2000; Kiemer AK. ve dig., 2002a).
ANP salgilanmasinin bu denli yiiksek oldugu bu hemodiliisyon durumunda ANP’nin
kardiyovaskdiler sistemde anti-oksidant etki yarattigi da bilinmektedir. Ancak damar endoteli
hicrelerinde, ANP, NADPH oksidaz1 aktivite ederek reaktif oksijen tiirlerinin agiga
salinmasina ve pro-oksidant olarak oksidatif stres dongiisiiniin igersinde yer almaktadir
NADPH oksidazlar ise Rho-GTPaz-Racl hiicre baglantisi saglayan molekiillerle isbirligi
icindedir. TNF-o ve ANP artisina bagli olan buradaki hiicre gegirgenligi ile ilgili olaylar tam
anlamiyla ¢oziilememistir (De Vito P. ve dig., 2010). ANP, endotel hiicrelerinde NPR-A
kaynakli ¢cGMP iiretimi ilizerinden TNF-o’nin inflamatuvar etkilerini ortadan kaldirabilir.
Bunun yaninda, saperonlarin ve G-aktin polimerizasyonunun fosforilasyonunu iceren bir
sinyallesme yoluyla ANP, endotelyal gecirgenlik ve sito-iskelet degisiklikleri iizerindeki TNF
kaynakli etkilere kars1 koruyucu etkiler de gosterebilir (Kiemer AK. ve dig., 2002b). Artan
laktat diizeyini de gbz Onilinde tuttugumuzda ve ANP’nin bu durumda anti-oksidant mi1 pro-

oksidant olarak m1 olaya etki ettigi agiklanamamugtir.

Epinefrin ve norepinefrinin damar endoteline ve glikokaliks yikimina etkileri tartisiimaktadir.
Katekolaminlerin endotele etkisinin aterosklerozun olasi baslangicina neden oldugu
diisiiniilmektedir (Hauss WH. ve dig., 1990). Bir diger calismada ise sempatik denervasyon
sonrast akut travmatik koagiilopatili siganlarda anti-inflamatuvar ve endotel koruyucu etkiler
saglanmistir. Bundan yola ¢ikarak sempatik sistemin iirettigi katekolaminlerin endotele hasar
verdigi diistindiirmektedir (Xu L. ve dig., 2015). Yapilan baska bir aragtirmanin sonuglarina
gore, eritrositlerin terminal bobrek yetmezligi asamasinda katekolamin biriktirebildigini
gOstermektedir ve ek olarak, eritrositlerdeki epinefrin, dopamin seviyeleri, plazmadaki tre
birikimine baglhidir. Ayrica eritrosit bagimli katekolamin artisinin hemodiyaliz hastalarinda

mortalite belirleyicisi oldugu diistiniilmektedir (Dziedzic M. ve dig., 2013).
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Sonug olarak:

Calismamizda iki hemodiliisyon tipi sican modelinde karsiltirilmis ve ANH ve AHH’de
stvilarin - dogrudan  olumsuz  etkileri  gOsterilmistir.  Bulgularimiz  normovolemik
hemodiliisyonda mikrodolasimdaki perfiizyon bozuklugunun, hemodiliisyon sonrast akut
bobrek hasarinin gelisimine katkida bulunabilecegi hipotezini desteklemektedir. Sivilarin
kullanimi1 ve ne kadar kullanilacagi ya da hangi yontemle kullanilacagi iizerinde durulmasi bir
konudur. ANH yerine AHH’de sistemik vaskuler yatag: gererek perfiizyonun verimini garanti
etmektedir. Dolayisiyla hemodilusyonun kag¢inilmaz oldugu durumlarda hipervolemik
hemodiliisyon bobrek i¢in daha avantajli olabilir. Ancak dengeli olmayan sivilarla yapilan
hipervolemik durumlarin uzun vadedeki etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. ileri

arastirmalara ihtiyag vardir.
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