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OZET

Giris ve amac: Iskemi reperfliizyon hasar;; parsiyel nefrektomi, renal
transplantasyon ve sepsis gibi klinik durumlarda bobrege giden kan akiminin azalmasi
veya tamamen sonlanmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve hayati tehdit eden bir tablodur. Bu
caligmada amniyon hiicre kiiltlir 6zelligi tastyan Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete

Medium tedavisinin iskemi reperflizyon hasar1 iizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.

Gerec ve yontem: Bu deneysel hayvan calismasi, Diizce Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu onayi ile gerceklestirilmistir. Calismada 200-250 gram agirliginda,
8-10 haftalik, 36 adet Wistar-Albino cinsi disi rat kullanildi. Ratlar 4 grubu ayrildi. Grup
1 (n=9), sham grubu olarak belirlendi ve yalnizca laparotomi uygulandi. Grup 2 (n=9),
I/R grubu olarak tasarlandi1 ve uygun cerrahi prosediirle yalnizca bilateral renal pedikiil
klemplenerek 45 dakika iskemi sonrasi reperfiizyon uygulandi. Grup3 (n=9)’e 45 dakika
iskemi uygulandiktan sonra reperfiizyon saglandi ve reperflizyondan 1 saat sonra 1 cc
Gibco™ AmnioMAX™ - [I Complete Medium intraperitoneal olarak uygulandi ve bu
grup tedavi grubu olarak adlandirildi. Grup 4 (n=9)’e iskemiden 1 saat 6nce 1 cc Gibco™
AmnioMAX™ - II Complete Medium intraperitoneal olarak uygulandi ve iskemi
reperflizyon prosediirii ayn1 sekilde yapildi. Reperfiizyon tiim gruplar i¢in 24 saat olarak
belirlendi ve 24 saat sonra denekler sakrifiye edildi. Kan orneklerinden serum kan iire
azotu (BUN), iire, kreatinin seviyeleri belirlendi. Renal doku  kesitlerinden ise
biyokimyasal olarak Malondialdehit (MDA), Katalaz (CAT), Super Oksit Dismutaz
(SOD), Total Antioksidan Status (TAS), Total Oksidant Status (TOS), Glutatyon
Peroksidaz (GPx), Glutatyon (GSH), Nitrik Oksit Sentaz (NOS) konsantrasyonlari
belirlendi. Histopatolojik incelemeler i¢cin H&E ve PAS boyamalar1 yapilarak EGTI

skorlama sistemi kullanild1. Istatistiksel analizde p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular: Serum orneklerinden calisan BUN, {ire ve kreatinin degerleri sham
grubuna kiyasla I/R grubunda yiiksek, tedavi grubunda ise I/R grubuna goére anlamli
derecede diisiik olarak bulundu. TAS degerleri I/R grubunda kontrol grubuna gore ciddi
derecede diisiik belirlendi. Tedavi ve profilaksi grubunda ise I/R grubuna kiyasla yiiksek
saptand1. TOS/OSI seviyeleri, TAS seviyelerinin tam tersi sekilde I/R grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda I/R grubunda yiiksek saptandi. Tedavi grubundaki TOS/OSI
seviyeleri I/R grubunda diisiik bulundu. GSH, SOD, GPx, CAT ortalama degerleri
birbirine benzer sekilde I/R grubunda sham grubuna gore diisiik olarak tespit edildi.
Tedavi gruplarinda ise I/R grubunu gore yiiksek oldugu anlamli bulundu. MDA seviyeleri
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I/R grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda anlamli fark
saptanmadi. NOS seviyeleri arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi. Histopatolojik
incelemelerde sag ve sol bobrek dokularint EGTI skorlar1 arasinda anlamli fark yoktu.
Sag ve sol bobrek kesitlerinde I/R grubunda bu skor tedavi, profilaksi ve kontrol grubuna
gore yiksekti. Profilaksi ve tedavi gruplar1 kiyaslandiginda biyokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmelerden sadece GSH seviyelerinde, tedavi grubunun daha

yiiksek oldugu anlamli bulundu.

Sonu¢: Sicanlarda olusturulan renal I/R  hasar1 modelinde Gibco™
AmnioMAX™ - I Complete Medium tedavisinin histopatolojik ve biyokimyasal

arastirma sonucunda doku hasarini azalttig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Iskemi Reperfiizyon Hasar1, Gibco™ AmnioMAX™ - II

Complete Medium, Amnion



ABSTRACT

Introduction and objective: Ischemia reperfusion injury is a life-threatening
condition that occurs as a result of reduced or complete cessation of blood flow to the
kidney in clinical conditions such as partial nephrectomy, renal transplantation and sepsis.
In this study, we aimed to investigate the effects of Gibco™ AmnioMAX™ - IT Complete
Medium treatment, which has amniotic cell culture properties, on ischemia reperfusion

injury.

Materials and Methods: This experimental animal study was conducted with the
approval of the Diizce University Animal Experiments Ethics Committee. In the study,
36 female Wistar-Albino rats, weighing 200-250 grams, aged 8-10 weeks, were used. The
rats were divided into 4 groups. Group 1 (n=9) was determined as the sham group and
only laparotomy was applied. Group 2 (n=9) was designed as the I/R group and
reperfusion was applied after 45 minutes of ischemia by clamping only bilateral renal
pedicles with the appropriate surgical procedure. Group 3 (n=9) received reperfusion after
45 minutes of ischemia and 1 hour after reperfusion, 1 cc of Gibco™ AmnioMAX™ - [I
Complete Medium was administered intraperitoneally and this group was called the
treatment group. Group 4 (n=9) received 1 cc of Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete
Medium intraperitoneally 1 hour before ischemia and the ischemia was continued until
the end of the treatment period. The reperfusion procedure was performed in the same
way. Reperfusion was determined as 24 hours for all groups, and the subjects were
sacrificed after 24 hours. Serum BUN, urea, and creatine levels were determined from
blood samples. Malondialdehyde (MDA), Catalase (CAT), Super Oxide Dismutase
(SOD), Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS), Glutathione
Peroxidase (GPx), Glutathione (GSH), and Nitric Oxide Synthase (NOS) concentrations
were determined biochemically from renal tissue sections. H&E and PAS stains were
performed for histopathological examinations, and the EGTI scoring system was used.
P<0.05 was considered significant in statistical analysis.

Result: BUN, urea and creatinine values studied from serum samples were found
to be higher in the I/R group compared to the sham group and significantly lower in the
treatment group compared to the I/R group. TAS values were significantly lower in the
I/R group compared to the control group. They were higher in the treatment and

prophylaxis groups compared to the I/R group. TOS/OSI levels, in contrast to TAS levels,
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were found to be higher in the I/R group when the I/R group and the control group were
compared. TOS/OSI levels in the treatment group were found to be lower in the I/R group.
Mean values of GSH, SOD, GPx and CAT were found to be similarly lower in the I/R
group compared to the sham group. However, they were found to be significantly higher
in the treatment groups compared to the I/R group. MDA levels were found to be higher
in the I/R group compared to the control group. No significant difference was found
between the other groups. No significant difference was found between the NOS levels.
In histopathological examinations, there was no significant difference between the EGTI
scores of the right and left kidney tissues. In the right and left kidney sections, this score
in the I/R group was higher than in the treatment, prophylaxis and control groups. When
the prophylaxis and treatment groups were compared, only the GSH levels were found to
be significantly higher in the treatment group among the biochemical and

histopathological evaluations.

Conclusion: In the renal I/R injury model created in rats, it was concluded that
Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium treatment reduced tissue damage as a

result of histopathological and biochemical studies.

Keywords: Ischemia Reperfusion Injury, Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete

Medium, Amnion
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek, cesitli cerrahi girisimler veya klinik durumlar sirasinda iskemiye, yani
kan akiminin azalmasina ve ya tamamen kesilmesine maruz kalabilen hayati bir organdir
(1). Iskemi, bobrek dokusunda oksijen yoksunluguna yol agarak hiicrelerde enerji kaybs,
toksik metabolit birikimi, fonksiyon bozuklugu ve hatta hiicre 6liimii gibi ciddi hasarlara
neden olur. Iskemi siiresi ne kadar uzarsa hasarin siddeti de o dogrultuda artar (2).

Organlara giden kan akiginin durmasi veya azalmasi iskemi, kan akisiin yeniden
saglanmasi da reperfiizyon olarak adlandirilir. Iskemi, bobrek gibi cogu organ igin ¢ok
ciddi hasarlar olusturabilecek patofizyolojik siireclerden birisidir. Reperflizyon; parsiyel
nefrektomi, bobrek transplantasyonu, sok, sepsis, kardiyopulmoner bypass ve bazi
tirolojik islemlerin yaninda pek ¢ok klinik durumda goriilebilir. Bobrek yetmezligi ise
iskemi reperfiizyon (I/R) hasarinin meydana gelmesi sonucunda ortaya ¢ikabilecek klinik
durumlardan bir tanesidir (3).

Iskemiyle beraber dokularin oksijenlenmesi azalirken, reperfiizyonla beraber
paradoksal olarak hiicresel diizeyde siddetli hasar gelisir. Reperfiizyon, her ne kadar
gerekli olsa da, bu siirecte hasarli dokuya bol miktarda molekiiler oksijen (O-)
sunulmasiyla asir1 serbest oksijen radikalleri (ROS) olusumu ve antioksidan savunma
mekanizmalarinda yetersizlik meydana gelir. Bu durum, akut bobrek hasarmin (ABH)
gelisiminde 6nemli bir rol oynar (4). Akut iskemik bdbrek hasari, bobreklere yeterli
arteriyel kan akisinin engellenmesi sonucunda gelisen yaygin bir komplikasyondur.
Hemorajik sok, sepsis, parsiyel nefrektomi ve bobrek transplant cerrahisi gibi klinik
durumlarda bobrege giden kan akiminin kesilip aniden tekrar baslamasi, dokular1 ciddi
bir reaktif oksijen yiikiine maruz birakmaktadir. Bu durumun baslica sebebi ROS artisi,
inflamatuvar hiicrelerin inflamasyon alanina gocii ve adhezyonuyla gelisen bir dizi
biyokimyasal reaksiyondur. Basta lokositler olmak {izere endotel tarafindan agiga
cikarilan ROS, lipid, protein ve niikleik asitlerin oksidasyonuna yol agar. Hiicre zarindaki
fosfolipidler de ayn1 oksidasyona ugrar ve bu durum zar biitiinliigline zarar verir. Hiicre
ici kalsiyum artig1 ve arasidonik asit metabolitleri gibi faktorler, bobrek hiicrelerindeki
ROS onciilleridir. Bu onciiller vasitasiyla mitokondriyal disfonksiyon, ATP azalmasi,

sitokin ve kemokin salmimiyla tetiklenen inflamasyon, lokosit aktivasyonu,



mikrovaskiiler degisiklikler, endotel disfonksiyonu ve sonu¢ olarak gelisen bir dizi

reaksiyon sonucu hiicre membran yikimi artar ve bobrek fonksiyonlar1 bozulur (5).

Iskemi siiresince ATP diisiisii, hiicre i¢i ve dis1 arasindaki iyon dengesini bozar.
Hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum artisi, hiicrenin sismesiyle sonuglanir. Reperfiizyonda ise
proinflamatuvar sitokin artig1 ve nétrofil aktivasyonu hasar1 siddetlendirmektedir.
Notrofillerin dokulara infiltrasyonuyla beraber ROS {iretimi artar. Bundan dolay1
reperflizyon hasarinin tedavisi i¢in lokositlerin inflamasyon alanma infiltrasyonunu

onlemek temel amaglardan biri olarak kabul edilir.

Iskemik bobrek hasari, kan akisinin yeniden saglanmasi sonucunda I/R hasar1
nedeniyle daha da kdétiilesir. Bu patofizyolojik kaskadi yavaslatmak veya durdurmak
amaciyla, renal I/R hasarina etkisi arastirilmak tizere birgok etken madde yakin zamanda
hayvan deneyi ¢alismalarinda kullanilmistir. Etkinligi kanitlanan ajanlar olmakla beraber,
rutin kullanima giren herhangi bir etken madde yoktur. Antioksidan 6zellik gosteren
molekiillerin yaninda, insan amniyon sivisit ve kok hiicrelerle ilgili yapilan ¢caligmalar

olduk¢a umut vadedicidir (6).

Yakm zamanda amniyotik sivi ile yapilan caligmalar yiliz giildiiriicii sonuglar
vermistir (7). Birgok biiyiime faktoriinii icerisinde barindiran amniyotik sivinin 6zellikle
yara iyilesmesi iizerine etkinligi kanitlanmustir (8). Iskemi reperfiizyon hasarmnda da

amniyotik s1v1 kok hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda benzer sonuclar elde edilmistir.

Bu tez caligmasi, deneysel renal iskemi reperfiizyon modelinde amniyon hiicre
kiiltiirti 6zelligi tasiyan Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium tedavisinin
potansiyel etkilerini arastirmay1 hedeflemektedir. Insan amniyon hiicre kiiltiirii 6zelligi
tastyan Gibco™ AmnioMAX™- II Complete Medium adli preparatin renal iskemi
reperflizyon hasarina etkisini arastiracagiz. Yapilan literatiir taramasinda bu preparatin
renal I/R hasarmda kullanildigina dair literatiir verisine rastlanmamuistir. iskemi éncesi ve
iskemi sonrasi etken madde uygulanarak bir nevi koruyucu ve tedavi edici etki

arastirilacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Bobregin Embriyolojisi

Embriyolojik donemde bobrek gelisimi 3 asamadan olusmaktadir (9).
e Pronefroz

Embriyolojik donemde ilk gelisen bobrek yapisidir. Pronefroz latince "ilk bobrek"
anlamma gelmektedir. 4. haftada gozlenir. Islevsel degildir. Servikal bolgede

intermediate mezodermden gelisir. 4. haftanin sonunda kaybolur (10).

e Mezonefroz

Pronefrozun dejenerasyonuyla es zamanli olarak, dordiincii haftanin sonlarma dogru
torasik ve lomber boélgelerdeki ara mezodermden mezonefroz gelismeye baslar.
Mezonefrik tiibiiller, glomeriillerle iliski kurarak bobrek cisimcikleri (Bowman kapsiilii
ve glomertiil) olusturur. Bu tiibiiller, yanal olarak uzanarak mezonefrik kanala (Wolff
kanali olarak da bilinir) agilir. Mezonefroz, embriyonik donemde kisa bir siire i¢in
islevsel bir bosaltim organi gorevi goriir ve fetal idrarm olusumuna katkida bulunur.
Ancak, altinc1 haftanin sonunda mezonefrozun biiyiik bir kism1 dejenere olur. Erkeklerde
mezonefrik kanalin kalintilari, epididimis, vas deferens ve seminal vezikiiller gibi genital

sistemin baz1 yapilarini olustururken, disilerde rudimenter kalmntilar olarak kalir (11).
e Metanefroz

Bobrek gelisiminin son ve kalic1 asamasidir.5. haftada gelismeye baslayan bu yap1 4 hafta
sonra islevsel hale gelir.Metanefrozun gelisiminde iki embriyolojik olusum etkilesim

halindedir. Bu yapilar, iireterik tomurcuk ve metanefrik mezodermdir.

Ureterik Tomurcuk: Mezonefrik kanalin kaudal ucundan ¢ikan bir divertikiil olan iireterik
tomurcuk, gelecekteki iireter, bobrek pelvisi, kaliksler ve toplayict kanallari
olusturacaktr (12). Ureterik tomurcuk, metanefrik mezoderme dogru biiyiir ve bu

etkilesim, bobrek gelisiminin anahtarini olusturur.

Metanefrik Mezoderm: Ureterik tomurcukla etkilesime girerek bobregin temel

fonksiyonel kisimlar1 olan nefronlar1 olusturur (13).
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Sekil 1. (A) 3. Haftadaki bobrek gelisimi (B) 3-7 haftalar aras1 bobrek gelisimi (14).

2.2. Bobregin Anatomisi

Bobrekler, retroperitonel alanda, karin arka duvarinda, omurganin her iki yaninda, 12.
torasik vertebra ile 3. lomber vertebra seviyeleri arasinda bilateral yerlesim gosteren end
organlardir. Ortalama olarak, her bir bobrek 120 ila 200 gram agirhiginda olup, yaklagik
12-13 cm uzunluga, 6-7 cm ene ve 2.5-3 cm derinlige sahiptir. Sag bobrek, karacigerin
sag lobunun varligi1 ve basist nedeniyle sol bobrege kiyasla 1-2 cm daha asagida
konumlanir (15). Her bir bobregin uzun ekseni inferior ve lateral olarak yonlenmis, iist
kutuplar1 alt kutuplara kiyasla orta hatta daha yakindir. Bobreklerin anterior ve posterior

yiizeyleri, lateralde konveks, medialde ise konkav bir kenar ile birbirinden ayrilir (16).
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Sekil 2. Bobregin anatomik yapisi (17).

Bobregin medial kenarinda bulunan renal hilus yapisi, bobregin giris ve ¢ikis noktasidir.
Bobregin arter ve venleri, renal pelvis, iireter, lenfatik yapilar ve organa ait sinirler bu
bolgeden gecer. Renal hilus, bobrek icinde renal siniis ad1 verilen, igerisinde renal pelvis,
kaliksler, damarlar ve sinirler ile degisen miktarda yag dokusu barindiran bir boslukla
devam eder (18). Bobrekler, distan ice dogru sirasiyla fibroz kapsiil, perirenal yag dokusu,
Gerota fasyasi ve pararenal yag dokusu gibi tabakalarla ¢evrilidir. Sagittal kesitte bobrek,
distan ice dogru korteks, medulla ve papilla olmak iizere baslica ii¢ anatomik bolgeye
ayrilir. Graniillii bir goriiniime sahip olan korteks tabakasi, bobrek kapsiiliiniin hemen
altinda yer alir ve tiim glomertilleri, tiibiillerin kivrimli boliimlerini ve kortikal toplayict
kanallar1 barindirir (19). Korteks aynit zamanda, mediiller piramitler arasina uzanarak
Bertini kolonlarini olusturur. Medulla ise, i¢ ve dis medulla olmak iizere ikiye ayrilir ve
yaklasik 10-15 adet renal piramitten olusur; bu piramitlerin tabanlar1 korteks-medulla
siirinda baslar ve apikal uclar1 (papilla renalis) kaliks bosluguna dogru uzanir (20).
Renal papillalardan idrar siiziildiigiinde, ilk olarak minor kaliks yapilarina bosalir; minor
kaliksler birleserek major kaliksleri olusturur ve olusan idrar dogrudan bu yapilara iletilir.

Major kaliksler ise birleserek bobrek hilusunda yer alan huni seklindeki renal pelvisi



meydana getirir ve bunun devami olan {ireter, idrar1 mesaneye tasir. Kaliksler, renal pelvis
ve Ureterlerin duvarlari, idrar akisini saglayan peristaltik hareketlerden sorumlu kasilabilir
elemanlar igerir. Bobregin idrar olusturma yetenegine sahip iinitesi nefronlardir.
Bobregin temel yapisal ve fonksiyonel birimi olan nefron, her bir bobrek icin toplamda 1
ila 3 milyon arasinda bulunur ve idrarm olusumunu gerceklestiren bagimsiz bir iinitedir

(21).
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Sekil 3. Nefronun boliimleri (22).

Nefronlar, damarsal yapilar (glomeriil) ve tiibiiler yapilardan olusur; kam siizerler
(filtrasyon), viicudun ihtiyaclari dogrultusunda maddelerin bir kismini geri emerler
(reabsorbsiyon) ve kalanlar1 idrar olarak viicuttan atilmasini saglarlar (ekskresyon) (23).
Nefronlar, yerlesimleri itibariyle {i¢ ana tipe ayrilir: siiperfisyal, mid-kortikal ve
jukstamediiller nefronlar. Siiperfisyal ve mid-kortikal nefronlar kisa henle kulplarina
sahipken, jukstamediiller nefronlar i¢ medullaya kadar inebilen uzun henle kulplarina
sahiptir (24). Olusan idrar, ortak agilma kanallar1 araciliiyla bobrek papillalarina, oradan
da kalikslere ve pelvise bosaltilir. Bobreklerin kanlanmasi, aortadan kdken alan birer adet

major renal arter ile saglanir. Renal arterler, bobrek hilusundan gecerek sirasiyla



segmental, interlobar, arkuat ve interlobiiler arter ismini alir. Glomeriillere giden afferent
arteriyoller, interlobiiler arterlerden kdken alir ve glomeriilii olusturan kapillerler, efferent
arteriyolleri meydana getirir. Efferent arteriyoller, tiibiilleri saran peritiibiiler kapiller
agint veya jukstamediiller nefronlarda vasa recta'y1 olusturur (25). Venoz kan ise,
interlobiiler ven, arkuat ven, interlobar ven ve renal ven yoluyla toplanarak inferior vena
kava'ya drene olur. Bobrekler, otonom sinir sisteminin etkisi altindadir; plexus renalis
araciligiyla innervasyon alirlar. Adrenerjik sistem aktive oldugunda, bobregin vaskiiler
yapilar1 kasilir ve dolayisiyla kan akimi azalir. Azalan kan akimi idrar olusumunu da
azaltir. Parasempatik norolojik aktivite hala tam olarak anlagilamamistir. Lenfatik drenaj
acisindan, proksimal ireter, kaliksler ve renal pelvisin lenfatik akimi lumbar lenf
nodlarma; orta iireterin drenaji internal iliak ve common iliak lenf nodlarma; distal

iireterin drenaji1 ise vezikal ve hipogastrik lenf nodlarina gerceklesir (26).

2.3. Bobregin Fizyolojisi

Bobrekler, organizmanin homeostazisinin siirdiiriilmesinde kritik ©Oneme sahip,
multifonksiyonel organlardir. Geleneksel olarak en bilinen gorevi metabolik atik
maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi1 olsa da, bobrekler idrar olusumu ve endokrin
aktiviteleri de dahil olmak iizere bircok hayati fizyolojik siireci yiiriitiirler (27).Idrar
olusumu siireciyle bobrekler, 6zellikle protein metabolizmasi sonrasinda ortaya ¢ikan iire,
kreatinin, iirik asit, fosfatlar ve siilfatlar gibi atik ve toksik maddelerin etkin bir sekilde
viicuttan atilimin saglar. Bu mekanizma, viicuttaki su ve elektrolit dengesinin yani sira
asit-baz dengesinin siirdiiriilmesinde de kritik ve hayati bir rol oynamaktadir. Bobrekler,
viicut sivisinin ve inorganik maddelerin dengesini koruyarak homeostaz: siirdiiriir (28).
Ayrica, cesitli ilaglar ve metabolizma i¢in toksisite olusturan maddeler ile organizma icin
gereksiz veya potansiyel olarak zararli yabanci maddelerin atilimi da bébreklerin 6nemli
metabolik gdrevleri arasindadir. Idrar olusumunun temel basamaklari; dolasimdaki kanin
stiziilmesi (filtrasyon), metabolizmanin ihtiyact olan maddelerin geri emilimi, atik
maddelerin sekresyonu ve olusan idrarin viicuttan uzaklastirilmasiyla siire¢ tamamlanir

(29).

2.3.1. Renal Perfiizyon

Bobrekler, toplam viicut kiitlesinin yalnizca kiigiik bir boliimiinii olugturmalarina ragmen,
kardiyak debinin yaklasik %20'sini, yani saglikl1 bir insanda dakikada ortalama 1200 ml

7



kan1 siizerek yiiksek diizeyde perfiizyon gosterirler (30). Bu yogun kan akimi, bobrek
metabolik gereksinimlerinin ¢ok &tesinde olup, esasen kanm atik irlinlerden
temizlenmesi ve plazma hacmi ile bilesiminin hassas bir sekilde ayarlanmasi gibi
filtrasyon ve diizenleme fonksiyonlar1 ic¢in gereklidir. Atik iriinler, fazla sivi ve
elektrolitler bu siiregte idrar yoluyla viicuttan uzaklagtirilir (31). Renal kan temini,
dogrudan abdominal aortadan koken alan renal arter aracilifiyla saglanir. Bu ana arter
hilustan bobrege girerek segmental arterlere, ardindan interlobar arterlere dallanir.
Bobrekte, interlobar arterler korteks ve medullanin birlestigi kortikomediiller bdlgede,
renal piramitlerin tabanimna paralel olarak kavis yaparak arkuat arterleri olusturur. Arkuat
arterlerden dik agilarla ayrilan ¢ok sayida kiicilik interlobiiler radyal arter, kan1 kortekse
tasir. Bu interlobiiler arterler, her bir glomeriile kan saglayan kisa yan dallar olan afferent
arteriyollere  ayrilir.  Afferent arteriyoller, glomeriiler hidrostatik  basincin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar (32). Glomeriil, afferent arteriyol ile efferent
arteriyol arasinda yer alan, yiiksek basingli ve son derece Ozellesmis bir kapiller ag
olmasiyla dikkat ceker; bu durum, onu normal arteriyol-veniil arasindaki kapiller
aglardan aymrir (33).

Glomerulustan ayrilan kan, efferent arteriyole gecer. Efferent arteriyol, glomeriil
tarafindan filtre edilen plazma fraksiyonunun diizenlenmesine katkida bulunur. Efferent
arteriyoldeki kanin seyri, nefronun korteksteki konumuna baghdir:

o Efferent arteriyoller, nefron yapisindaki hiicrelere oksijen destegi saglamak,
ultrafiltrat sirasinda geri emilen atik maddeleri uzaklastirmak ve sekresyon
yapilacak maddeleri tasimak amaciyla kapiller bir aga doniisiir.Bu vaskiiler
yapiya peritiibiiler kapillerler ad1 verilir.

e Jukstamediiller nefronlarda ise efferent arteriyoller, medullaya dogru inen ve
henle kivrimlarina paralel olarak daha derine ilerleyen 6zellesmis bir kapiller
sistem olan vasa rekta'ya dallanir (34). Vasa rekta, medullada yogun bir kapiller
ag olusturur ve bobreklerin konsantre idrar olusturmasinda temel rol oynayan ters
akim degistirici gorevini iistlenerek mediiller interstisyum ile madde aligverisini
osmotik gradyan1 bozmadan gerceklestirir.

Vendz drenaj, yiizeysel korteksteki stellat (yildiz sekilli) siniislerden kaynaklanan radyal
(interlobtiler) venler ile baslar. Bu venler kortekse niifuz ederek bobrek piramitleri

izerinde kavis yapan arkuat venlere katilir. Arkuat venler, interlobar venleri olusturmak



iizere birlesir ve bu vaskiiler yapilarda tek renal veni meydana getirmek iizere filtrasyona
ugramis kani inferior vena kava'ya drene eder.

Bobrek kan akiminin ve glomeriiler filtrasyon hizinin (GFR) fizyolojik kontroliinde
bircok kompleks mekanizma rol oynar. Bobreklerin i¢ otoregiilasyon mekanizmalari,
arteriyel kan basincindaki 75 mmHg'ye varan disiisler veya 160 mmHg'ye varan
yiikseligler gibi onemli degisikliklere karsin, bobrek kan akimini ve GFR’yi oldukga sabit
bir diizeyde korur. Boylelikle, GFR'de yalnizca %1-2'lik ihmal edilebilecek diizeyde bir
degisim meydana gelir (35).

Otoregiilasyonun 6nemli bir bileseni de, tiibiiloglomeriiler feedback (TGF)
mekanizmasidir. Bu feedback mekanizma, distal tiibiiliin baslangicindaki makula densa
hiicreleri (sodyum kloriir konsantrasyonundaki degisiklikleri algilar) ile afferent ve
efferent arteriyollerin duvarlarindaki jukstaglomeriiler hiicreler arasinda bir baglanti
kurar. Sodyum kloriir yogunlugundaki azalma, makula densadan afferent arteriyol
direncini azaltarak glomertiler hidrostatik basinci artiran ve GFR'nin normale donmesine
yardimc1 olan bir uyar1 baglatir. Ek olarak, renin'in jukstaglomeriiler hiicrelerden
salimmasmi artirir (36).

Bobregin vaskiiler yapisi, 6zellikle sempatik sinir liflerinden zengindir. Bobrek sempatik
sinirlerinin giiclii aktivasyonu, renal arteriyollerde kasilma gerceklestirerek bobrek kan
akimin1 ve GFR'yi 6nemli Olglide azaltabilir; bu savunma reaksiyonu ozellikle beyin
iskemisi veya agir hemoraji gibi durumlarda epinefrin ve norepinefrin araciligiyla ortaya
cikabilir. Endotelin ve Anjiotensin II gibi giiclii vazokonstriktorler de GFR'yi etkileyen
diger faktorlerdendir; 6rnegin, Anjiotensin II efferent arteriyollerin kasilmasina sebep
olurken, hasar gormiis endotel hiicrelerinden salman endotelin  bdbrek
vazokonstriiksiyonuna katkida bulunarak GFR'yi azaltir.

Sonu¢ olarak, bobreklerin fazla miktarda kanlanmasi ve bu akimin kompleks
regiilasyonu, atik {riinlerin temizlenmesi, plazma hacmi ve bilesiminin hassas
ayarlanmasi i¢in esastir. Nefronlardan toplanan idrar, diiz kas i¢eren bir tiip olan {ireter
araciligiyla aktif olarak mesaneye iletilir. Mesane, idrar1 depolar ve iseme eylemi

sirasinda, mesanenin aktif olarak kasilmasi ve {iriner sfinkterlerin gevsemesiyle idrar,



iiretra vasitasiyla viicut disina gonderilir. Bu siireg, bobreklerden iireterler yardimiyla

mesaneye tasmnan idrarin viicuttan atilimini saglar (37).

2.3.2. Nefronun Rolii ve idrar Olusumu

Bobregin en temel fizyolojik gorevi idrar olusumudur. Bu karmasik siire¢, glomertiler
filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve tiibiiler sekresyonun birbirleriyle entegre bir sekilde
calismasi sonucunda meydana gelir.

1. Glomeriiler Filtrasyon

Idrar olusumunun ilk adim1 olan ultrafiltrasyon, kanm glomeriilde siiziilmesiyle baslar.
Glomeriil, Bowman kapsiilii ile birlikte ultrafiltrat plazma olusturan, dallanan ve
anastomoz yapan kilcal damarlardan olusan bir yumaktr. Yaklagik 70 mmHg
seviyesindeki oldukg¢a yiliksek hidrostatik basing, glomeriillerdeki ultrafiltrasyonu
saglayan baslica etmendir. Bu basincin etkisiyle, plazmadaki tiim sekilli elemanlar ve
molekiil agirhigi 70.000 kDa'nun iizerindeki proteinler disindaki tiim maddeler bowman
kapsiiliine gecmeye c¢alisir. Glomeriil membrani, yiiksek gecirgenligine ragmen molekiil
biiyiikligli agisindan asir1 segicilik gosterir; 70.000 kDa iizerindeki maddelerin gegisi
miimkiin degildir. Bu secicilik, porlarin ¢eperlerinde bulunan ¢ok kuvvetli ve elektriksel
negatif yiiklere sahip glukoz ve protein kompleksleri ile plazma proteinlerinin yine
kuvvetli negatif yiiklere sahip olmasi sayesinde saglanir, bu da protein molekiillerinin
elektrostatik olarak itilerek gegisinin engellenmesine yol agar (36). Idrar olusum
mekanizmasinin ilk basamagini olusturan glomeriiler filtrasyon sirasinda, kanin
stiziilmesine karsi etki gosteren Onemli giicler bulunmaktadir. Bu giicler arasinda
plazmadaki proteinlerin olusturdugu onkotik basing, yaklasik 25-30 mmHg araliginda yer
alir. Ayrica, bowman kapsiilii icindeki hidrostatik basing da yaklasik 10-15 mmHg
civarindadir. Birbirinin tersi yonde etki gosteren bu zit giicler arasindaki yaklasik 30
mmHg'lik basing farki, etkili filtrasyon basmcini olusturmaktadir. Glomeriilden bowman
kapstiliine gecen sivida protein bulunmadigindan, bu sivinin onkotik basinct sifir olarak
kabul edilir. Bu durum, glomeriiler membranm, proteinlerin filtrasyonunu etkin bir
sekilde saglamasimdan kaynaklanmaktadir (38).

Sistemik basmng 70 mmHg'nin altma indiginde veya intrakapsiiler basing
45—50 mmHg'nin istiine ¢1ktiginda, efektif filtrasyon sifira diiser ve glomeriiler filtrasyon
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durur. Ureter obstriiksiyonu gibi durumlarda intrakapsiiler basing artis1 da glomeriiler
filtrasyonun durmasina neden olabilir (18).

Glomeriiler filtrasyon hizi, bir dakikada her iki bobregin nefronlarmin tiimiinden olusan
glomertiler filtrat miktarmin tamamina denir. Normal sartlarda GFR yaklasik 110-
120 ml/dk'dir, bu da 24 saatte 180 litre filtrat olustugu anlamina gelir. Bu filtratin %98,5'a
tiibiillerden geri emilir ve kalan 1350—1500 ml idrar olarak atilir. Iniilin, bir karbonhidrat
polimeri olarak, kanin bobrekten siiziilmesi sirasinda sadece glomeriilden filtre olarak
ultrafiltrata gecer. Bobrek tiibiillerindeki ilerleyisi sirasinda, geri emilmez ve sekrete
edilmez. Bu 6zelligi ile beraber, iniilin klirensinin, ger¢cek GFR’ye esit oldugu kabul
edilir. Bu bilimsel gercek, iniilini GFR’nin dogru bir gostergesi haline getirir. Endojen
kreatinin klirensi de GFR 6l¢limiinde sik¢a kullanilir, ¢iinkii kreatinin plazma diizeyi
sabittir ve glomeriiler filtrasyona ugrayip tiibiiler reabsorbsiyona ugramaz, ancak bir
miktar sekresyona ugrayabilir. Ortalama kreatinin klirensi, 120 ml/dk'dir (39).

2. Tiibiiler Reabsorbsiyon ve Sekresyon

Glomeriiler filtrat tiibiillere girdikten sonra, proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve
toplayic1 kanallarda dnemli degisikliklere ugrayarak idrar haline gelir. idrar olusumunda
reabsorbsiyon, sekresyondan daha baskin bir rol oynar ve glomeriiler filtratin yaklasik
%90" tiibiillerden geri emilir. Idrar olusumunun dnemli asamalarmni olusturan tiibiiler
reabsorbsiyon ve sekresyon, temel olarak aktif transport ve pasif transport olmak iizere
iki ana biyokimyasal mekanizma sayesinde gerceklesir. Tiibiilleri 6rten epitel tabakasinin
liimene bakan yiizeyinde yer alan ¢ok sayida villus, "fircamsi kenar" ad1 verilen bir yap1
olusturur. Bu firgcams1 kenar, hiicrenin liimene doniik ylizey alanin1 genisleterek tiibiiler
reabsorbsiyonu kusursuz sekilde kolaylastirir (40). Sodyum, potasyum, klor, kalsiyum,
demir, hidrojen, bikarbonat, iirat, fosfat iyonlari, su, glikoz, protein ve amino asitler gibi
maddeler enerji harcanarak aktif transporta ugrar. Aktif transport, ATP enerjisi kullanan
hiicre membrani proteinleri araciligiyla madde tagmmasina dayanir. Sodyum-potasyum
pompast gibi mekanizmalarla sodyum (Na*) hiicre dismna, potasyum (K*) hiicre igine
taginir (41). Aktif sekresyon, hiicre membrani yoluyla ger¢eklesen ve enerji harcanan bir
stire¢ olup, 6zellikle hidrojen iyonlari, potasyum iyonlari ve iirat gibi belirli molekiillerin,
normal emilimin tersi yonde tiibiiliin liimenine tagmmasiyla gerceklesir. Bu mekanizma,
aktif transporta benzer sekilde ¢alisir ancak maddelerin liimene dogru yer degistirmesini
amaclar. Potasyum sekresyonu genellikle distal tiibiiliin son kisminda baslar ve toplayici

kanal boyunca devam ederken, hidrojen iyonlarinin sekresyonu da bu segmentlerde ve
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mediiller toplayic1 kanallarda gergeklesir. Pasif transportta enerji ihtiyaci yoktur; su

ozmoz ile reabsorbe edilirken, tiibiiler sividaki {irenin yaklasik yarisi tiibiil iimeninde

kalir ve konsantrasyonu artarak interstisyel siviya diflizyona ugrar. Kreatinin, iniilin,

mannitol ve sakaroz gibi maddelerin tiibiiler membrandan gecirgenligi sifirdir, bu

maddeler %100 oraninda idrara geger (18).

Tiibiil segmentlerinin absorbsiyon yetenekleri farklilik gosterir:

Proksimal Tiibiil: Metabolik olarak son derece aktif hiicrelerden olusur ve tiim
tiibiiler reabsorbsiyonun yaklasik %65'in1 saglar (42). Tiibiil hiicrelerini birbirine
baglayan siki baglantilar suya ve bir¢ok kiigiik molekiile kars1 gecgirgen 6zellik
gostertir.

Henle Kulpu Ince Segmenti: Epiteli ¢ok ince olup suya oldukca gegirgen, ancak
sodyum ve diger iyonlara orta derecede gegirgendir. Ince segmentin ¢ikan
kolunun tireye olan gecirgenligi oldukca fazladir. Suya ¢ok daha az gegirgen
ozellik gosterir.

Henle Kulpu Kalin Segmenti: Bu segmentin epitel hiicreleri proksimal tiibiil
hiicrelerine benzerlik gosterir ancak ilkel ve fonksiyonunu yitirmis firgamsi kenar1
ile daha siki hiicreler arasi baglanti saglar. Na*, K* ve Klor (CI") iyonlarmin aktif
transportunda 6nemli rol oynar. Suya ve iireye karsi gegirgenligi hemen hemen
hi¢ yoktur. Sonug olarak, iyonlarin yaklagik dortte {icii interstisyuma tasinirken,
su ve iire tlibiil liimeninde kalir; bu da ¢ikan kolda tiibiil sivisinin ¢ok diliie edilmis
ancak iire konsantrasyonunun yiiksek olmasina yol agar. Bu segment, nihai idrarin
konsantrasyon ve diliisyon derecesinin diizenlenmesinde son derece dnemli bir rol
oynar.

Distal Tiibiil ve Kortikal Toplayict Tiibiil: Distal tiibiiliin iki ana fonksiyonel
boliimii vardir: Diliie edici segment ve distal bolimiin son kismi ile kortikal
toplayici tiibiil. Diliie edici segment, distal tiibiiliin ilk yaris1 ve henle kulbunun
cikan kalin kolunu i¢ine alir ve iyonlar1 absorbe ederken iire ve suya hemen hi¢
gecirgen degildir, bu da tiibiil sivisinin seyreltilmesine sebep olur. Distal tiibiiliin
son boliimii ve kortikal toplayic tiibiil epiteli de {ireyi neredeyse hi¢ gecirmez,
boylece idrarla atilacak {irenin tamami toplayici tiibiile gecer. Bu segmentler
sodyum iyonlarimi kolayca reabsorbe eder ve bu siire¢ biiyiik 6lciide aldosteron
tarafindan kontrol edilir. Sodyum iyonlar1 liimenden peritiibiiler interstisyuma

pompalanirken, potasyum iyonlar1 ters yonde liimene tasinir; bu mekanizma ile
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ekstraseliiler potasyum iyon konsantrasyonu denetlenir. Distal tiibiilin son
boliimii ve kortikal toplayic tiibiil, antiditiretik hormon (ADH) varliginda suya
gecirgendir; bu hormon yoklugunda ise suyu gecirmez, bdylece idrarin diliisyon
derecesini kontrol eder (43).

o Toplayict Kanal Epiteli: Bobreklerde idrar olusumunun son asamalarinda gorev
alan toplayici kanal epiteli, ADH etkisi altinda suya kars1 gecirgen hale gelir.
ADH seviyesindeki artiy durumunda, suyun mediiller interstisyuma biiyiik
miktarda geri emilimi gergeklesir, bu da idrar hacminin azalmasina ve idrardaki
¢oziinmiis madde konsantrasyonunun artmasina yol agar. Toplayici kanal epiteli
ayrica, hidrojen iyonlarini ¢ok yiiksek bir gradyana karsi tiibiil liimenine salgilama
yetenegine sahiptir ve bu 6zelligi sayesinde metabolizmadaki asit-baz dengesinin
kontroliinde hayati bir rol oynar. Bu segment, son idrarin konsantrasyon
derecesini diizenlemede kritik bir 6Gneme sahiptir. Glomeriilden siiziilen s1v1, idrar
olusumu siirecinde belirlenmis bir akis yolunu takip eder. lk olarak proksimal
tiibiilden geger. Ardindan henle kulbunu takip eder; bu kulp inen ince, ¢ikan ince
ve ¢ikan kalin kollardan olusur. Henle kulbundan sonra sivi distal tiibiile ulasir.
Distal tiibiiliin devaminda, birlestirici (connecting) tiibiil ve kortikal toplayici
tiibiil yer alir. S1vi buradan kortikal toplayici kanala geger. Son olarak, yaklagik 8
ila 10 adet kortikal toplayici kanalin baslangi¢ kisimlar1 birleserek, medullada
seyreden daha genis yapilar olan mediiller toplayici kanallari olusturur. Bu
toplayic1 kanallar, sonunda renal papillalarin uclarindaki Bellini kanallari
aracilifiyla bobrek pelvisine bosalir. Toplayici kanallar sonunda papillanin tepesi
aracilifiyla renal kalikse acilir, oradan da renal pelvise ve iiretere gegerek

mesaneye ulagir (42).

2.3.3. Endokrin Fonksiyonlar

Bobrekler, viicut sivilarin homeostazisine temel katki saglayan ve plazma hacmi ile
bilesimini diizenlemenin yami1 sira, c¢esitli Onemli hormonlarin {iretimi ve
aktivasyonundan da sorumludur. Bobreklerin endokrin fonksiyonlar1 baslica {ig
hormonun  salgilanmasini  igerir: renin, eritropoietin ve kalsitriol (1,25-

dihidroksikolekalsiferol) (44).
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Renin Salgilanmast:

Renin, bobregin kan basinct diizenleme ve kompanzasyonu saglama sistemi olan renin-
anjiyotensin-aldosteron (RAAS) sisteminin ilk basamagini olusturan enzimdir. Her
nefronda, ¢ikan kalin henle kulbunun glomeriiler arteriyol duvariyla temas ettigi 6zel bir
bdlge olan jukstaglomeriiler aparat bulunur. Bu aparat; tiibiiler sividaki sodyum kloriir
(NaCl) miktarma yanit veren makula densa hiicrelerini, mezenjial hiicreleri ve
jukstaglomeriiler (JG) hiicreleri igerir. JG hiicreleri, reninin inaktif formu olan prorenini
iiretir ve kan basinci sensorii olarak gorev yaparak prorenini aktif renine doniistiiriir ve
sitoplazmik vezikiillerde depolar. Azalan renal perflizyon basinci ve hiponatremi, renin
salmimini tetikleyen ana etmenlerdir.

Renin hormonu, hiicre i¢i artan cAMP diizeyine bagh olarak ekzositoz yoluyla dolagima
karisir. Dolasima giren renin, iiretimi karacigerde yapilan anjiyotensinojen adli plazma
proteinini anjiyotensin I'e doniistiiriir. Anjiyotensin I daha sonra, ozellikle akciger
kapiller endotelinde yiiksek oranda bulunan ve iglev gosteren anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) tarafindan anjiyotensin Il'ye doniistiiriilir. Anjiyotensin II, giiclii bir
vazokonstriktor eleman olmasinin yani sira, metabolizmada bir¢ok 6nemli fizyolojik
etkiye sahiptir. Bu etkilerden bobrekler icin en Onemli olani, adrenal korteksin
glomeruloza hiicrelerinden aldosteron salinimini uyarmasidir. Aldosteron ise, distal tiibiil
hiicrelerinden sodyum ve suyun geri emilimini saglar ve dolagimdaki kan hacminde artisa
sebep olur. Anjiyotensin II ayrica ADH salmimini ve susamay1 uyararak sivi hacminin
artisgina yardimei olur, proksimal tiibiilden dogrudan sodyum geri emilimini uyarir ve
efferent arteriyollerde vazokonstriksiyona yol agarak GFR’yi etkiler. Bu karmasik
mekanizmalar sayesinde bobreklerin kan basinci ve s1vi homeostazisi oldukca hassas bir

sekilde diizenlenmis olur (45).

Eritropoietin Hormonu Uretimi:

Bobrekler, hipoksik kosullara yanit olarak eritropoietin salgilar. Eritropoietin,
eritrositlerin olusum hizini1 (eritropoez) uyararak kemik iliginde kirmizi kan hiicresi
tretimini arttiran bir hormondur ve renal kortikal peritiibiiler interstisyel hiicreler
tarafindan iiretimi saglanir. Bu durum, negatif bir feedback olusturur. Bobreklere yetersiz
oksijen saglanmasi eritropoietin salgilanmasini uyarirken, bu da eritrosit olusumunu

hizlandirarak bobrege oksijen tedarikini artirir (46).
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D Vitamini Aktivasyonu (Kalsitriol Uretimi):

Bobrekler, D vitamininin aktif formu olan 1,25-dihidroksikolekalsiferol iiretiminden
sorumlu organlardir. D vitamini deride sentezlendikten sonra iki adet hidroksilasyon
reaksiyonuna ugrar. Birincisi karacigerde gerceklesir ve sonucunda 25-hidroksi (25-OH)
kolekalsiferol iiretilir. ikinci hidroksilasyon reaksiyonu ise bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerinin mitokondrilerinde meydana gelir ve 25-hidroksikolekalsiferol, 1la-
hidroksilaz enzimi ile D vitamininin dolagimdaki aktif formu olan 1,25-dihidroksi (1,25-
(OH)2) kolekalsiferole hidroksile edilir. Bobrekteki bu hidroksilasyon reaksiyonu,
paratiroid hormonu (PTH) ve plazmadaki diisiik fosfat seviyeleri tarafindan uyarilir.
Aktiflestirilmis D vitamininin, kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda ciddi bir fonksiyonu
vardir. Bagirsaktan kalsiyum ve fosfat emilimini uyarir. Bobrekler, kalsiyum (Ca®)
konsantrasyonundaki degisikliklere dogrudan cevap verir; diisiik Ca* konsantrasyonlarina
cevaben PTH artar ve bobreklerde 1,25-dihidroksikolekalsiferol iretimini indikler.
Tersine, Ca* konsantrasyonlar1 arttiginda PTH baskilanir ve bobrekler D vitamininin

inaktif formu olan 24,25-dihidroksikolekalsiferole doniistimiinii gergeklestirir (47).

2.4. Bobrek Iskemi Reperfiizyon Hasar

I/R hasari, bir doku veya organ kan akiminin ani bir bi¢imde azalip sonlanmasi (iskemi)
ve ardindan hizli bir sekilde yeniden saglanmasi (reperflizyon) ile ortaya ¢ikan kompleks
bir patofizyolojik siirectir. Bu durum, renal transplantasyon, parsiyel nefrektomi, aort
cerrahisi gibi ¢esitli cerrahi girisimler ile ani kalp durmasi, sok gibi klinik kosullar
sonucunda meydana gelebilen, potansiyel olarak ciddi bir komplikasyondur (48). Iskemik
dokularin yagsamsal fonksiyonlarmi siirdiirebilmesi ve toksik metabolitlerden
armabilmesi i¢in kan akiminin yeniden baglamasi zorunlu olsa da, paradoksal bir sekilde,
reperflizyonun  kendisi iskeminin neden oldugu orijinal hasar1 daha da
siddetlendirebilmektedir. I/R hasarinin patogenezinde mikrovaskiiler disfonksiyon erken
ve belirleyici bir faktordiir. Bu hasar, hiicre diizeyinde reaktif oksijen tiirlerinin asir1
iretimi, mitokondriyal disfonksiyon, hiicre i¢i ATP azalmasi, apoptozis ve nekroz gibi
programlanmis hiicre 6liimii yolaklarinm aktivasyonu ile yogun bir inflamatuvar yaniti
tetikleyen sitokin ve kemokin salmimini igerir (49). Mikrovaskiiler yapilarda, 6zellikle
de endotel hiicrelerinde meydana gelen degisiklikler, hasarin siddetlenmesine dogrudan
katkida bulunur. Iskeminin siiresi, reperfiizyon sonrasi gelisen hasarin boyutunu etkileyen

kritik bir faktdrdiir. Iskemi siiresinin belirli bir esigin {izerine ¢ikmasi veya uzamasi, hiicre
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hasarina ve 6liimiine yol agarak ciddi islev bozukluguna neden olur. Buna karsilik, kisa
iskemi periyotlari, dokularin sonraki uzun siireli iskeminin zararlh etkilerine kars1 direng
kazanmasini saglayan koruyucu mekanizmalar1 aktive edebilir (50). I/R'nin etkileri lokal
doku hasariyla sinirli kalmayip, Sistemik Inflamatuvar Yanit Sendromu (SIRS) ve ¢oklu
organ disfonksiyon sendromu (MODS) gibi sistemik komplikasyonlara, 6zellikle bobrek,
akciger ve kardiyovaskiiler sistemde hasara neden olabilir (51). I/R hasarinin altinda
yatan karmasik mekanizmalar heniiz tam olarak aydnlatilamamis olup, etkin tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi yoniindeki arastirmalar devam etmektedir.

2.4.1. Iskemi Reperfiizyon Hasar Patofizyolojisi

I/R hasar1, hem humoral hem de hiicresel diizeyde bir dizi komplike olay1 igerir. Iskemi,
dokularin oksijenden yoksun kalmasina, hiicresel enerji depolarinin tilkenmesine ve
toksik metabolitlerin birikmesine yol acarak hiicre dliimiinii tetikler. Iskemi sirasinda
oksijenli solunumun azalmasi, yliksek enerjili fosfat bilesiklerinin sentezini engeller.
Bunun sonucunda, hiicre ici AMP ve adenozin konsantrasyonu artar ve bu maddeler,
piirin metabolitleri olarak hiicre dis1 ortama yayilir (52, 53). Iskemi siiresinin ve siddetinin
renal tlibiiler epitel hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii tizerinde farkh etkileri

oldugu gozlemlenmistir; tam diizelme, apoptoz veya nekroz ile sonuglanabilir (54).

Iskemi sonrasi, ATP depolarinda azalma, sitozolde serbest kalsiyum Ca*2 birikimi ve
ROT olusumu ile mitokondri hasar1 meydana gelir. Reperfiizyonun baglamasi, iskemik
dokudaki toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi ve hiicrenin yenilenmesi i¢in elzemdir
(55). Ancak iskemi siiresinin uzadigi durumlarda yeniden kanlanma, tek basina iskemiden
kaynaklanan hasardan daha ciddi bir histopatolojik etkiye yol acabilir. Bunun temelinde,
intraselliiler alana molekiiler oksijenin ani girisi ile olusan serbest oksijen radikali
tiirevleri yatar. Reperflizyon doneminde oksijenin tekrar dokuya ulagmasiyla, KO enzimi,
hipoksantini {irik aside donistiiriitken molekiiler oksijeni elektron alicis1 olarak
kullanarak serbest oksijen radikalleri tiretimine neden olur. Bu radikaller, niikleik asitler,

proteinler ve zar lipitleri gibi hiicresel yapilar1 hedef alarak hasara yol acar.

Reperfiizyonla birlikte siddetli bir inflamatuvar yanit ortaya ¢ikar. Bu inflamasyona
makrofajlar, endotel hiicreleri, notrofiller, lenfositler, trombositler, kompleman sistemi,
koagiilasyon kaskadi, ROT, NO (Nitrik Oksit) ve inflamatuvar cevaptan sorumlu

sitokinler katilarak mikrovaskiiler perflizyonun bozulmasina neden olurlar. Hasarl
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hiicreler veya bozulan doku matriksi inflamatuvar yanit1 baslatabilecegi gibi, I/R ile
aktive olan endotel hiicreleri ve makrofajlar da inflamasyonu tetikleyebilir. Ozellikle
erken reperfiizyon fazinda goriilen hiicre hasari, dogrudan iskemik fazda olusan hiicre i¢i
degisikliklerin bir sonucudur. Proinflamatuvar sitokinlerin ve 16kosit adezyon
molekiillerinin yapimi hizlanir, takiben antioksidan enzimlerin tiretimi azalir. Bu durum,
hiicreyi kan akimmnin yeniden saglandig1 donemdeki yikic1 etkilere karsi savunmasiz
birakir. I/R hasar fizyopatolojisinin karmagsik ve multifaktoriyel stirecinde baslica dort
temel faktor rol oynamaktadir. Bu faktorler sunlardir: Serbest oksijen radikalleri,

polimorf niiveli l6kositler (PMNL), kompleman sistemi ve endotel hiicreleridir (56).

2.4.1.1. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Hiicre I¢i Kalsiyum Artisimin Etkisi

Hiicrelere gelen oksijen miktarindaki azalma ilk etapta sentezlenen ATP’nin hizli
kaybiyla sonuglanir. ATP sentezindeki azalma (oksidatif fosforilasyonun durmasi) ve var
olan ATP’nin hizli bir sekilde kaybedilmesi, ATP bagimli iyon kanallar1 olan Na*, K*-
ATPaz pompasinin ve Ca-ATPaz’larin aktivitesini azaltir. Bu kanallarin baslica gorevi
hiicre dis1 konsantrasyonu hiicre i¢i konsantrasyonundan ¢ok daha fazla olan ve apoptoz
siirecinde anahtar rol oynayan Ca*2 iyonunu hiicre disinda tutmaktir. iyon kanallarmimn
harabiyeti ve hiicre i¢i Ca*2 miktarin1 arttirr ve hiicre hasari ile sonu¢lanacak olan kaskat
baslamis olur. Mitokondriyal hasarin gelismesi enerji agigini daha da siddetlendirir. Artan
sitoplazmik Ca*? konsantrasyonlari, lipit peroksidasyonu ve fosfolipaz aktivasyonu
stireclerini baglatarak, hiicre membran biitiinliigiiniin yitirilmesine ve hiicresel nekrozun
gelismesine katkida bulunur. Bobrekte proksimal tiibiiler hiicreleri mitokondriyal
yapilardan zengin hiicreler oldugu i¢in iskemiden en ¢ok etkilenen morfolojik yapilar

bunlardir (57).

2.4.1.2. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Serbest Oksijen Radikallerinin Rolii

Molekiiler pencereden bakildiginda, bilesiklerin yapisinda bulunan atomlar kararl
haldedir ancak yap1 bozuldugunda ortaya ¢ikan atomlar kararsiz ve yiiklii halde
bulunurlar. Oksijen atomunu biinyesinde barindiran bilesik yapilarinin bozulmasiyla
yiiklii oksijen atomlar1 tastyan ve hiicre permeabilitesine oldukga toksik etkisi bulunan

radikaller agiga ¢ikar. Reperflizyonla beraber piirin yapilar1 ksantin oksidaz araciligiyla
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oksidasyona ugrar ve siiperoksit (O2) radikalleri olusur. Endojen antioksidan enzimlerin
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH) vb. devreye girmesiyle
sliperoksit radikali, siiperoksit dismutaz enzimi sayesinde hidrojen peroksit (H20-)
molekiiliine doniisiir (58). I/R sirasinda olusan asir1 ROS yiikii antioksidan yapilar1 azaltir
ve hiicreyi oksidatif strese kars1 savunmasiz birakir. Boylece H2O. demir metallerinin
katalizorliigiinde en toksik formu olan Hidroksil (OH") radikaline doniisiir. Bu
biyokimyasal reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir. ROS artisg1 hiicre membraninda
bulunan lipidlerin peroksidasyonuna yol acarak hiicre gecirgenligini artirir. Hiicre
permeabilitesinin bozulmasi nekroza zemin hazirlar. ROS ayn1 zamanda DNA yapisina
da zarar vererek tek veya cift zincir kiriklarina yol agar. Etkilenen gen ekspresyonu hiicre
disfonksiyonunu ve apoptozisi tetikler. ROS, proinflamatuvar sitokinlerin ve
kemokinlerin salmmmini tetikler. Bu mediyatorler, notrofil ve diger inflamatuvar
hiicrelerin hasarli dokuya infiltrasyonunu artirir. Lokositlerin endotel hiicreleriyle olan
adezyonu ve transmigrasyonu, mikrovaskiiler obstriiksiyona ve dolagim bozukluguna yol
acarak doku hasarini daha da artirir. Ozetlemek gerekirse, oksijen radikalleri I/R hasarmin
hem baslaticis1 hem de siddetlendiricisi konumundadir. Hiicresel ATP nin tiikenmesinden
membran biitlinliigliniin bozulmasina, DNA hasarindan inflamatuvar kaskadin aktive
olmasina kadar genis bir yelpazede patolojik etkilere aracilik ederler. Bu mekanizmalarin
anlasilmasi, I/R hasarini 6nlemeye veya tedavi etmeye yonelik terapotik stratejilerin

gelistirilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir (59).

Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu

V'

H20: + Cu/Fe™ OH' + OH + Cu*?/Fe**  Fenton reaksiyvonu

Cu/Fe? + Oz

NV

Cu™¥/Fe3 + O3~

02 + H202 OH- + OH" + O2 Haber-Weiss reaksivonu

Sekil 4. Haber-Weiss ve Fenton Reaksiyonu (60).

2.4.1.3. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda PMNL Gaogii

I/R hasarinda inflamasyon alanina l6kosit migrasyonu, doku hasarini1 6nemli derecede
siddetlendiren oldukca kritik bir inflamatuvar siiregtir. Iskemiyi takiben gelisen
reperflizyona sekonder gelisen karmagik hiicresel ve hiimoral biyokimyasal olaylar

zinciri, sistemik ve lokal inflamatuvar cevabi tetikler. Bu cevabin anahtar bilesenlerinden
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biri 6zellikle notrofillerden olusan I6kositlerin endotel hasar1 olan bdlgeye yerlesmesi ve

ardindan dokuya infiltre olmasidir (61).

Lokosit gocli basitge 4 asamadan olugmaktadir:

Kemotaksis ve Aktivasyon: Reperflizyon sonrasi endotel, makrofaj ve mast
hiicrelerinden salgilanan proinflamatuvar sitokinler (IL-1, TNF-alfa vs.) ve
kemokinler viicut dolasimindaki l6kositleri inflamasyon alanina yonlendiren
sinyal gorevini {stlenirler. Bu mediyatorler lokositleri aktive ederek
yiizeylerindeki adezyon molekiillerinin ekspresyonunu indiikler.

Yuvarlanma (Rolling): Inflamasyonun merkezindeki endotel hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan glikoprotein yapidaki P-Selektin ve E-Selektin sayesinde
lokositler kendi yiizeylerindeki ilgili yapilarla diislik afiniteli etkilesim kurarak
damar duvar1 boyunca yuvarlanmaya bagslar. Bu gecici ve diisiikk afiniteli
baglantilar l6kositlerin dolagimdaki kan akimina karsi endotel yilizeyinde
yavaslamasina ve yakalanmasina olanak saglar (62).

Stabil Adezyon: Yuvarlanma asamasindan sonra, lokositlerin membran
yiizeyinde bulunan integrin adi verilen glikoproteinler(integrinler) ile endotel
hiicrelerindeki hiicre i¢ci adezyon molekiilleri (ICAM-1) arasinda daha giiclii ve
stabil etkilesimler meydana gelir. Yiiksek afiniteye sahip bu etkilesim lokositlerin
endotele sik1 bir sekilde baglanmasini saglar.

Diapedez (Transmigrasyon) ve Dokuya Infiltrasyon: Lokositler, endotel duvarini
gecerek vaskiiler olmayan dokuya infiltre olarak transmigrasyonla hasarli bolgeye

yerlesirler (63).

Sonug olarak hasarli bolgeye infiltre olan 16kositler, doku harabiyetinin daha da artmasina

neden olacak sitotoksik ajanlar salgilarlar. Bunlar arasinda ROS, miyeloperoksidaz

(MPO), proteazlar ve katyonik proteinler bulunur. Bu maddeler nekroz ve apoptozise

ivme kazandirir. Ayrica, l0kosit agregatlari ve trombositlerle olan etkilesimler,

mikrovaskiiler okliizyona neden olarak kan akisini1 daha da bozabilir. Bu siirecler, I/R

hasarmin siddetini artirir ve organ disfonksiyonuna zemin hazirlar.
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2.4.1.4. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Komplemanin Etkisi

I/R hasar1 siirecinde, kompleman sistemi hasarin artmasinda ve inflamatuvar yanitin
giiclenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Kompleman, dogustan gelen immiin
sistemin bir bileseni olup, proteolitik kaskatlar araciligiyla aktive olan ¢esitli plazma

proteinlerinden olusur.

I/R hasarinda kompleman aktivasyonu genellikle mikrobiyal patojenlerin yoklugunda,
yani "steril inflamasyon" kosullarinda gergeklesir. Bu aktivasyonun mekanizmasi hala
net olarak aydinlatilamamis olsa da, iskemik dokudaki degisiklikler ve reperfiizyonla
ortaya ¢ikan hasar sinyalleri komplemani tetikleyebilir. Kompleman sistemi, klasik,
alternatif ve lektin yollar1 araciligtyla aktive olabilmektedir. I/R hasarinda bu ii¢ yolun da

aktive olduguna dair kanitlar mevcuttur (64).

Kompleman aktivasyonunun baslica sonuglar1 sunlardir:

Anafilatoksin Uretimi: Kompleman kaskadinmn aktivasyonu sonucunda C3a ve C5a gibi
giiclii anafilatoksinler olusur. Bu peptid pargalari, kemotaktik 6zelliklere sahip olup,
notrofiller, monositler ve makrofajlar gibi inflamatuvar hiicreleri hasar bolgesine ¢eker.
Ayrica, bu hiicreleri aktive ederek reaktif oksijen tiirleri, lizozomal enzimler ve

proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6, TNF-alfa gibi) salinimma yol acar.

Lékosit Adezyonu ve Infiltrasyonu: Kompleman iiriinleri, endotel hiicrelerinin yiizeyinde
adezyon molekiillerinin (6rnegin, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin, P-selektin)
ekspresyonunu artirir. Bu durum, 16kositlerin damar duvarina sikica baglanmasini ve
ardindan dokunun i¢ine dogru yer degistirmesini (transmigrasyon/diapedez) kolaylastirir.
Dokuya giren 16kositler, agiga ¢ikardiklar1 sitotoksik mediyatorlerle parankimal hiicre

hasarin1 daha da siddetlendirirler.

Membran Saldir1 Kompleksi (MAC) Olusumu: Kompleman kaskadmnin son iiriinii olan
C5b-9, membran saldir1 kompleksi (MAC) olarak adlandirilir. Hiicre zarlarinda porlar
olusturarak hiicre liimiine (litik etki) neden olabilir. Ozellikle reperfiizyon sirasinda
endotel hiicrelerinin hasar gormesine ve mikrovaskiiler disfonksiyona katkida

bulunabilir.

Mikrovaskiiler Disfonksiyon: Kompleman aktivasyonu, mikrovaskiiler gecirgenligi

artirarak interstisyel 6dem ve kan akisinda bozulmalara yol agabilir. Bu durum, "no-

20



reflow" fenomeni olarak bilinen, kan akisinin yeniden saglanmasma ragmen doku

perflizyonunun yetersiz kalmast durumunu zorlastirir.

Kompleman sisteminin I/R hasarindaki bu kritik rolii, onu potansiyel terapotik
hedeflerden biri haline getirmistir. Kompleman aktivasyonunu azaltmaya yonelik
stratejiler, bircok calismada umut vadeden sonuglar ortaya koymustur. Bu mekanizmanin

tam olarak anlasilmasi i¢in ¢ok daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (65).

Milzobial yizeyde Kompleman tanima C3 konvertaz Efektdr fonksiyonlan
baglama
3 LPSzymosan Ampilifikasyon déngls(
o
b 4 c3b
L &
b o4
Alternatif 999 A
7
Yolnk C3b Opsonizasyon
v Properdin \ /
C3 —~C5—— C5b-9
Karbonhidratiar MBL -
zis
Lektin
Yolak

C3a CSa I '
Bagh I1gG, igM # /‘ \
o9 K taksi:
emotaksis
Klasik ; / Anafilotoksin Salgilanmasi
Yolak

Fagositik hiicrelerin gogl ve
artmig vaskuler gegirgenlik

Sekil 5. Kompleman yolaklarinin sematizasyonu (66).

2.4.1.5. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Antioksidan Mekanizmanin Rolii

I/R hasarinda ortaya ¢ikan ciddi oksidatif stres viicudun dogal antioksidan savunma
sisteminin kapasitesini agarak hiicresel hasarin artmasina yol agar. Saglikli bir yasam
stirdiirebilmek icin organizmadaki oksidan/antioksidan dengesinin korunmasi biiyiik
onem tagir. Antioksidan savunma sistemi, ROS {iretimini engellemeyi ve bu radikallerin
yol ag¢tig1 hasarlar1 6nlemeyi amaglar. Antioksidanlar genel olarak, endojen (viicut i¢inde

iiretilen) ve eksojen (disaridan aliman) kaynakli olmak iizere iki ana gruba ayrilir (67).
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e Endojen Antioksidan Mekanizmalar

Viicut, hiicresel hasara karsi birincil savunma olarak c¢esitli endojen antioksidanlar
kullanir. Bu antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler olarak

gruplandirilabilir:

1. Enzimatik Antioksidanlar:

- Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit radikalini (O2) hidrojen peroksite (H20-)
ve molekiiler oksijene (O2) doniistiiren ilk savunma sistemi enzimlerinden biridir.
Hiicre icindeki O: konsantrasyonunu diisiik tutar.

- Katalaz (CAT): Bu enzim hiicrede genellikle peroksizom adi verilen organellerde
bulunur. H:0:'yi suya ve oksijene doniistiirerek hidroksil (OH") radikali
olusumunun 6niine geger.

- Glutatyon Peroksidaz (GPx): GSH’1 kullanarak H:0:'yi suya doniistiiren bir
enzimdir. Selenyum bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki tiirii vardir.

- Glutatyon S-Transferaz (GST): Farkli endojen ve eksojen bilesenleri GSH ile
birlestirerek detoksifikasyonda rol oynar (68, 69).

- Nitrik Oksit Sentaz (NOS): L-arjinin oksidasyonu ile nitrik oksit olusturan ve
viicutta bir¢ok hayati fonksiyonu diizenleyen 6nemli bir enzimdir. NO, gaz halinde
bulunan ve dokular aras1 difiizyonunu kolaylastiran 6zel bir yapiya sahiptir. Baglica
gorevi vazodilatasyon olan ve bircok biyokimyasal aktiviteye aracilik eden NO,
hiicresel fonksiyonlarm denetiminde otokrin ve parakrin etkilere sahiptir. Ug tip
NOS izole edilmistir: néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS
(eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS). Bobrekte eNOS, arteriyollerde ve nNOS,
makula densada bulunurken, iINOS makrofaj ve diger hiicrelerin aktivasyonu
amaciyla afferent arteriyollerden eksprese olur ve fonksiyonlar1 agisindan farklilik
gosterirler. Bobrekte eNOS, vazodilatator etkiye sahiptir ve bobrek kan akimi ile
glomeriiler perfiizyonu diizenleyerek I/R hasarin1 6nlemede koruyucu bir rol oynar.
Buna karsilik, iNOS, I/R sirasinda aktive olarak yiiksek konsantrasyonlarda NO
iretimini indiikler ve siiperoksit anyonu ile birlesip giicli bir oksidan olan

peroksinitrit (ONOO-) olusumuna neden olur. Bu nedenle, NO'nun I/R hasarmdaki
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rolii olduk¢a karmasiktir; diisiik konsantrasyonlarda koruyucu etki gosterirken, agir

iiretimi (6zellikle iNOS kaynakli) hasar siddetlendirebilir (70).
2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

- Glutatyon (GSH): Hiicre i¢indeki en 6nemli antioksidan bilesiktir; glutamat, sistein
ve glisinden sentezlenir. Proteinlerdeki siilthidril gruplarini koruyarak oksidatif
hasar1 6nler. GSH eksikligi ciddi oksidatif strese neden olur (71).

- Melatonin: Epifiz bezinden salgilanan bu hormon, hiicrelere kolayca gecebilir ve
dolayli olarak antioksidan etkiler gosterir; GSH-Px ve SOD enzimlerini aktive
ederken nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe eder. I/R gibi bircok deneysel
modelde olumlu etkileri saptanmuistir.

- Urik Asit: Piirin metabolizmasmm son iiriinii olan bu bilesik, giiclii bir O2 ve

hipoklorik asit (HOC]I) siipiiriiciisiidiir (72).

Albiimin, seruloplazmin, transferrin, ferritin, bilirubin, sistein, metiyonin ve laktoferrin
gibi molekiiller de serbest radikalleri baglayarak veya etkisiz hale getirerek antioksidan

savunmaya katkida bulunur.

e Eksojen Antioksidan Mekanizmalar

Beslenme veya farmakolojik yollarla alinan antioksidanlar da I/R hasarmin 6nlenmesi ve

azaltilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir:
1. Vitamin Kaynakli Antioksidanlar:

- Askorbik Asit (C Vitamini): Suda ¢oziinebilen en giiclii antioksidanlardan biridir
O ve OH gibi radikalleri baglayarak inaktive eder, lipit peroksidasyonunu
engeller ve E vitamininin antioksidan etkinligini artirir.

- Alfa-Tokoferol (E Vitamini): Yagda c¢oziinebilen yapiya sahiptir. Hiicre zari
fosfolipitlerini serbest radikallerin etkilerinden koruyarak oldukca etkili bir
antioksidan fonksiyon gosterir. Siiperoksit ve hidroksil radikallerini indirgeme
yetenegine sahiptir.

- Karotenoidler (A Vitamini ve On Maddeleri): Hidroksil, alkoksil ve peroksil

radikallerine kars1 koruyucu bir antioksidan rolii istlenir (73).
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2. Farmakolojik Antioksidanlar:

- Ksantin Oksidaz Inhibitorleri (Allopiirinol): Reperfiizyon swrasinda ROS
olusumunda rol oynayan ksantin oksidaz enzimini inhibe ederek etki ederler.

- Demir Selatorleri (Desferroksamin): Fenton reaksiyonunda OH~ radikali
olusumuna aracilik ederek serbest demir iyonlarini baglar ve hasarin oniine gecer.

- N-Asetilsistein: Glutatyon sentezinde onemli bir Oncii olan sisteinin prekiirsorii

olarak GSH diizeylerini artirarak antioksidan savunmaya katkida bulunur (74).

Antioksidanlar, etki mekanizmalarma bagli olarak radikalleri siipiirme, zincir kirici,
onarici ve inaktif forma doOniistiiriicii etkiler gosterebilir.  Organizmadaki
oksidan/antioksidan dengesinin oksidan yoniinde bozulmasi oksidatif stres olarak
tanimlanir ve bu durum I/R hasarinda sik¢a goriilmektedir. Bu dengesizligi 6lgmek icin
Total Antioksidan Kapasite (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS) gibi biyokimyasal
belirtegler ile bunlarin orani olan Oksidatif Stres Indeksi (OSI) kullanilmaktadir. I/R
hasarma kars1 koruyucu terapdtik yaklasimlarin  gelistirilmesinde antioksidan

mekanizmalar derinlemesine anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir (75, 76).

2.5. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Amniyotik Kok Hiicre Tedavisinin Yeri

Akut iskemik bobrek hasari, bobreklerdeki yeterli arteriyel kan akismin engellenmesi
sonucunda gelisen yaygmn bir komplikasyondur. Hemorajik sok, sepsis, parsiyel
nefrektomi ve bobrek nakli gibi ¢esitli klinik durumlarda bobrege giden kan akisinin
kesilmesi ve sonrasinda aniden yeniden baslamasi, dokular1 ciddi bir reaktif oksijen
yiikiine maruz birakir. Bu durum, bobrek hasarini daha da koétiilestirir. Bu patofizyolojik
stireci yavaslatmak veya durdurmak amaciyla, renal I/R hasar1 iizerindeki etkileri
incelemek i¢in yakin zamanda bir¢ok etken madde hayvan deneylerinde test edilmistir.
Etkinligi kanitlanmis baz1 ajanlar mevcut olsa da, heniiz rutin klinik uygulamaya ge¢mis
bir tiriin bulunmamaktadir. Antioksidan 6zellikler gosteren molekiillerin yani sira, insan
amniyon sivist ve kok hiicrelerle ilgili yapilan caligmalar umut verici sonuglar

sunmaktadir.

Amniyotik sivi (AS), hamilelik siiresince fetiis i¢in koruyucu ve izole edici bir ortam

saglayan, su ve elektrolitleri biinyesinde barindiran temel bir biyolojik ortamdir. Bu sivi,
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temel yap1 taglarindan daha karmasik molekiiller ve hiicresel yapilar icerir. Bu kiigiik
bilesenler glikoz, lipidler, proteinler, farkli enzimler, hormonlar, mezensimal hiicreler,
biliylime faktorleri ve farklilasmis hiicrelerden olusur (77). AS'daki hiicre tipleri sadece
embriyon dis1 dokulardan degil, ayn1 zamanda fetal ve embriyonik dokulardan da
tiiremistir. Bu hiicre tipi morfolojik ve biiylime 6zelliklerine gore birkag alt gruba ayrilir.
Amniyotik sivi, swrasiyla yaklasik %33,5 epiteloid hiicrelerden, %60 amniyotik sivi
hiicrelerinden ve %35,3 fibroblastik hiicrelerden olusur. Amniyotik s1vi kok hiicreleri son
yillarda Ozellikle rejeneratif tipta biiyiik ilgi gérmektedir. Bu hiicreler iki alt grupta
incelenir: amniyotik sivi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve amniyotik sivi kok
hiicreleri. Kok hiicre tiirlerinin her biri rejeneratif tip uygulamalar1 igin ilgi ¢ekici

ozelliklere sahiptir.

Amniyon, ilk olarak ciltteki yaralarin kapanmasinda steril bir ortam yaratmak icin
kullanilmistir (78). Daha sonra amniyotik sivinin ¢ok ¢esitli hiicre tedavileri i¢cin ayrica
bir kaynak olusturabilecegi fikri ortaya atilmistir. Son dénem arastirmalar, amniyotik
sivinin ve tiirevlerinin ¢esitli doku hasar1 modellerinde olumlu sonuglar verdigini
gostermektedir. Ornegin, Vital ve arkadaslarinmn gergeklestirdigi in vitro I/R modelinde,
insan akciger alveoler hiicrelerinin hem soguk iskemi hem de reperflizyon nedeniyle
onemli Ol¢iide zarar gordiigii belirlenmistir (79). Reperfiizyondan once uygulanan insan
amniyon tiirevi mezenkimal/stromal koék hiicre tabanli tedavi, hiicrelerin apoptoza
girmesini geciktirmis, hiicre canliligini ve membran biitlinliigiini korumus, inflamatuvar
stireci kismen baskilamis ve kontrollii hiicre 6liim yolunu engelleyerek iskemik olarak

hasar gérmiis akciger hiicreleri iizerinde koruyucu etkiler géstermistir.

Ayrica, Ozgenel ve arkadaslarinin yaptig1 bir hayvan deneyinde, insan amniyon s1visinin
sicanlarda periferik sinir skarlagsmasi ve rejenerasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir.
Sag siyatik siniri kesilip onarildiktan sonra, onarmm bdlgesine uygulanan amniyon
stvismin, tuzlu su ile tedavi edilen gruba kiyasla fonksiyonel sinir rejenerasyonunu

anlamli derecede daha hizli bir sekilde iyilestirdigi kanitlanmustir (8).

Yakin zamanda amniyotik s1vi ile gergeklestirilen bu tiir galismalarin genel olarak olumlu
sonuglar vermesi, amniyotik sivinin igerdigi pek ¢ok biiyiime faktorii sayesinde zellikle

yara iyilesmesi ve I/R hasarinda umut vaat ettigini gostermektedir.
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2.6. Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium Yapisi

Amniyotik s1vi, dogum dncesi tani testlerinde kullanilan bir fetal materyaldir. Amniyotik
stvi Ornekleri, kromozom analizi i¢in metafaz hiicrelerinin bir kaynagi olarak

biyokimyasal ve DNA tabanli testler i¢in ek materyal saglamak amaciyla kiiltiirlenebilir.

Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium, hiicre baglanmasini ve biiyiimesini en
iist diizeye c¢ikarmak i¢in Fetal Sigir Serumu (FBS), gentamisin ve L-glutamin iceren
optimize edilmis bazal bir ortam icerir. Bu steril filtrelenmis {iriin optimize edilmis ortam
ve kiiltiir manipiilasyonlar1 sirasinda daha fazla pH stabilitesi saglayan gelismis bir
tamponlama sistemine sahiptir.Sitogenetik ¢alismalar ve in vitro diagnostik prosediirler
icin insan amniyotik s1v1 hiicrelerinin kisa siireli kiiltiirii icin gelistirilmis bir besiyeridir.
Bu besiyeri, hiicre morfolojisini iyilestirmek amaciyla antibiyotik (gentamisin), L-
glutamin ve FBS iceren, kullanima hazir ve kullanigh bir formatta daha temiz kiiltiirler

elde edilmesini saglayan bir formiildiir.

Caligmamizda, insan amniyon hiicre kiiltiirii 6zelligi tasiyan Gibco™ AmnioMAX™- [I
Complete Medium adli preparatin renal iskemi reperflizyon hasarma etkisini arastirdik.
Yapilan literatiir taramasinda Gibco™ AmnioMAX™ - [I Complete Medium’un renal
I/R hasarinda kullanildigima dair literatiir verisine rastlanmamistir. Daha ©6nce bu
preparatla yapilan ¢aligmalarda kullanilan doz baz alinarak deney hayvami {izerinde
uygulandi (80). Ayni1 dozu hem iskemi 6ncesi hem de iskemi sonrasi uygulayarak bir nevi

koruyucu ve tedavi edici etki arastirildi.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu deneysel hayvan calismasi Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul onayi
(Proje no: 2024.04.01.1521 Tarih:21.08.2024, Karar No: 2024-08-01) alindiktan sonra,

deneysel hayvan ¢aligmalar1 etik kurallarina uygun olarak yiirtitiildi.

3.2. Deney Hayvanlari ve Deney Ortami

Bu calismada 36 adet Wistar-Albino cinsi disi rat kullanildi. Deneysel ¢calisma Diizce Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda yapildi.
Calismaya 8-10 haftalik ve ortalama agirliklar1 200-250 gram civarinda genc yetiskin disi
ratlar dahil edildi. Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrilarak her bir grupta 9 rat olacak sekilde
laboratuvar ortaminda izlendi. Calisma siiresince ratlara limitsiz sekilde musluk suyu ve
standart kemirgen yemi verildi. Hayvanlar kontrollii sicaklik (23-25°C) ve 12/12 saatlik
acik/karanlik dongiisii %50-60 nem olan bir odada ve kafeslerde olacak sekilde takip
edildi.

3.3. Deney Gruplar

Ratlar 4 esit gruba ayrildiktan sonra operasyon Oncesi 6 saat aclhigi takiben 90 mg/kg
ketamin hidrokloriir ve 10 mg/kg Ksilazin intraperitoneal (i.p.) kullanilarak genel anestezi
aldilar. Operasyon Oncesi ratlarin batin cildi tiraslandi ve %10’luk povidin iyot ¢ozeltisi
ile antisepsi saglandiktan sonra abdominal median laparotomi uygulandi. Renal I/R
modeli esnasinda kullanilan AmnioMAX dozlar1 Aydogdu ve arkadaslarinin g¢aligmasi

baz alinarak olusturuldu (80).

1.Grup (Sham grubu): Laparotomi sonrasi sag ve sol renal pedikiiller agiga ¢ikarildi.

Ek bir girisim yapilmadan batin kapatildi. 24 saatlik reperflizyon uygulandi.

2.Grup (Renal I/R grubu/Hastahk grubu): Laparotomi sonrasi bilateral renal
pedikiile atravmatik damar klempleri (Bulldog klempleri) konularak iskemi

olusturuldu ve iskeminin gerceklestigi bobrek dokusunda meydana gelen renk
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degisikligi ile teyit edildi. 45 dakikalik iskeminin ardindan atravmatik vaskiiler
klempler (Bulldog klempleri) ¢ikarildi. 24 saatlik reperfiizyon uygulandi.

3. Grup (I/R’den sonra Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium verilen
grup/Tedavi grubu): Laparotomi sonrasi bilateral renal pedikiile atravmatik damar
klempleri (Bulldog klempleri) konularak iskemi olusturuldu ve iskeminin
gerceklestigi bobrek dokusunda meydana gelen renk degisikligi ile teyit edildi. 45
dakikalik iskemiden sonra atravmatik vaskiiler klempler ¢ikarildi ve reperfiizyon
saglandi. Reperfiizyonu takiben 1 saat sonra 1 cc Gibco™ AmnioMAX™ - I

Complete Medium i.p. olarak uygulandi. Reperfiizyon siiresi 24 saat olarak belirlendi.

4. Grup (I/R’den 6nce Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium verilen
grup/Profilaksi grubu): Operasyon oncesi 1 cc Gibco™ AmnioMAX™ - I
Complete Medium 1i.p. olarak uygulandi. Enjeksiyondan 1 saat sonra laparotomi
uygulandi. Laparotomi sonrasi bilateral renal pedikiile atravmatik damar klempleri
(Bulldog klempleri) konularak iskemi olusturuldu ve iskeminin gerceklestigi bobrek
dokusunda meydana gelen renk degisikligi ile teyit edildi. 45 dakikalik iskemiden
sonra atravmatik vaskiiler klempler c¢ikarildi. Reperfiizyon siiresi 24 saat olarak

belirlendi.

Ratlar postoperatif donemde de ayn1 ortam kosullarinda (23-25°C sicaklik, %50-60 nem,
12/12 saatlik agik/karanlik dongiisii) kafeslerde takip edildi. Calisma siiresince ratlara
limitsiz sekilde musluk suyu ve standart kemirgen yemi verildi. Biyolojik ritim g6z
oniinde bulundurularak tiim cerrahi islemler her gruba 1 giin ayrilarak yapildi ve tiim
gruplar 24 saat sonra tekrar opere edilip sag ve sol bobrek dokulari ¢ikarildi. Tiim ratlarin
bilateral nefrektomisinin ardindan ratlar anestezi altinda kardiyak ponksiyon ile sakrifiye

edildi.

Alman kan Ornekleri 3000 rpm’de 15 dakika santriflij edildikten sonra elde edilen
heparinize plazma O©rnekleri Eppendorf® tiiplerine aktarildi. Eppendorf® tiipler
klinigimizde bulunan -80 °C dolapta biyokimyasal dl¢iimler icin saklandi. Kan serum
orneklerinde serum BUN (mg/dl), iire (mg/dl) ve kreatinin (mg/dl) seviyeleri ticari kitin

yonergelerine uygun sekilde belirlendi.
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Calisma sonrasinda ¢ikartilan sag bobrek dokusu uzun ekseni boyunca 2 esit pargaya
boliinerek bir yarisi biyokimyasal diger yarisi da histopatolojik incelemeler i¢in ayrildi.
Sol bobrek dokusu yine uzun ekseni boyunca 2 esit par¢aya boliinerek bir yarisi

histopatolojik degerlendirmeler i¢in ayrildi.

Biyokimyasal inceleme yapilacak bobrek dokular1 saklandiktan sonra homojenize edildi
ve homojenizasyondan sonra numunelerden ticari uygun kitler ile dokulardan antioksidan
stres parametreleri olan Malondialdehit (MDA), Katalaz (CAT), Super Oksit Dismutaz
(SOD), Total Antioksidan Status (TAS), Total Oksidant Status (TOS), Glutatyon
Peroksidaz (GPx), Glutatyon (GSH), Nitrik Oksit Sentaz (NOS) konsantrasyonlar1 tayin
edildi.

Sekil 6. Hayvan Deney Gruplar1 ve Kafes Diizeni

29



Sekil 7. Bilateral Renal Iskemi Prosediirii

3.4. Biyokimyasal Analiz

Sicanlarda olusturulan I/R modeli ¢alismasindan elde edilen bobrek doku 6rnekleri 1/9
oraninda (0,1 gr doku: 0,9 ml 140 mmol/L’lik KCI) Potasyum Kloriir tamponu ile
homojenize edildikten sonra 7000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. TAS, TOS, GSH, SOD,
MDA, CAT, GPx, kreatinin, iire, BUN degerlerini 6l¢mek i¢in MINDRAY-BS400 cihazi,
doku MDA seviyelerini 6l¢mek icin REL. ASSAY-Microplate Reader cihazi ve iNOS
seviyelerini 6l¢mek icin BIO-TEK EL X 800-Auto strip washer:BIO TEK EL X 50 cihazi
kullanild1.
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Sekil 8. Biyokimyasal 6l¢ciimlerde kullanilan MINDRAY-BS400 cihaz1

Sekil 9. Biyokimyasal 6l¢iimlerde kullanilan REL ASSAY cihaz
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3.4.1. Doku MDA (Malondialdehit) Olciimii

MDA seviyesi, 90-100°C'de tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona dayali bir yontemle
belirlendi. TBA test reaksiyonunda, MDA veya MDA benzeri maddeler ve TBA, 532
nm'de maksimum emilim gosteren pembe bir pigment iireterek reaksiyona girer.
Reaksiyon, 60 dakika boyunca 90°C'de pH 2-3'te gerceklestirilir. Ornek, proteini
cokeltmek i¢in soguk trikloroasetik asitle karistirilir. Cokelti santrifiijleme ile peletlenir
ve reaksiyon, iistteki sivinin esit hacimde TBA ile soguk su banyosunda 10 dakika

sogutulmasiyla durdurulur.Sogutulduktan sonra, absorbans 532 nm'de okunur.

3.4.2. Doku TAS, TOS, OSI Ol¢iimii

TAS, TOS ve OSI degerlendirmeleri, oksidatif dengeyi belirlemek amaciyla kullanilan

onemli biyokimyasal yontemlerdir.

Total Antioksidan Kapasite (TAS) Olciimii: TAS'in degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak
ABTS (2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) yontemi kullanilmaktadir. Bu
yontemde, ABTS radikal katyonlar1 antioksidanlarla reaksiyona girerek bir renk
degisikligi meydana getirir ve bu degisim spektrofotometrik olarak oOlgtiliir. ABTS+
radikal katyon testi, antioksidan kapasitenin belirlenmesinde siklikla tercih edilen bir

yaklasimdir. Ol¢iim sonuglari, mmol Trolox esdegeri/L biriminde ifade edilmektedir (75).

Total Oksidan Seviye (TOS) Olgiimii: TOS seviyelerinin belirlenmesinde, numunede
bulunan oksidanlarin ferroz iyon kompleksini ferrik iyona oksitlemesi prensibine
dayanan bir yontem uygulanir. Bu oksidasyon reaksiyonu, ortamda bol miktarda bulunan
gliserol molekiilleri ile desteklenir. Test, hidrojen peroksit ile kalibre edilmekte olup,
sonuc¢lar mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol H20- equivalent/L) olarak rapor

edilmektedir (76).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Hesaplamasi: OSI, organizmadaki oksidan ve antioksidan
dengesini gosteren bir parametre olarak kabul edilir ve TOS'un TAS'a orani ile hesaplanir

(81-83).

“OSI=TOS (umol H20: esdegeri/L) / TAS (umol Trolox esdegeri/L)”
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3.4.3. Doku Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivite (")l(;iimij

SOD’un rolii, oksidatif enerji siireclerinde iiretilen toksik stiperoksit radikalini hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiren reaksiyonu hizlandirmaktir. Bu yontem,
stiperoksit radikalleri iiretmek i¢in ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanir ve bu
radikaller, kirmizi bir formazan boyasi olusturmak i¢in 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
S-feniltetrazolium kloriir (INT) ile reaksiyona girer. SOD aktivitesi, tam otomatik bir

cihaz yardimiyla ol¢iiliir.

3.4.4. Doku Katalaz (CAT) Aktivite Olgﬁmﬁ

Bu kolorimetrik analiz iki adimdan olusur. Ornek dnce bilinen miktarda hidrojen peroksit
ile inkiibe edilir. Ornek hidrojen peroksidi suya ve oksijene doniistiiriir. Oran katalaz
konsantrasyonuyla orantilidir. Enzim durdurulur ve kalan hidrojen peroksit, sabit bir
inkiibasyon siiresinin ardindan bir kromojen kullanilarak belirlenir. Ortaya c¢ikan

absorbans 405 nm'de dl¢iiliir ve elde edilen sonuglar U/ml olarak ifade edilir.

3.4.5. Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Olciimii

Bu yontem Paglia ve Valentine'in yontemine dayanmaktadir. GPx, hidroperoksit
tarafindan glutatyonun oksidasyonunu katalize eder. Glutatyon varliginda, NADPH'nin
NADP'ye es zamanli oksidasyonuyla birlikte hemen indirgenmis forma dontstiiriiliir. 340

nm'deki absorbanstaki azalma 6l¢iiliir (84).

3.4.6. Doku Oksitlenmis Total Glutatyon (GSH) Olgﬁmﬁ

GSH diizeylerinin doku oOrneklerinde belirlenmesi, Ellman yontemi kullanilarak
ditiyonitrobenzoik asit (DTNB) geri ¢cevirim metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
yontemde, GSH'nin tiyol kalintilar1t DTNB molekiillerini spektrofotometrik olarak 412
nm'de absorbansi olan 2-nitro-5-benzoik aside indirgedi. GSH, indirgeme isleminden
once ve sonra Olciildii. Bu yontemin temel prensibi, siilfhidril gruplarinin DTNB ile
reaksiyona girerek, sar1 renkli bir disiilfit bilesigi olusturmasidir. Olusan bu sar1 renkli
kompleksin optik yogunlugu, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlciilerek
GSH aktivitesi belirlenir (85).
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3.4.7. Doku Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)Aktivite (")l(;iimii

Bu ELISA Kkiti, rekabetci ELISA (Competitive-ELISA) prensibini kullanmaktadir. Kit
icerisinde ELISA plakasi, NOS2/iNOS antijeni ile onceden kaplanmigtir. Reaksiyon
sirasinda, numunedeki saptama antikoru iizerindeki NOS2/iNOS'a 6zgii baglanma
bolgeleri i¢in kat1 faz destekleyici tizerindeki sabit miktarda NOS2/iNOS ile rekabet eder.
Fazla konjugat ile baglanmamis numune yikandiktan sonra, her bir mikro kuyuya
horseradish peroksidaz (HRP) ile konjuge edilmis avidin eklenir ve inkiibe edilir. Daha
sonra her kuyuya substrat cozeltisi ilave edilir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma
cozeltisi eklenerek sonlandirilir ve meydana gelen renk degisimi, 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgiilir. Numunelerdeki NOS2/iNOS konsantrasyonu,
numunelerin optik yogunluk degerlerinin standart egri ile karsilastirilmasi yoluyla

belirlenir.

3.4.8. Serum Ure (BUN), Kreatinin Seviye Olciimii

Ure, amonyak ve CO2 iiretmek i¢in iireaz varhiginda hidrolize edilir. Uretilen amonyak,
Glutamat dehidrojenaz (GLDH) varliginda 2-oksoglutarat ve NADH ile birleserek
glutamat ve NAD agiga c¢ikarir. NADH tiiketiminden kaynaklanan absorbanstaki azalma
kinetik olarak oOl¢iiliir. Kreatinin 6l¢iimiinde anti-CRP antikorlari, numunedeki antijenle
reaksiyona girerek bir antijen/antikor kompleksi olusturur. Agliitinasyonun ardindan

tiirbidimetrik olarak 6l¢iim yapilir.

3.5. Histopatolojik Degerlendirme

Deneklerden elde edilen her iki bobrek dokusu islem dncesinde %10’luk nétral formalin
soliisyonuna alinarak fikse edildi. Uygun fiksasyon siiresinin ardindan tiim materyaller
uzun aks boyunca Orneklendi, numaralandirildi ve kodlanarak standart histolojik
prosediirlerle doku takip cihazinda islem gordii. Takiben, tiim ornekler parafin bloklara
gomiildii. Her bloktan 5 pm kalinliginda seri kesitler alinarak lamlara aktarildi, ardindan
deparafinizasyon iglemleri tamamlandi. Kesitler, rutin Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
Periyodik Asit-Schiff (PAS) boyama protokolleri ile boyandi. Ozellikle PAS boyasi,
glomeriiler yapilarin, bazal membran biitiinliigiiniin ve fircamsi kenarlarin (brush border)

degerlendirilmesinde kullanildi.
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Sekil 10. Doku ve Kan Ornekleri

Boyama islemleri tamamlanan lamlar, yiiksek c¢oziiniirlikli dijital slayt tarayici ile
taranarak dijital platforma aktarildi. Tiim histopatolojik degerlendirme, grup bilgisine kor

bir patolog tarafindan dijital slaytlar tizerinden gergeklestirildi.
Her 6rnek, asagidaki morfolojik kriterler agisindan detayli olarak incelendi:

. Tiibiiler yapilarda: firgcamsi kenar kaybu, tiibiiler atrofi, vakuolizasyon, dilatasyon,

kast olusumu, nekroz
. Tiibiilointerstisyel alanda: hemoraji, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, fibrozis

. Glomertiler yapilarda: tuft retraksiyonu, Bowman kapsiil kalinlasmasi ve

segmental yapisal deformasyonlar

Ayrica, histolojik degisikliklerin kantitatif olarak degerlendirilmesinde EGTI
(Endotelyal, Glomeriiler, Tiibiiler, Interstisyel) skorlama sistemi kullanildi (Tablo 1)(86).
Bu sistemde her anatomik bdlge, hasarin derecesine gore 0 ile 3 veya 4 puan arasinda
degerlendirilerek skorlanmaktadir. Skorlama sonunda toplam O ile 14 arasinda bir skor
elde edilmektedir. Buna gore her denek i¢in bir skor hesaplanmis, bulgular gruplara gore

degerlendirilmistir.
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Tablo 1. EGTI Histolojik Skorlama Sistemi

Doku Alani

Tiibiiler

Endotelyal

Glomeriiler

Tiibiilointerstisyel

Hasar Tanim
Histolojik bozulma yok
<%25 firgcamsi kenar kaybi, bazal

membran biitiinligii korunmus

>%?25 fircams1 kenar kaybi,
kalinlagsmis bazal membran
(+) Inflamasyon, kast formasyonu,

<%060 tubiiler nekroz

(+) >%60 tuibiiler nekroz
Normal goriiniim
Endotelyal hiicrelerde sisme
Endotelyal hiicre yapisinda
bozulma

Endotelyal biitiinliik kayb1
Normal goriiniim

Bowman kapsiiliinde kalimlagma

Glomeriiler tuft retraksiyonu

Glomeriiler fibrozis

Normal goriiniim

<%?25 alanda hemoraji ve/veya
inflamasyon

(+) <%?25 alanda nekroz
%60’a kadar nekroz

>%060 yaygin nekroz
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3.6. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS statistics
22.0 (Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Siirekli nicel degiskenlerin normallik
varsayimi Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testi ile yapildi . p>0,05 degeri normal
dagilim olarak kabul edildi. Gruplarm karsilastirilmasinda One-Way ANOV A (post hoc
Tukey testi ile post hoc Games-Howell testi) ve Kruskal —Wallis (post hoc Dunn testi)
testleri1 uygulandi. Grup varyanslarmin homojenligi varsayimi ise Levene testi ile
incelendi. Histopatolojik degerlendirmelerde gruplar arasindaki karsilastirmalarda One-
Way ANOVA (post huc Tukey testi) testi kullanildi. Tiim degerlendirmelerde p<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve sonuglar ortalama + standart sapma

olarak ve medyan (minimum-maksimum) seklinde ifade edildi.
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4.1. Biyokimyasal Analiz

4. BULGULAR

4.1.1. Doku TAS degerleri

Doku TAS degerleri Kontrol grubunda ortalama 1,68 + 0,1 mmol/L olarak 6lciiliirken,
Grup 2 ‘de 1,41 £ 0,2 mmol/L, Grup 3’te 1,56 + 0,Immol/L, Grup 4’te ise 1,54 + 0,1

olarak bulundu. Tiim gruplar karsilastirildiginda bobrek dokusu ortalama TAS seviyeleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,01). Gruplar arasi yapilan

karsilastirmada, I/R grubundaki ortalama TAS degerlerinin kontrol grubundan diisiik

oldugu anlamli bulundu (p<0,01). Tedavi ve profilaksi grubu TAS seviyelerinin I/R

grubundan istatistiksel olarak anlaml 6lciide yiliksek oldugu ancak profilaksi grubu ile

tedavi grubu arasinda anlamli fark olmadigi bulundu (sirasiyla p<0,01, p<0,01, p>0,05).

Tablo 2. Gruplarin bobrek dokusu ortalama TAS degerleri

Gruplar

1.Grup (Sham grubu)
2.Grup (Renal I/R grubu)
3.Grup (Tedavi grubu)
4.Grup (Profilaksi grubu)

Doku ortalama TAS
(mmol/L)
seviyeleritstandart
sapma
1,68 +0,1
1,41£0,2
1,56+0,1
1,54+0,1
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Medyan (Min-
Max) degerler
(mmol/L)

1,67 (1,51-1,85)
1,42 (1,31-1,53)
1,56 (1,42-1,68)
1,55 (1,43-1,66)

P degeri

p <0,01



Grafik 1. Bobrek dokusu ortalama TAS degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.2. Doku TOS Degerleri

Doku TOS degerleri kontrol grubunda 6,7 + 0,9umol/L, Grup 2 ‘de 9,6 + 1,3 pmol/L,
Grup 3’te 8 £ 1 pumol/L, Grup 4’te ise 8,3 + 1,7 olarak bulundu. Tiim gruplar
karsilastirildiginda doku TOS seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0,01). Gruplar arasi1 yapilan istatistiksel karsilastrmada I/R ve tedavi gruplarinin
kontrol grubundan daha yiiksek doku TOS degerine sahip oldugu anlamli olarak
sonuglandi (sirastyla p<0,05, p<0,01). I/R grubu ile tedavi grubu karsilastirildiginda ise
I/R grubunun daha yiliksek TOS seviyesine sahip oldugu istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,01). Profilaksi grubu ile diger tiim gruplar karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik tespit edilmedi (p>0,05).
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Tablo 3. Gruplarin bobrek dokusu ortalama TOS degerleri

Gruplar Doku ortalama TOS Medyan (Min- P degeri
(umol/L) Max) degerler
seviyeleritstandart (umol/L)
sapma
1.Grup (Sham grubu) 6,7+0,9 6,8 (5,1-7.9)
2.Grup (Renal I/R grubu) 9,6+1,3 9,9 (7,7-11,4) p <0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 8+1 7,8 (6,8-10,1)
4.Grup (Profilaksi grubu) 8,3+1,7 7,5 (6,6-11,2)

Grafik 2. Bobrek dokusu ortalama TOS degerleri
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(Farkly harf'ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmugstur. Aym harfi
tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir.)

4.1.3. Doku OSI Degerleri

Doku OSI degerleri kontrol grubunda ortalama 0,39 + 0,05, Grup 2’de 0,68 + 0,09, Grup
3’te 0,51 = 0,04, Grup 4’te ise 0,54 + 0,11 olarak bulundu. Tiim gruplar
karsilastirildiginda bobrek dokusu ortalama OSI degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Bobrek dokusu ortalama OSI degerleri gruplar
arasinda degerlendirildiginde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlamli farklilik
bulundu (p<0,01). Tedavi grubunun OSI seviyelerinin I/R grubundan daha diistik oldugu
sonucu da istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Ancak tedavi ve I/R grubu ile

profilaksi grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05).
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Tablo 4. Gruplarin bobrek dokusu ortalama OSI degerleri

Gruplar Doku ortalama OSI Medyan (Min- P degeri
degerleritstandart Max) degerler
sapma
1.Grup (Sham grubu) 0,39+0,05 0,41 (0,3-0,49)
2.Grup (Renal I/R grubu) 0,68+0,09 0,66 (0,55-0,84) p <0,05
3.Grup (Tedavi grubu) 0,51+0,04 0,50 (0,44-0,59)
4.Grup (Profilaksi grubu) 0,54+0,11 0,52 (0,40-0,76)

Grafik 3. Bobrek dokusu ortalama OSI degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.4. Doku GSH Degerleri

Sicanlarda olusturulan I/R modelindeki bobrek GSH degerleri tablo 5°te gosterilmistir.
Gruplararas: ortalama GSH seviyeleri arasinda anlamli fark saptandi (p<0,01). Doku
GSH seviyeleri I/R grubunda ve etken maddenin I/R’den 6nce uygulandig1 profilaksi
gruplarinda, sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik saptand1 (sirasiyla
p<0,01, p<0,05). Tedavi ve profilaksi grubu ile I/R grubu arasinda anlamli fark tespit
edildi (p<0,05). Tedavi grubundaki GSH seviyelerinin de profilaksi grubundan yiiksek
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oldugu anlamli sonuglandi. Ancak bobrek GSH seviyeleri tedavi grubunda, sham grubuna

gore anlamli farklilik gostermedi (p>0,05).

Tablo 5. Gruplarin bobrek dokusu ortalama GSH degerleri
Gruplar Doku ortalama GSH Medyan (Min-Max) P degeri

(mmol/L)diizeyleritstandart  degerler(mmol/L)

sapma
1.Grup (Sham grubu) 218,94+21,9 207,6 (199,2-265.9)
2.Grup (Renal I/R grubu) 170,2+7,52 170,1 (158-181,6) P<0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 204,5+11,2 208,9 (189,2-219,6)
4.Grup (Profilaksi grubu) 189,8+5,24 188,6 (184,9-200,9)

Grafik 4. Bobrek dokusu ortalama GSH degerleri
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(Farkly harf'ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmugstur. Aym harfi
tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliik bulunmamistir.)

4.1.5. Doku SOD Degerleri

Doku SOD degerleri tablo 6’da gosterilmistir. Bobrek dokusu ortalama SOD degerleri
tiim gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0,01). I/R
grubunda doku SOD seviyelerinin tedavi ve kontrol grubuna gore belirgin azaldig:
anlamli olarak tespit edildi (p<0,05). Ancak diger gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05).

42



Tablo 6. Gruplarin bobrek dokusu ortalama SOD degerleri

Gruplar Doku ortalama SOD Medyan (Min- P degeri
(U/ml) diizeyleritstandart Max)
sapma degerler(U/ml)
1.Grup (Sham grubu) 201,4+23,83 209,4 (162,9-233,4)
2.Grup (Renal I/R grubu) 156,2421,78 157,4 (115,9-194 ,4) p < 0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 185,4+9,39 188,5 (165,6-195,4)
4.Grup (Profilaksi grubu) 178,247,36 178,3 (165,8-188,2)

Grafik 5. Bobrek dokusu ortalama SOD degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farkllik bulunmamistir.)

4.1.6. Doku GPx Degerleri

Bobrek dokusu GPx degerleri tablo 7°de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizde tiim
gruplar degerlendirildiginde GPx diizeyleri arasinda anlamli farklilik tespit edildi
(p<0,01). Gruplar aras1 degerlendirme yapildiginda ise I/R grubundaki GPx diizeyleri
Sham ve tedavi gruplarindan diisiiktiir ve bu farklilik istatistiksel olarak da anlamli
bulundu (p<0,01). Diger gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ortalama GPx
degerlerinin tedavi grubunda I/R grubuna gore daha yiiksek oldugu anlamli olarak
sonug¢lanmig, ancak tedavi grubu ile kontrol ve profilaksi grubu arasinda anlamli bir fark

bulunmadi (sirastyla p<0,05, p>0,05).
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Tablo 7. Gruplarin bobrek dokusu ortalama GPx degerleri

Gruplar Doku ortalama GPx (U/L)  Medyan (Min- P degeri
diizeyleritstandart sapma Max)
degerler(U/L)
1.Grup (Sham grubu) 54,6£17,85 52 (32,2-85,8)
2.Grup (Renal I/R grubu) 22,1+7,21 21,7 (12,8-32,7) p <001
3.Grup (Tedavi grubu) 39,1£10,2 37,8 (24,8-57,2)
4.Grup (Profilaksi grubu) 28,5+5,98 28,9 (20,4-35,7)

Grafik 6. Bobrek dokusu ortalama GPx degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.7. Doku CAT Degerleri

Bobrek dokusu ortalama CAT degerleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edildi (p<0,01). Gruplar aras1 ortalama CAT seviyeleri karsilastirildiginda I/R
grubundaki ortalama CAT degerleri tedavi ve kontrol grubundan belirgin derecede
diisiiktiir. Bu farklilik istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p<0,05). Tedavi ve I/R
grubu karsilagtirildiginda ise doku CAT seviyelerinin tedavi grubunda daha yiiksek
oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Kontrol grubunun profilaksi

grubuyla arasinda anlaml fark tespit edildi ancak tedavi grubuyla arasmda anlamli bir
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fark bulunmadi (sirasiyla p<0,05, p>0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktur (p>0,05).

Tablo 8. Gruplarin bobrek dokusu ortalama CAT degerleri

Gruplar Doku ortalama CAT = Medyan (Min-Max) P degeri
(U/ml) diizeyleri degerler (U/ml)

+standart sapma

1.Grup (Sham grubu) 199,1+£10,95 202,8 (178,4-210,4)

2.Grup (Renal I/R grubu) 147,7+33,63 148,9 (119-166,5) p < 0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 176,9424,1 168,6 (149-215,3)

4.Grup (Profilaksi grubu) 164,84+29,28 162,8 (106,8-204,1)

Grafik 7. Bobrek dokusu ortalama CAT degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.8. Doku MDA Degerleri

Bobrek dokusu ortalama MDA degerleri Sham grubunda ortalama 15,7 + 2,2 nmol/ml,
grup 2’de 19,8 £2,9 nmol/ml, grup 3’te 16,9 +2,2 nmol/ml, grup 4’te 18,3 + 3,6 nmol/ml

olarak sonu¢lanmistir ve tiim gruplar karsilastirildiginda ortalama MDA seviyeleri
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arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Gruplar arasi yapilan
karsilastirmada yalnizca I/R grubu MDA degerlerinin kontrol grubundan daha diistik
oldugu anlamli bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda anlaml1 bir fark tespit edilmedi

(p>0,05).

Tablo 9. Gruplarin bobrek dokusu ortalama MDA degerleri

Gruplar Doku ortalama MDA Medyan (Min- P degeri
(nmol/ml) diizeyleri Max) degerler
+standart sapma (nmol/ml)
1.Grup (Sham grubu) 15,742,2 15,9 (12,4-19,3)
2.Grup (Renal I/R grubu) 19,8+2,9 19,4 (15,7-24,2) p <0,05
3.Grup (Tedavi grubu) 16,9422 16,7 (14,3-21,4)
4.Grup (Profilaksi grubu) 18,3+3,6 17,7 (12,7-23,5)

Grafik 8. Bobrek dokusu ortalama MDA degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.9. Doku iNOS Degerleri

Doku iNOS ortalama degerleri karsilastirildiginda grup 1°de 21,5 + 10,3 ng/ml, grup 2°de
22,1 £ 9,2 ng/ml, grup 3’te 22,9 £ 9,9 ng/ml, grup 4’te ise 22,7 + 12,6 ng/ml olarak
sonu¢lanmistir. Gruplarin ortalama iNOS degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).
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Tablo 10. Gruplari bobrek dokusu ortalama iNOS degerleri

Gruplar Doku ortalama iNOS Medyan (Min- P degeri
diizeyleri Max) degerler
(ng/ml)+standart (ng/ml)
sapma

1.Grup (Sham grubu) 21,5+10,3 23,7 (9,8-34,7)

2.Grup (Renal I/R grubu) 22,149,2 20,1 (4,2-34,6) p >0,05
3.Grup (Tedavi grubu) 22,949,9 16,8 (11,6-38,2)

4.Grup (Profilaksi grubu) 22,7+12,6 19,9 (4,1-38,1)

Grafik 9. Bobrek dokusu ortalama iNOS degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.10. Serum Ure Degerleri

Sicanlarda olusturulan I/R modelinde gruplar arasi ortalama serum {ire degerleri
karsilastirilmistir. Tiim gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edildi (p<0,01). Gruplar aras1 ortalama serum fiire seviyeleri kiyaslandiginda ise I/R,
profilaksi ve tedavi grubunun sham grubuyla arasinda anlamli bir fark bulundu (sirasiyla
p<0,01, p<0,05, p<0,01). Tedavi grubu ortalama iire seviyeleri, /R grubundan anlaml1
derecede diisiik olarak bulundu (p<0,05). Ancak profilaksi grubu ile tedavi ve I/R grubu
arasinda anlaml bir farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 11. Gruplarin ortalama serum Ure degerleri

Gruplar Serum ortalama Ure Medyan (Min- P degeri
(mg/dl) diizeyleri Max) degerler
+standart sapma (mg/dl)
1.Grup (Sham grubu) 45,9416 41 (21,5-70,6)
2.Grup (Renal I/R grubu) 167,4+41,7 182 (108-221,7) p <0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 113,1£36,1 110,1 (58,6-168,6)
4.Grup (Profilaksi grubu) 144,2+65,4 169,3 (54,4-221,3)

Grafik 10. Ortalama serum Ure degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.1.11. Serum Kreatinin Degerleri

Tiim gruplarin ortalama serum kreatinin degerleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
bulundu (p<0,01). Gruplar aras1 yapilan degerlendirmede kontrol grubu ile I/R grubu
arasinda, tedavi grubuyla I/R grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik tespit
edildi (swrasiyla p<0,01, p<0,05). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0,05).
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Tablo 12. Gruplarmn ortalama serum Kreatinin degerleri

Gruplar Serum ortalama Medyan (Min- P degeri
Kreatinin diizeyleri Max) degerler
(mg/dl) +standart (mg/dl)
sapma

1.Grup (Sham grubu) 1,02+0,04 1,01 (0,96-1,07)
2.Grup (Renal I/R grubu) 2,1+0,84 1,98 (1,2-3,3) p <0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 1,08+0,13 1,1 (0,9-1,2)
4.Grup (Profilaksi grubu) 1,68+0,7 1,39 (0,9-2,8)

Grafik 11. Ortalama serum Kreatinin degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklik bulunmamistir.)

4.1.12. Serum BUN Degerleri

Sicanlarda yapilan I/R hasar1 ¢alismasinda tiim gruplar karsilastirildi ve istatistiksel
olarak ortalama serum BUN degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,01).
Gruplar arasi yapilan karsilastirmada I/R, profilaksi ve tedavi grubunun ortalama serum
BUN degerlerinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,01). Tedavi grubundaki degerler I/R grubundan daha diisiik olarak
sonugland1 ve anlaml1 bulundu (p<0,01). Diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0,05).
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Tablo 13. Gruplarmn ortalama serum BUN degerleri

Gruplar Serum ortalama Medyan (Min- P degeri
BUN (mg/dl) Max) degerler
diizeyleri +standart (mg/dl)
sapma

1.Grup (Sham grubu) 21,4+7.4 19,1 (10-33)
2.Grup (Renal I/R grubu) 78,1£19,6 85 (49,5-103,6) p <0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 52,8+16,8 51,4 (27,3-78,8)
4.Grup (Profilaksi grubu) 67,4+30,5 79,1 (25,4-103,4)

Grafik 12. Ortalama serum BUN degerleri
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

4.2. Histopatolojik Analiz

Histopatolojik degerlendirme daha ©once bahsedilen EGTI skorlama sistemine gore
yapildi. Her grupta denekler arasinda farklar izlenmekle birlikte ortalama
degerlendirmede hastalik grubunda bazi alanlarda belirgin tiibiiler nekroz, interstisyel
inflamasyon ve masif hemoraji saptanirken, bazi Orneklerde PAS boyamasinda
glomeriiler tuftta retraksiyon ve Bowman kapsiil kalinlasmas1 gibi degisiklikler dikkat

cekmistir.

Profilaksi grubunda, histolojik hasarin kismen azaldigi, firgamsi1 kenar kaybr ve hafif

diizeyde inflamasyonun ve vaskiiler dilatasyonun fokal alanlarla smirli oldugu izlendi.
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Tedavi grubunda ise profilaksiye benzer bulgular gézlenmis olup benzer sekilde fokal
alanlarda firgamsi kenar kaybi1 ve hafif glomeriiler segmental bozulmalar mevcuttu. Yine

benzer sekilde hemoraji ve inflamasyon minimal olarak izlendi.

Kontrol grubunda tiim dokular normal morfolojide olup glomeriil yapilarinda, tiibtillerde,
interstisyel alanda ve vaskiiler yapilarda herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.
Nekroz, hemoraji, inflamasyon, fircamsi kenar kaybi gibi hasara bagli bulgular
goriilmedi. Her gruptan elde edilen temsili O6rneklerden alinan resimler asagida
gosterilmistir. (Dort deney grubuna ait temsili bobrek dokusu kesitlerinin Hematoksilen-
Eozin (H&E) ve Periyodik Asit-Schiff (PAS) boyamalariyla elde edilen, farkli alanlardan

secilmis goriintiileri, dijital olarak taranan lamlar iizerinden elde edilmistir.)

4.2.1. Grup 1 histopatolojik degisiklikler

Sekil 11. Kontrol grubundaki histopatolojik degisiklikler

Kontrol grubunda glomeriiler ve tiibiiler yapilarin biitiinliigi korunmustur. Nekroz,
inflamasyon ve hemorajiye rastlanmamistir. PAS boyamasinda glomeriil ve bazal
membran yapilar normal sinirlarda izlenmis, firgamsi kenarlarm korunmus olarak

gorilmiistiir (=).
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4.2.2. Grup 2 histopatolojik degisiklikler

Sekil 12. Hastalik grubundaki histopatolojik degisiklikler

Fokal alanlarda belirgin tiibiiler nekroz (%), belirgin interstisyel inflamasyon ve masif
hemoraji (A) izlenmistir. PAS boyali kesitte, glomeriiler tufita retraksiyon ve hafif

Bowman kapsiil kalinlasmasi gibi glomeriiler degisiklikler de (%) dikkat cekmektedir.

4.2.3. Grup 3 histopatolojik degisiklikler

Hafif hemoraji, diisiik dereceli inflamasyon ve bazi tiibiillerde firgcamsi1 kenar kaybi (—)
izlenmistir. PAS boyali kesitte, glomeriiler yapilarin biiytik 6l¢lide korundugu, ancak bazi

glomeriillerde segmental bozulmalarin yer aldig1 gdzlenmistir.
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4.2.4. Grup 4 histopatolojik degisiklikler

Tedavi grubuna benzer morfolojik bulgular gézlenmis; Hastalik grubuna kiyasla
histolojik yapinin daha iyi korundugu, ancak bazi alanlarda fokal firgams1 kenar (brush
border) kayb1 (—), hafif damar dilatasyonu, hemoraji ve smnirli interstisyel inflamasyon
saptanmugtir. PAS boyali kesitte glomeriiler yapilar biiyiik 6l¢tide korunmus olup, nadiren

fokal alanlarda tuft yapisinda retraksiyon izlenmistir.

4.2.5. Histopatolojik Degisikliklerin Istatistik Analizi

Tiim gruplardaki siganlardan alinan sag bobrek ve sol bobrek doku drnekleri tablo 14‘te
gosterildigi sekilde EGTI skorlama sistemine gore skorlanmis ve tiibiiler, endotelyal,
glomeriiler, tiibiilointerstiyel toplam skorlar hesaplanmigtir. Tablo 14’te listelenmis
sicanlarin kontrol grubundakilere ‘K’ ile baslayan sayilar, I/R grubundakilere ‘H’ ile
baslayan sayilar, tedavi grubundakilere ‘T’ ile baglayan sayilar ve profilaksi

grubundakilere ise ‘P’ile baslayan sayilar verilmistir.
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Tablo 14. EGTI Sistemine gore gruplar arasi toplam skorlar

Toplam EGTI Skorlari
Sol bobrek Sag bobrek
K1 1
K2
K3
K4
KONTROL K5
GRUBU K6
K7
K8
K9
H1
H2
H3
H4
HASTALIK H5
GRUBU H6
H7
H8
H9
Tl
T2
T3
T4
TEDAVI GRUBU T5
T6
T7
T8
T9
P1
P2
P3
P4
PROFILAKSI P5
GRUBU P6
P7
P8
P9
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Sag bobrek dokusu ortalama EGTI skorlar1 istatistiksel olarak hesaplanmis ve sonuglar
tablo 15°te verilmistir. Yapilan istatistiksel analizde tiim gruplar karsilagtirildi ve sag
bobrek EGTI skorlar1 arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,01). Gruplar aras1 yapilan
karsilastirmada ise kontrol grubuyla diger gruplar arasinda, tedavi grubu ve hastalik grubu
arasinda anlamli farklilik bulundu (sirasiyla p<0,05, p<0,01). Ancak profilaksi ile hastalik
grubu arasinda ve profilaksi ile tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

tespit edilmedi (p>0,05).
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Tablo 15. Gruplarin sag bobrek dokusu ortalama EGTI skorlari

Gruplar Sag bobrek dokusu Medyan (Min- P degeri
ortalama EGTI Max) degerler
skoru# standart (mg/dl)
sapma
1.Grup (Sham grubu) 241,11 2 (1-4)
2.Grup (Renal I/R grubu) 7,6£1,6 7 (5-10) p <0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 5,1+1,8 5 (2-8)
4.Grup (Profilaksi grubu) 6+2,5 6 (2-9)

Grafik 13. Sag bobrek dokusu ortalama EGTTI skorlar1

10.00
9.00
8.00 bc
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00

-

SAG BOBREK EGTI SKORLARI

1.00
0.00

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkllik bulunmustur. Ayni
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamistir.)

Sicanlarda olusturulan I/R modelinde gruplar arasi sol bobrek ortalama EGTI skorlar1
karsilastirildi ve tablo 16°da gosterildi. Tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edildi (p<0,01). Gruplar aras1 ortalama EGTI skorlar1 kiyaslandiginda ise I/R,
profilaksi ve tedavi grubunun sham grubuyla arasinda anlamli bir fark bulundu (p<0,01).
Tedavi grubundaki yiiksek skor I/R grubu ile karsilastirildiginda da anlamli bir fark elde
edildi (p<0,05). Ancak diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 16. Gruplarin sol bobrek dokusu ortalama EGTTI skorlar1

Gruplar Sol bobrek dokusu Medyan (Min- P degeri
ortalama EGTI Max) degerler
skoru# standart
sapma
1.Grup (Sham grubu) 241,11 2 (1-4)
2.Grup (Renal I/R grubu) 7,1+1,8 7 (3-9) p <0,01
3.Grup (Tedavi grubu) 5,4+1,5 6 (2-8)
4.Grup (Profilaksi grubu) 6,32 6 (3-9)

Grafik 14. Sol bobrek dokusu ortalama EGTI skorlari
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(Farkly harfile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmustur. Ayn
harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkllik bulunmamistir.)
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5. TARTISMA

Bu calismada si¢anlarda olusturulan deneysel renal iskemi-reperfiizyon modeli
olusturulmus ve bu model iizerinde amniyon hiicre kiiltiirii 6zelligi tastyan Gibco™
AmnioMAX™ - II Complete Medium tedavisinin sonuclar1 degerlendirilmistir.
Bobrekler, I/R hasarina kars1 oldukca savunmasiz organlardir. Iskeminin 30 dakikayi
gecmedigi durumlarda bobrekte gelisen hasarlar geri dondiiriilebilmektedir. 60 dakikanin
iizerinde gelisen iskemilerde ABY tablosu gelismektedir. Literatiirde sicanlarda I/R
hasar1 modeliyle ilgili bircok ¢aligma bulunmaktadir ve cerrahi prosediir ile iskemi siiresi
hakkinda net bir konsensilis bulunmamaktadir (87). Birkag farkli yontem olmasina
ragmen, bilateral renal arter klemplenmesi ve yaklagik 45 dakikalik iskemi siiresi I/R
hasar1 olusturmak i¢in en optimum yontem olarak kabul edilebilir (87-89). Bizim
calismamizda da bu siire baz alinarak bobreklerde iskemik hasar olusturulmaya

calisilmastir.

I/R hasarin1 6nlemek i¢in bir¢ok farmakolojik ajanla yogun ¢alismalar yiiriitiilmektedir.
I/R hasar1 oksidatif strese yol agtigindan bu ¢alismalar genelde antioksidan bilesiklerle
yapilmaktadir (90). Birden fazla antioksidan maddenin I/R hasarinin 6niine gegebilecegi

ispatlansa da rutin kullanima giren herhangi bir etken madde bulunmamaktadir (91).

Antioksidan bilesiklerin yaninda kok hiicre tedavilerinin de I/R hasar1 iizerine etkileri
arastirilmig ve faydasi ispatlanmistir (92). Amniyotik epitel hiicrelerinin kullanildig: bir
hayvan deney calismasinda I/R hasar1 iizerine olan etkiler arastirilmis ve yiiz giildiiriicii
sonuglar ortaya ¢ikmustir (93). Baska bir ¢alismada, Insan amniyotik epitel hiicrelerini
karacigerlerin iskemi-reperflizyon hasarmin Oniine gegebilecegi ispatlanmistir (94).
Karagal ve arkadaglar1 yiiksek konsantrasyonlarda hyaluronik asit, uyarici aktivator ve
diger faktorler iceren insan amniyotik sivisinin tavsan kalvaryal defektlerine
subperiosteal olarak uygulandiginda kemik iyilesmesini hizlandirabilecegi gdstermistir
(95). Bizim ¢aligmamizda ise ulagim1 daha kolay ve daha az maliyetli olan, insan amniyon
hiicre kiiltiir 6zelligi tastyan Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium tedavisi

kullanilmaistir.

Aydogdu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan hayvan deney ¢aligmasinda, testis I/R hasarmna
AmnioMAX tedavisinin etkisi arastirilmistir. Iskemik birakilan testis dokusu detorsiyone
edildikten sonra intraparankimal 0.5 cc AmnioMAX uygulanmistir. Sonu¢ olarak

AmnioMAX enjeksiyonunun oksidatif stresi baskiladig1 ve antioksidan sistemi uyararak
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morfolojik hasar1 Onledigi ispatlanmistir (80). Mirapoglu ve arkadaslarinin trakea
yaralanmas1 modelinde yara iyilesmesi iizerine trombositten zengin plazma ve amniyotik
hiicre kiiltiiri ortammin etkilerini karsilastirdigit hayvan deney c¢aligmasinda,
AmnioMAX’in trakeal iyilesme lizerindeki etkisinin sigan trakeal stenoz modelinde daha

belirgin oldugu bulunmustur (7).

I/R hasari, 6zellikle bobrek gibi end organlarda meydana geldigi icin hem klinik hem de
deneysel calismalarda c¢esitli bilimsel yontemlerle degerlendirilebilmektedir. Bu
degerlendirme, hasarin derecesini, mekanizmalarmi ve potansiyel tedavi yaklagimlarmin
etkinligini anlamak i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Bu hasar ¢ogu zaman biyokimyasal
belirtecler, histopatolojik inceleme ve bazen de molekiiler diizeydeki hasar parametreleri
kullanilarak degerlendirilir (96). I/R hasarinin degerlendirmesinde serum kreatinin ve
BUN en sik kullanilan ve basit gostergelerdir. Literatiirde selenyum, askorbik asit,
magnezyum gibi birgok ajanin I/R hasarmni takiben artan kreatinin ve BUN seviyelerini
azalttigr gosterilmistir (97-99). Bobrek hasar1 sonrasinda serum kreatinin ve BUN
seviyelerinde artis gozlenir. Bizim calismamizda serum tlire ve BUN degerleri I/R
grubunda kontrol grubuna gore artmis olarak sonuclandi ve istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi (p<0,01). Tedavi ve profilaksi grubundaki ortalama serum iire degerlerinin
ise I/R grubuna gore daha az oldugu goriildii ancak yalnizca tedavi grubu degerlerinin I/R
grubu ile karsilastirilmasi sonucunda anlamli bir farklilik elde edildi (p<0,05). Bir bagka
bobrek fonksiyon degeri olan serum kreatinin seviyelerinin karsilagtirilmasinda ise
benzer sonuglar elde edildi. Yine I/R grubundaki degerler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir yiikselme ve tedavi grubu ile karsilastirildiginda ise tedavi
grubunda anlamli bir diisiis tespit edildi (sirasiyla p<0,01, p<0,05). Bobrek fonksiyon
degerleri agisindan yapilan bu kiyaslamalar I/R hasari modelimizin uygun sekilde
tasarlandigin1 gosteriyor denilebilir. Bu sonuglar, deneysel I/R modelinde bobrek
fonksiyonlarinda bozulma meydana geldigini ve kullanilan ajanin bu bozulmay1 kismen

geri cevirdigini desteklemektedir.

Oksidatif stres, I/R hasarmin temel mekanizmalarindan biridir ve MDA gibi lipid
peroksidasyon iiriinleri ile SOD, CAT ve GSH gibi antioksidan enzimlerin/molekiillerin
diizeyleri bu hasarin degerlendirilmesinde kritik rol oynar (100, 101). Calismamizda, I/R
grubunun kontrol grubuna kiyasla doku MDA seviyelerinde belirgin bir artig goriildi
(p<0,01). MDA, lipid peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesi olup, bu artis I/R hasar1

sonucunda dokuda serbest oksijen radikallerine bagli anlamli bir lipid peroksidasyon
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hasar1 olustugunu desteklemektedir. I/R grubundaki MDA seviyeleri de, I/R hasar1
modelinin dogru tasarlandigini destekler niteliktedir. Tedavi ve profilaksi gruplarinda ise
MDA diizeyleri, I/R grubuna gore belirgin azalmistir ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamlt bulunmadi (sirastyla p>0,05, p>0,05). Yine de uygulanan tedavinin lipid
peroksidasyonunu azaltmada etkili oldugu klinik tespit olarak soylenebilir.
Calismamizda, I/R grubundaki ortalama CAT degerlerinin tedavi ve kontrol grubundan
belirgin derecede diisiik oldugu, hatta tedavi grubundaki CAT seviyelerinin kontrol grubu
ile arasinda fark bulunmadig: istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla p<0,05,
p<0,05, p>0,05). Bu bulgu, I/R hasarmin oksidatif stresi artirarak antioksidan savunma
sistemini zayiflattigini ve kullanilan ajanin bu dengeyi diizelttigini kanitlar niteliktedir.
Tedavi grubundaki seviyelerin kontrol grubuyla benzer olmast AmnioMAX’n oksidatif
stres iizerine etkinligini gostermektedir. Literatiirdeki birgok ¢alismada da katalaz ile
yapilan degerlendirmelerde kullanilan antioksidan molekiiller benzer etkiye yol agmistir
(102). Endojen bir antioksidan olan GSH diizeyleri, I/R grubunda Sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,01). Bu durum, I/R hasar1
sirasinda organizmanin antioksidan savunma sisteminin tlikendigini gostermektedir.
Ancak, tedavi ve profilaksi gruplarinda GSH diizeyleri, I/R grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml sekilde yiiksek tespit edildi (p<0,05). Dahasi, tedavi grubunun GSH
diizeyleri Sham grubuyla arasinda anlamli bir fark gostermedi (p>0,05), bu da uygulanan
tedavinin GSH seviyelerini kontrol grubuna yakin seviyelere geri dondiirmede basarili
oldugunu isaret etmektedir. Tedavi grubundaki GSH seviyelerinin profilaksi grubuyla
karsilastirildiginda daha yiiksek olmast anlamli bulundu (p<0,05). Bu durum, I/R 6ncesi
uygulanan AmnioMAX etken maddesinin, I/R sonrasi uygulanmasindan daha etkili
oldugu sonucunu ortaya koymaktadir. SOD ve GPx gibi enzimatik antioksidanlar, reaktif
oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda kritik rol oynarlar. Caligmamizda, I/R grubundaki
doku SOD ve GPx seviyeleri benzer sekilde, hem tedavi hem de kontrol gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (sirastyla p<0,05, p<0,01). Bu durum,
I/R hasar1 ile bobrekte belirgin bir oksidatif stres maruziyeti ve antioksidan savunma
mekanizmalarinda azalma oldugunu dogrulamaktadir. Tedavi ve profilaksi gruplarmnmn
bobrek dokusu SOD ve GPx diizeylerinin kontrol grubuyla arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi (p>0,05). Bu sonuclar, AmnioMAX etken maddesinin I/R hasarinin neden
oldugu antioksidan enzim aktivitesi diislisiini engellemede etkili oldugunu
gostermektedir. Genel olarak, I/R hasar1 bobrek dokusunda oksidan/antioksidan dengeyi

oksidanlar lehine bozarak oksidatif strese yol agmaktadir. Bu durum, TAS seviyelerinde
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diisiise ve TOS/OSI seviyelerinde artisa yol agar. Resveratrol, amlodipin ve naringenin,
gibi cesitli ajanlarin kullanildig1 bir¢ok calisma gdstermistir ki bu maddeler, oksidatif
hasar1 azaltma ve antioksidan kapasiteyi artirma potansiyeline sahiptir (103-105).
Sicanlarda olusturulan I/R hasarinda uygulanan amnioMAX etken maddesi profilaksi ve
tedavi grubu doku TAS seviyelerinde I/R grubuna gore anlamli ve ciddi bir yiikseklik
bulundu (p<0,01). Bu durum c¢aligmada yapilan analizlerde, etken maddenin total
antioksidan mekanizmaya oldukca fazla katki sagladigi sonucunu ortaya koymaktadir.
Gruplar arasi yapilan istatistiksel analizlerde TOS ve OSI degerleri benzer saptanmistir.
TOS seviyeleri I/R grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulundu ve tedavi grubuyla
karsilastirildiginda tedavi grubundaki degerlerin daha diisiik oldugu istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,01). Diisiik konsantrasyonlardaki NO, vazodilatasyon yaparak,
trombosit agregasyonunu baskilar ve lokositlerin hasarli dokuya gociinii azaltir.
Antioksidan etkiler gostererek iskemik hasar1 hafifletebilir. Bizim ¢alismamizda tiim
gruplar g6z oniinde bulundurularak yapilan ortalama indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
seviyeleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi

(p>0,05).

Renal I/R hasarinin morfolojik olarak dogrulanmasi, bobrek dokularmin histopatolojik
incelemesi ile miimkiindiir. Bu hasar tiirii genellikle hemoraji, tiibiiler nekroz,
vakuolizasyon, fircamsi1 kenar kaybi, interstisyel odem, interstisyel fibrozis ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gibi spesifik histolojik bulgularla karakterizedir (106).
Calismamizda, renal hasarin degerlendirilmesi i¢in EGTI skorlama sistemi kullanilmistir.
Bu yontem ile her sigandaki bobrek dokusu hasar1 endotelyal, glomeriiler, tiibiiler ve
interstisyel agidan incelenmis, bobrek dokusundaki histopatolojik degisiklikler nicel
skorlar halinde degerlendirilmistir. BOylece objektif ve istatistiksel analizlere olanak
saglanmistir. EGTI skorlamasina gore sag ve sol bobreklerin doku skorlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). Bu sonug, olusturulan
iskemi/reperfiizyon modelinde her iki bobregin de benzer diizeyde hasarlandigini

gostermektedir.

Sag ve sol bobreklerde kendi igindeki gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda I/R
grubundaki sicanlarda gozlenen histopatolojik hasarm kontrol grubuna goére anlaml
derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,01). Bu durum ayrica deneysel I/R modelinin
basartyla uygulandigini  dogrulamaktadir. Ozellikle sitoplazmik vakuolizasyon,

mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji ve tiibiiler nekrozun belirgin olmasi, I/R
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hasarmin onemli morfolojik bulgular1 olarak ©6ne ¢ikmistir. Tedavi ve profilaksi
gruplarinda izlenen histopatolojik hasarlarin I/R grubuna kiyasla belirgin sekilde azaldigi
gozlenmistir. Ancak sol bobrekte bu fark istatistiksel olarak gdsterilememistir (p>0,05).
Sag bobrek dokusunda ise tedavi grubuyla I/R grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak
da anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,01). Bu bulgular, Gibco™ AmnioMAX™ - II
Complete Medium tedavisinin renal dokuda hiicre ve doku diizeyinde de koruyucu
etkisini ortaya koymustur. Ozellikle inflamasyon parametreleri agisindan tedavi
grubunun kontrol grubuna yakin degerler gostermesi, Gibco™ AmnioMAX™ - I
Complete Medium'un anti-inflamatuvar etkinligine isaret etmektedir. Deneysel renal
iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 modelinde, I/R grubunda belirgin diizeyde artan
nekrozun, tedavi ve profilaksi gruplarinda anlamli olarak azaldigi histopatolojik
degerlendirmeler ile gdsterilmistir. Bu durum, kullanilan etken maddenin hiicre 6liimiinii
azaltic1 ya da engelleyici bir potansiyele sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Profilaksi ve
tedavi gruplar1 arasinda histopatolojik ve biyokimyasal bulgular yoniinden belirgin fark
olmamakla birlikte, tiim parametrelerin genel degerlendirmesinde tedavi grubunun, I/R
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha iyi sonuglar sergiledigi dikkat
cekmektedir. Bu bulgulardan hareketle, Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete
Medium'un iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasinda uygulanmasinin daha etkili bir strateji

oldugu sonucuna varilabilir.

5.1. Cahismanin Kisithhiklar:

Bu ¢alismada, kullanilan tek doz veya tek zamanlamali tedavi yaklasimlari, farkli
dozlarin ve uygulama zamanlarnin daha kapsamli arastirilmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Daha genis hayvan gruplariyla yapilacak deneysel caligmalarda denek
sayis1 arttirildiginda bu nicel degerlerin bariz sekilde etken maddenin inflamatuvar siirece
olan etkisini kanitlayacagi, istatistiksel anlamlilig1 ve tedavi farklarini daha net ortaya

koyabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu calismada sicanlarda olusturulan deneysel renal iskemi-reperfiizyon modelinde
Gibco™ AmnioMAX™ - [T Complete Medium tedavisinin bobrek dokusu iizerine olan
hasara etkileri arastirildi ve onemli sonuglar elde edildi. Deneysel modelde uygulanan
I/R, bobreklerde hem biyokimyasal hem de histopatolojik olarak belirgin ve istatistiksel
olarak anlamli hasar olusturdu. Bu veriler, calismada kurulan I/R modelinin basarili bir
sekilde uygulandigini kanitlamistir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, deneysel renal
I/R modelinde Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium tedavisinin, bobrek
dokusundaki oksidatif hasar1 6nemli Ol¢lide azalttigin1 ve antioksidan savunma
mekanizmalarmi giiclendirdigini agik¢a gostermistir. Tedavi ve profilaksi gruplarinda
MDA diizeylerindeki diisiis ve GSH, SOD, GPx diizeylerindeki iyilesme, bu ajanin
antioksidan kapasitesini artirma potansiyeline isaret etmektedir. TOS/OSI diizeylerinde
ise I/R'nin neden oldugu artisin tedavi ile anlamh 6l¢iide azaldigr goriildii. Katalaz
seviyeleri, tedavi grubunda anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01). Bu sonuclar,
Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium'un I/R hasar1 sonrasi olusan sitotoksik
hasarim yOnetiminde umut vadeden, antioksidan savunma sistemini destekleyici rol
oynayan bir ajan olabilecegini diisiindiirmektedir. Etken maddenin uygulandigi
gruplarda, I/R grubuna gore BUN, iire ve kreatinin degerlerinin diislik saptanmasi, bobrek
fonksiyonlarm belirgin derecede korundugunu gostermistir. Gibco™ AmnioMAX™ - II
Complete Medium tedavisi verilen gruplarda I/R hasarina bagl gelisen inflamasyonun ve
nekrozun belirgin derecede azaldig1 gozlemlendi. Bu veriler 1s18inda etken maddenin
renal I/R hasarmma karsi hiicresel diizeyde koruyucu ,anti-inflamatuvar ve nekrozu

onleyici etkiler gosterdigi soylenebilir.

Bu calisma, Gibco™ AmnioMAX™ - II Complete Medium'un renal I/R hasarindaki
potansiyel koruyucu ve tedavi edici etkilerini arastiran literatiirdeki ilk ¢calismadir. Elde
edilen oncii bulgular, bu preparatin, parsiyel nefrektomi ve bobrek transplantasyonu gibi
cerrahilerde veya sepsis gibi hayati tehdit edici klinik durumlarda ortaya ¢ikan iskemik

hasarm 6nlenmesi ve tedavisinde umut vaat edebilecegini gostermektedir.

Gelecekte yapilacak daha genis kapsamli ¢aligmalarda, Gibco™ AmnioMAX™ - II
Complete Medium'un daha farkli dozlarda ve uygulama zamanlamalarinda etkilerinin
incelenmesi klinik uygulamaya yonelik potansiyelini netlestirebilir. Bunun yani sira uzun

siireli reperflizyon modellerinde etkileri ve renal fonksiyon testleri iizerindeki daha
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kapsamli degerlendirmeler, bu tedavinin etkinligini daha net ortaya koyacaktir. Ayrica,
daha detayli biyokimyasal analizlerin ve sonuglarinin sunulmasi, ¢alismanin kapsamini

ve yorumlama giiciinii artiracaktir.
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