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GIRIS

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim
tarafindan saglanamamasi ve olusan artik {riinlerin yine dolasim tarafindan
uzaklastirilamamasi1  olarak tanimlanir (1). Iskemi, hiicrede enerji diizeyinin
diismesine ve toksik metabolitlerin dokuda birikmesine yol acarak hiicre
disfonksiyonu ve sonrasinda hiicre 6liimiine kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal

reaksiyonu baglatir (2).

Reperfiizyon ise bu iskemik dokudaki kan dolagiminin yeniden saglanmasidir.
Iskemik bir dokunun reperfiizyonu dokunun oksijen ve diger metabolik ihtiyaglarimi

karsilarken paradoksal olarak dokularda hasar olusturur (3).

Abdominal aort cerrahisinde, ameliyat sonrasi donemde 6nemli bir mortalite
nedeni olan bobrek yetmezligi, en sik rastlanan komplikasyonlardan birisidir(4).
Renal disfonksiyon etyolojisinde, aortik kros klemp ve iskemi reperfiizyon hasari

Onemli bir yer tutar (5).

Iskemi reperfiizyona (I/R) bagl bobrekte olusan hasarda serbest oksijen
radikalleri 6zellikle sorumlu tutulurken, ksantin oksidaz ise serbest oksijen
radikalleri primer kaynagi olarak gosterilmistir (6, 7, 8, 9). Alt ekstremite iskemi ve
reperfiizyonu sik karsilasilan ve klinik a¢idan 6nemli bir durumdur. Reperfiizyonla
birlikte serbest oksijen radikalleri ve inflamatuar mediatorlerin etkisiyle hem lokal
hem de sistemik hasar olusumu baslamis olur (6, 10, 11). Kan akimmin yeniden
saglanmas1 ekstremiteyi kurtarmasina karsin, multisistem organ disfonksiyonu
gelisebilir ve mortaliteye neden olabilir (7). Abdominal ve periferik arter cerrahisi
esnasinda damar klembi kullanilmasi ile uzak organlarda hasar ortaya ¢ikmaktadir.
Cerrahi prosediirlerin tamamlanmasinin ardindan damar klembinin kaldirilmasi ile
dokularin reperfiizyonu saglanir. Reperflizyon doneminde meydana gelen doku
hasar1 iskemik hasardan daha fazladir. Bu fenomen “iskemi/reperfiizyon hasar1”
olarak adlandirilmaktadir. Iskemik dokularin perfiizyonu ile birlikte iskemik kalan
dokularda (6zellikle alt ekstremite kas dokusu) oksijensiz metabolizma sonucunda

tiretilen laktik asit, K*, myoglobin, serbest oksijen radikalleri gibi yikim {iriinlerinin
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sistemik dolasima karigmasi, serbest oksijen radikallerinin salinimi artarken
notrofillerin aktivasyonu da tetiklenmis olur (8). Serbest oksijen radikallerinin
salinimi sonrasinda lipid peroksidasyon etkinligi de hizlanmaktadir. Damarin
klemplenmesi esnasinda (iskemi donemi) sadece distal organlarda hasar
olusmaktadir. Uzak organlarda herhangi bir degisiklik gosterilmemistir (9). Alt
ekstremitelerin iskemi reperfiizyonu sonrasi uzak organlarda (Bobrek,akciger..gibi)

hasar olusmaktadir (7).

Giinliik uygulama igerisinde I/R tibbin pek ¢ok alaninda karsilasilan bir olaydir.
Emboli i¢in potansiyel risk kaynagi miyokard infarktiisii, mitral kapak darligi, atrial
fibrilasyona bagli gelisen intrakardiyak pihtilar ayrica abdominal aort anevrizmasi,
aterooklusif hastalik, abdominal aort klemplenmesi, katater yada tibbi aletlerin
takilmasi (arterial basing monitorizasyonu, transluminal angioplasti, intraaortik balon
pompasi), kiint yada penetre direk arterial yaralanmalar, I/R olaymin gériildiigii
durumlardan sadece bazilaridir. Pratikte biitiin cerrahi islemler sirasinda dokularin
iskemisi ve bunu takiben bir reperfiizyon periyodu vardir. Iskemik periodta olusan
metabolitlerin (Serbest oksijen radikalleri, myoglobin, potasyum, laktik asit...vs).
reperfiizyonun erken fazinda sistemik sirkiilasyona katilmadan uzaklastirilmasinin

renal hasar iizerine olan etkisi arastirilacaktir.

Bu deneysel ¢alismamizda; abdominal aortanin belirli bir siire klemplenmesi
sonucu olusturulan gegici iskemi sonrast, reperfiizyonun erken sathasinda vendz kan
uzaklastirilmasi ve mannitol kullaniminin renal hasar1 6nlemede etkisini arastirmak

amagclandi.



GENEL BiLGILER

ISKEMIi

Bir dokuya giden kan akiminin yetersiz hale gelmesi veya durmasi durumunda,
dokunun yetersiz perfiizyonu sonucu oksijenden yoksun kalmasi ve o dokuya ait
hiicrelerin fonksiyon bozuklugu ile baslayan, hiicrelerin biitiinliigliniin kaybolmasi
hatta hiicre 6liimiine kadar ilerleyen bir dizi biyokimyasal olay gerceklesir (12).
Normal hiicre fonksiyonlari i¢in gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar1 aerobik
metabolizma ile saglanir. Iskemik ortamda anaerobik metabolizma devreye girer. Bu
da laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile sonuc¢lanir. Ortaya ¢ikan asidoz
nedeniyle doku adenozin trifosfat (ATP) diizeyi azalir. Bu durumda hiicre

fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir (13, 14, 15).

Dokularin iskemiye olan toleranslar1 birbirinden farklilik gdsterir. IR herhangi
bir organ yada dokuda gelistikten sonra iskeminin siiresi, siddeti ve organin
blytikliigline bagli olarak hem o organda hemde uzak organlarda hasar gelisir.
Iskelet kaslar1 iskemiye uzun siire dayanabilirken néronlarda dakikalar iginde
irreversible yikim meydana gelebilir. Uzamis iskemi hiicrede metabolik ve yapisal
degisikliklere neden olur. Iskemi nedeniyle hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir.
Hiicre membraninda adenosin trifosfat (ATP) bagimli iyon pompas1 fonksiyonunun
bozulmasi sonucu hiicre igine kalsiyum (Ca*™), sodyum (Na") ve su girisi artar.
Iskemi sirasinda adenin niikleotid katabolizmasi sonucu hiicre igine hipoksantin
birikir. Bu arada endotelde bazi proinflamatuar driinlerin (I6kosit adhezyon
molekiilleri, sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin, tromboksan Az) yapimi
artarken, diger baz1 koruyucu firlinlerin (yapisal nitrikoksit sentaz, trombomodulin)
ve biyoaktif ajanlarin (prostosiklin, NO) yapimi baskilanir. Boylece iskemi, daha
sonraki reperfiizyon doneminde doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir

durum baglatir.
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MEMBRAN HASARI

Sekil 1: iskemide membran hasarinin mekanizmalar1

REPERFUZYON

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenlerin ortadan kaldirildiktan sonra,

iskemiye ugrayan doku ya da organlarin yeniden kanlanmasi ve oksijenlenmesi

olayidir. Reperfiizyon hasari ise, iskemi periyodunu izleyen yeniden kanlanma

doneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak tanimlanir. Bir

dokuda iskemi ve reperfiizyon neticesinde meydana gelen hasar, dokunun ayni

siirede sadece iskemiye maruz kalmasi sonucu olusan hasardan daha fazladir.

Reperfiizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katilan pek cok madde ve

biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Hiicre i¢ine molekiiler oksijenin sunumuyla

hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri en ¢ok su¢lanan faktor olmakla

birlikte, reperfiizyon hasarindan birgok mekanizma sorumlu tutulmustur (16,17).

Iskemik dokuda kan akimi yeniden restore edildiginde iskemi reperfiizyona baglh

olarak meydana gelen hasarin o bélgede smirli kalmayip; renal, kardiyak, ve
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pulmoner komplikasyonlara yol agmaktadir. Reperflizyon hasarina en fazla duyarh
olan hiicresel yapilar, membran lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve DNA
molekiilleridir (18).
I/R hasarinin fizyopatolojisi tam olarak a¢i1ga kavusmamis, birbiriyle iliskileri
karmasik, hiicresel ve humoral olaylar dizisidir.
Burada;
1. Serbest oksijen radikalleri
2. Komplemanlar
3. Endotelial faktorler
4. Polimorf niiveli 16kositler (PMNL)
5. Ksantin oksidaz
6. Platelet aktive edici faktor (PAF)

7. Sitokinler, olmak iizere baslica yedi komponentten s6zedilebilir.

Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde tek sayida elektron igeren molekiillerdir.
Eslenmemis elektrona sahip molekiiller kararsiz bir haldedir. Bagka bir molekiille
etkilesime girerek, dis yoriingesindeki elektronu esleme ve stabil duruma gelme
egilimindedirler. Bu molekiiller herhangi bir molekiil veya atomla ile reaksiyona
girerek, elektron alirlar veya verirler. Kimyasal olarak reaktiviteleri yiiksek yapilardir
(19, 20).

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal yapimi s6z konusudur. Canlilarda ciddi miktar ve
cesitlilikte SOR eksojen ve endojen, fizyolojik veya patolojik mekanizmalar sonucu
olusabilir. Canlilarda olusan serbest radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen, nitrik
oksid (NO), aktive notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik

retikulum, peroksizom ve plazma membranidir.

Oksijenin indirgenmesi ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda

negatif yiiklii bir ara iiriin olan Siiperoksit anyonu (O2) olusur.

202+ NADPH _, NADPH OKSIDAZ _, 202 + NADP* + H*



Stiperoksit radikalinin toksisitesi biyolojik hedeflerle direk reaksiyona
girmesiyle olusabilir. Siiperoksit anyonundan siiperoksid dismutaz (SOD) enzimiyle
veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara tiriin olan hidrojen peroksit radikali (H202)
olusur (O2” + 2H" —> H;03). Ardindan mitokondride baska bir iiriin olan hidroksil
radikali (OH") olusur. Canlida bu serbest radikaller haricinde hidrojen peroksit,
hipoklorik asit gibi radikal olmayan, fakat serbest radikal olusturma potansiyeline
sahip zararli oksijen tiirleri de olusabilmektedir. Digerleriyle karsilastiriliginda
stiperoksit anyonu (O2") yiiksek elektron aktivitesine sahiptir ve ¢ok reaktiftir. Fakat
oksijen radikallerinden en aktif olan1 (OH") radikalidir (12, 21, 22).

Serbest Radikallerin Hasar Mekanizmasi

Reperfiizyon doneminde meydana gelen serbest radikallere bagli olarak,
hiicrenin temel yap1 ve fonksiyonlarinda farkli derecelerde hasar olusmaktadir. Bu
hasara en fazla duyarli olan yapilar membran lipidleri, proteinler, niikleik asitler ve

DNA molekiilleridir (20).

Lipid Peroksidasyonu

Superoksid radikali ve onun yikim iiriinleri olan hidroksil radikali ile hidrojen
peroksit mitokondrium, lizozom ve plazma membranlar: lizerinde reperfiizyonun en
onemli nedeni olan lipid peroksidasyonu vasitasiyla hiicresel hasar meydana getirir
(23, 24). Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonu yoluyla meydana gelen hiicre

hasar1, membran permeabilite artisindan hiicre lizisine kadar degisebilir (25).

Lipid radikalleri veya malondialdehid gibi peroksidasyon iiriinleri aracilig ile
lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldiginde hiicresel yap1
ve fonksiyon hasarlar1 meydana gelir. Yapisal hasarin derecesine gore, plazma
membraninda vizkositenin azalmasi, membran permeabilitesinin degigmesi,
membran potansiyeli azalmasi, membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma
gozlenir. Lizozomal ve mitokondrial membranlar: ilgilendiren ileri derecede lipid
peroksidasyonu ile organel iceriginin hiicre i¢ine salinmasi neticesinde proteoliz

hizlanir ve doku hasarini artirir. Membran gegirgenliginin bozulmasi ile protein



sentezi i¢in ¢ok dnemli olan potasyum ve magnezyum iyonlarinin konsantrasyonlari

degisir ve buna bagli olarak protein sentezinde inhibisyon olusur (26, 27).

Proteinlerin Oksidasyonu

Serbest oksijen radikalleri, aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak
protein-protein baglarinin olusmasina neden olurlar. Bununla birlikte protein
yapisinda, ana zinciri okside ederek proteinlerin parcalanmasina yol acarlar.
Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler
fonksiyonlarmi etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran
proteinleri, 6zellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklar i¢in

protein oksidasyonu ile onemli hiicresel ve membran fonksiyonlari bozulmaktadir

(21, 28).

DNA Hasan

Serbest oksijen radikallerinin, hiicrede etkiledigi 6nemli yapilardan biri de
niikleik asidlerdir. Reaktif oksijen radikallerini adenin ve piridin niikleotid
durumlarinin idamesi i¢in gerekli yollara engel olabilirler. Reaktif oksijen radikalleri
DNA ile reaksiyona girerek mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in olusmasina sebep
olurlar (29, 30).

Komplemanlar

Iskemi/reperfiizyon kompleman sistemini aktive eder. Komplemanlarin arka
arkaya aktivasyonu, anaflatoksin C3a ve CS5a’nin iiretimine yol acar. Notrofiller
tizerindeki etkileri ise kemotaksis, endotele adhezyonun artisi, serbest oksijen
radikallerinin tiretim ve salinmasini saglamaktir (23, 25). Kompleman aktivasyonu
sonucu olusan, proinflamatuar komponentler bir yandan lokositleri aktive ederken,
diger yandan TNF-0, IL-1 ve IL-6 olusumunu uyararak inflamatuar cevabi

giiclendirir.

Endotelial Faktorler
Endotelyal hiicrelerden; EDRF (endotelyal derived relaxing faktér) ve EDCF

(endotelyal derived contracting faktor) denilen vazoaktif maddeler salinmaktadir (31,



32). EDCF; bu gurup i¢inde en Onemlileri endotelin ve TxA> ‘dir. EDRF; gurubu
icinde en onemlileri nitrik oksit (NO) ve PGL> dir.

Endotelial hiicreler iskemi ve reperfiizyonun zararli etkilerine kars1 duyarhdir.
Uzamis hipoksinin membran potansiyelini degistirdigi, iyonlarin dagilimini bozdugu,
hiicre i¢i hacmi arttirdii, membran akiskanligini azalttigr ve endotel hiicrelerinin
yapisint bozdugu bilinmektedir. Bu degisikliklere enerji depolarinin tiikenmesi,
belirli biyoaktif ajanlarin liretiminde azalma (prostasiklin, nitrik oksid vb.) ve diger
ajanlarin tiretiminde hizlanma (endotelin, tromboksan Az vb.) eslik etmektedir.
Ayrica, hipoksik endotel hiicrelerinde bazi genlerin uyarildig1 (adezyon molekiilleri,
sitokinler vb.), bazilarinin ise (eNOS, trombomodulin vb.) baskilandig1 gosterilmistir
(33). Reperfiizyon, hipoksinin neden oldugu endotel hiicre yanitlarinin abartilt bir

sekilde devamina neden olmaktadir (34).

Prostoglandinler bobrekte ¢ok onemli islevlere sahiptir. PGE:;, PGE. ve
prostasiklin (PGl.) vazodilatator etkileri yoluyla glomeriilerfiltrasyonu artirirlar. Bu
prostaglandinler aym1 zamanda su ve sodyum atilimimi da artirirlar (35). PGEq,
vazodilatator bir prostoglandin olup, O6zellikle iskemi-reperfiizyon deneylerinde
hasarli organda oksijen tiiketimini ve siiperoksit anyon lretimini azaltir (36, 37).
Prostasiklin (PGl2) endotel hiicrelerinden serbestlenen ilk vazoaktif ajan ve ayni
zamanda endotelial yiizeylerde trombosit agregasyonunu Onleyen gii¢lii bir

vazodilatatordir.

Tromboksan Az (TxAz), trombosit agregasyonu ve vazokonstriiktor yapici
etkisi vardir. TxAj, iskemi-reperfiizyonda endotel tabakasina notrofil adhezyonunu

indiikleyen potent bir kemotaktik maddedir.

Lokotrien Bs (LBas), iskemi- reperfiizyon siiresince endotelial fonksiyon

bozuklugunda 6nemli rol oynar. Endotelin-1 (ET-1), gii¢lii vazokonstriiktordiir.

Nitrik Oksit (NO), L-Argininden nitrik oksit sentetaz enzimi ile olusan bir
EDRF’dir. Giiglii bir vazodilatordiir ve trombosit adhezyon ve agregasyonunda

inhibitor roli bulunmaktadir. NO endotel hiicresinde sentezlendikten sonra damar



diiz kas hiicresine diflizyon ile girer. Burada sitozolik enzimlerden soluble guanilat
siklaz1 stimiile eder. Siklik guanozin monofosfat (c-GMP) atar. Artan c-GMP
phosphatidyl inositol mekanizmasi indirek olarak Ca** kanallarinin inhibisyonu
yaparak hiicre i¢i Ca'™ miktarim1 disiirir ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde

relaksasyon olusturur (38).

Iskemi reperfiizyon, endotel hiicrelerinde NO ile siiperoksid arasindaki dengeyi
degistirerek hem arteriyollerde endotel bagimli vazodilatasyonda bozulmaya hemde
veniillerde akut inflamatuvar yanita neden olmaktadir. Radikal olarak reaktivitesi
digiiktiir fakat 6zellikle lipid radikallerle reaksiyona girmesi NO’e antioksidan bir
ozellik kazandirir. Siiperoksit ile NO arasindaki reaksiyon ile olusan peroksinitrit,
hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip olup radikalik reaksiyonlar1 baglatmaya ek
olarak biyomolekiillerin nitrasyonuna sebep olur. Fizyolojik derisimde {iiretilen NO,
esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3) oksitlenerek aktivitesi
sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun tersine, nitrik oksiti ortamdan
kaldiran herhangi bir spesifik enzim yoktur. Oksijenli ortamda NO karal1 degildir,
derisiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir. Bundan dolay1 ortamdaki derigimi ile
kendi dmrii arasinda ters bir orant1 vardir. Ozellikle indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir
ve farkli reaktif nitrojen oksit tiirleri meydana gelir. Bu reaktif tiirler NO’in indirek
etkilerinden sorumlu olup; hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna,
nitrozasyonuna neden olarak proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna sebep
olabilirler (19).

Polimorf Niiveli Lokositler (PNL)

Iskemi reperfiizyon hasarinin en onemli hiicresel elemanlaridir. Reperfiize
dokular dolasan notrofilleri aktive edebilen ve/veya kendine ¢ekebilen inflamatuvar
mediyatorler iiretir (39, 40, 41). Iskemi reperfiizyon 16kosit aktivasyonu, kemotaksis
ve 10kosit endotel hiicre adhezyonuna yol acar. Aktive nétrofiller, hiicre zarlarindaki
NADPH-oksidaz enzimi aracilifi ile molekiiler oksijeni siiperoksit iyonuna
rediiklerler. Stiperoksit, genellikle spontan dismutasyonla hidrojen perokside
dontistir. Hidrojen peroksit, kloriir iyonlarinin varliginda, nétrofillerin azurofilik

graniillerinde bulunan myeloperoksidaz enzimi aracilifi ile hipoklorik asite



rediiklenir. Hipoklorik asit kuvvetli bir oksidandir ve ¢cok sayida biyolojik molekiille
kolayca tepkimeye girebilir (17, 42).

Aorta kros klemp koyduktan sonra alinan plazma hem nétrofil hem de endotel

adezyon molekiil {iretimine yol agmaktadir (39).

Ksantin Oksidaz

Iskemi sonrasi periyotta, iskemiye maruz kalan dokudaki serbest radikallerin
primer kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Ksantin oksidaz enzimi “dehidrojenaz” ve
“oksidaz” aktivitesine sahip iki halde bulunur. Iskemi déneminde ksantin
dehidrojenaz enziminin kalsiyum aracili bir proteaz vasitasiyla ksantin oksidaza
dontigmesi, intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika, bobrek, karaciger,
dalak ve akcigerde 30 dakika silirmektedir. Bu durum farkli dokularin iskemi-
reperfiizyon hasarina neden degisik miktarda cevap verdigi konusunda fikir verici
olmaktadir. Hipoksantin ve ksantin oksidasyonu serbest radikallerin meydana
gelmesine neden olur. (12, 21, 43). Plazma ksantin oksidaz aktivitesi, aortik

okliizyon-reperfiizyonu takiben dramatik bir bicimde artar (44).

Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

Iskemi ve reperfiizyon hasarinda platelet aktive edici faktér (PAF) de rol
oynamaktadir. Reaktif oksijen tiirevleri (ROS)’nin endotel hiicrelerini PAF iiretimi
yapmak amaciyla indiikledigi de gdsterilmistir. PAF giiclii bir ndtrofil agonistidir. IR
hasarinda PAF, notrofil adezyonunu artirir ve 16kositlerin damar disina ¢ikmasina
yardimc1 olur. Pek ¢ok calisma PAF’m in vitro ve in vivo ortamda lokositlerin
mikrovaskiiler endotele adhezyonunu arttirdigini gostermistir. PAF’1n, reperflizyon

sonucu gerceklesen kemotaksisin bir diizenleyicisi oldugu diisiintilmektedir (45).

Sitokinler

Reperfiizyonun ardindan, kanda IL-1, IL-6 ve Tiimor Nekrozis faktor-a (TNF-
a) gibi sitokinler ortaya ¢ikar. Bu sitokinlere karsi antagonistler kullanilarak, hem
IL-1’in hem de TNF-a’nin vaskiiler zedelenmeyi ve endotel adhezyon molekiillerini
arttirdiklar1  gosterilmistir (12, 14). TNF-alfa 17kDa molekiill agirhiginda bir

sitokindir. Aktive monosit, makrofaj, mast hiicreleri, endotel hiicreleri, T hiicreleri, B
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hiicreleri, Kuppfer hiicreleri gibi farkli hiicrelerde iiretilir (46). 1L-6 molekiil agirlig
26-kDa olan bir sitokindir. T hiicreleri, makrofajlar, monositler, endotel hiicreleri,
mast hiicreleri, kemik iligi stromal hiicreleri gibi farkli hiicrelerde tiretilir (46, 47).
Coklu organ yetmezligi ve sikintili solunum sendromunun patogenezinde 6nemli bir

faktordiir (47, 48).

Iskemi—reperfiizyonda sitokin saliniminin bilinmesine karsin bu sitokinlerin
permeabilite lizerine olan etkilerinin dogrudan m1 yoksa hiicre adhezyon molekiilleri
ekspresyonu ve notrofil adhezyon aktivasyonu vasitasiyla mi1 oldugu tam olarak

ortaya konamamistir (49).

ANTIOKSIDANLAR

Serbest oksijen radikallerinin ciddi hasar olusturma potansiyellerine kars1
hiicreler, bu toksik {drinleri hizla metabolize edecek savunma sistemleri
gelistirmislerdir. Canlilarda stirekli olarak serbest oksijen radikalleri olusmasina
karsin antioksidan savunma sistemleri ile oksidasyon arasindaki dengeden dolay1
zararl etkiler onlenir. Fizyolojik veya patolojik olaylar neticesinde bu dengenin
oksidasyon lehine degismesi halinde oksidatif hasar olugsabilmektedir.

Iskemi-reperfiizyon hasarlanmasini inhibe eden ¢ok sayida endojen mekanizma
bulunmakla birlikte, ekzojen olarak da hasarlanmay1 engelleyebilen pek ¢ok sayida
ilag tanimlanmigtir. Etki mekanizmalar1 farkli olan ekzojen ve endojen ajanlar

asagida tanimlanmistir.
Antioksidan Enzimler
Serbest radikalleri, biyolojik 6nemi olan molekiillerle reaksiyona girmeden

once daha zararsiz bilesiklere doniistiirerek yada bagka molekiillerden radikal

tiretimini inhibe ederek etkilerini gosterirler (21).

a. Mitokondriyal sitokrom enzim sistemi
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Solumun zincirinin son enzimi sitokrom oksidaz siiperoksidi detoksifiye eder.
Bu sekilde yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol enerji liretimi saglanir.
Fakat siiperoksid iiretimi genellikle bu enzimin kapasitesini geger bu durumda diger

antioksidanlar devreye girer.

b. Siiperoksid dismutaz (SOD)

Stiperoksid dismutaz, siiperoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalize eder (50). Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize
eden hiicreleri siiperoksid serbest radikallerinin zararli etkilerine kars1 korumaktir.
SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda 6zellikle eritrositlerde ytiksektir.
Normal metabolizma sirasinda siiperoksid iiretimi fazla olmasma karsin SOD ile

intraselliiler stiperoksid diizeyi diisiik tutulur.

c. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin rediiklenmesinden sorumlu enzimdir.
GSH-Px; tetramerik, dort selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Membran
fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger. Membrana bagli en Onemli
antioksidan olan vitamin E eksikliginde PLGSH-Px membrani peroksidasyona karsi
korur. Hidroperoksitlerin indirgenmesiyle olusan GSSG, glutatyon rediiktazin
katalizledigi reaksiyonla tekrar GSH’ ye dontisiir (51).

GSH-Px solunum patlamas: sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar gérmesini 6nler. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese
kars1 antioksidandir. GSH-Px aktivitesinde azalma hidrojen peroksitin artmasina ve

siddetli hiicre hasarina neden olur (51).

d. Katalaz (CAT)

Dort tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Hidrojen peroksiti oksijen ve
suya parcalar. Eritrositler yiiksek miktarda katalaz igerirler ve katalaz aktivitesinin
%098’den fazlasin1 saglarlar. Peroksidaz aktivitesi yaninda bir hidrojen peroksiti

elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan ve elektron alicisi olarak

kullanabilir (52).

e. Glutatyon-S-transferaz (GST)
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Arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri basta olmak tizere lipid
peroksitlerine karst GST’lar selenyum bagimsiz GSH-Px aktivitesiyle bir savunma

mekanizmas1 meydana getirirler.

GST’lar antioksidan Ozellikleri yanisira karacigerde sitokrom p-450 enzim
sistemi ile detoksifikasyona yardimci olurlar. Bunun yanisira hiicre i¢i baglayici ve
tasiyicisi, prostoglandin izomeraz etkisi, LTCs (Lokotrien Cs ) sentezi ve genotoksik

ajanlarin detoksifikasyonu gibi bagka fonksiyonlar1 vardir (53).

Enzim olmayan antioksidanlar

1- Lipid fazda bulunanlar

a-tokoferol ve -karoten

2- Swvi fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda bulunanlar): Askorbik
asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, myoglobin,

hemoglobin, ferritin, metiyonin,albiimin, bilirubin, glutatyon.

Ekzojen Antioksidanlar

Mlaclar:

1- Ksantin Oksidaz Inhibitérleri:

Allopiirinol

Oksiprinol

2- NADPH Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid Antiinflamatuar ilaglar vs.

3- Rekombinant Siiperoksid dismutaz

4- Trolox-C: E vitamini analogudur.

5- Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: GSH-Px aktivitesini
artiranlar (asetilsistein)

8- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

Mannitol, 6 karbonlu seker, molekiil agirligi 182 dalton olan ve idrarla viicutta
metabolize olmadan atilan polisakkarit yapisinda bir ajandir. Osmolaritesi 1098
mosm/L dir. Mannitol, hidroksil radikallerini mannitol serbest radikallerine
doniistiiriir. Bunlar da daha sonra diger mannitol serbest radikalleri ile reaksiyon

vererek stabil reaktif olmayan mannitol dimerlerini olusturur (54). Etki mekanizmast;
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intratiibiiler idrar akimini artirir, tiibiiler obstriikksiyonu azaltir; reaktif oksijen
molekiillerine kars1 “scavenger” gorevi yaparak hiicre hasarimi azaltir. Yan etki

olarak hipervolemi ve pulmoner 6deme neden olabilir.

Alblimin, serbest siilfidril gruplart ile lipit hidroperoksidler iizerinde siipiiriicii

etki ve peroksidaz benzeri etki gosterir (55).

9- Demir redoks dongiisii inhibitorleri: Desferroksamin, seruloplazmin
10- Demir selatorleri

11- Notrofil adhezyon inhibitérleri

Diger Antioksidanlar
1- Karotenoidler

2- Melatonin

3- Glutatyon

4- Urat

5- Sistein

6- Alblimin

7- Seriiloplazmin

MYELOPEROKSIDAZ (MPO)

Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem de
PMNL’lerin hasarli dokuda birikmesini saglamaktadir. Notrofil ve monositler primer
lizozomal graniillerinde bir HEM enzimi olan MPO ihtiva ederler. Notrofiller
dolagimda bulunan PMNL’ lerin % 90’indan fazlasim1 olusturular. Kompleman
fragmanlari, hidroksil radikaller, ROS ve sitokinler gibi wuyarilar notrofil
aktivasyonuna neden olur. Dokuya gelen aktive PMNL’ler; MPO, elastaz, proteaz,
kollajenaz , laktoferrin ve katyonik proteinler gibi enzimlerini agiga c¢ikarirlar. Bu
enzimler hem dokudaki hasar1 artirirlar, hem de daha fazla radikal olusmasina neden

olurlar.
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MPO cesitli bilesikleri (elektron ya da hidrojen donorleri) okside edebilen bir
enzim substrat kompleksi olusturmak igin, substrati olan H203 ile birlesir ve bunlarin
oksidasyonu sonucu, cesitli yollarla organizmayi etkileyebilen toksik ajanlar
meydana getir ve bunlar hiicre 6liimiine yol agarlar. Notrofillerin primer fonksiyonu
fagositoz ve mikroorganizmalarin sindirimi olmasina ragmen bu hiicrelerden toksik
ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu yakin hiicrelere zarar verir. Fagositik kaynakli

oksidanlar ototoksik, immiinosiipresif ve mutajenik etkiler gosterirler (56).

MALONDIALDEHIT (MDA)

Serbest radikallerin en hasar verici etkisi, poliansatiire yag asitleri ve
fosfolipidden olusan hiicre membranlar1 ilizerine olmaktadir. Oksijen serbest
radikalleri lipid peroksidasyonunu indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre
hasarima neden olur (24). Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire
bag arasinda yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen atomunun c¢ikmasi ile
baglatilan kompleks bir fenomendir. Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest
radikali olusur. Oksijen varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitler
veya hidroperoksitler olugsmaktadir. Bu son {iriinler nispeten daha stabil bir son {iriin
olan ve lipid peroksidasyonunun markeri olarak kullanilabilen malondialdehite
dontistir (57).
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GEREC VE YONTEM

Calismamizda, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay
alindiktan sonra agirliklar1 200- 300 gr arasinda degisen 30 adet disi Wistar albino
rat, esit sayida (n = 6) ve rastgele olarak bes gruptan birine dahil edildi. Opere

edilecek ratlar bir gece 6nce ag¢ birakilarak sadece su ile beslenmeleri saglandi.

Biyokimyasal &lgiimler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Biyokimya Kliniginde yapildi. Calismada cerrahi aletler kullanildi. Alinan sol bobrek

ornekleri biyokimyasal degerlendirmeler i¢in —20 °C de saklandi.

Histopatolojik 6l¢iimler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Patoloji Kliniginde yapildi. Almman sag bobrek oOrnekleri histopatolojik
degerlendirmeler i¢in %10 formolinle tespit edildi.

Aortik iskemi-Reperfiizyon Teknigi

Deney baglangicinda, intraperitoneal enjeksiyonla, 90 mg/kg dozda ketamine
hydrochloride ve 10 mg/kg dozda xylazin verilerek anestezi saglandi. Islem boyunca
ratlar solunumlar1 spontan olarak devam edecek sekilde uyutuldular. Ratlara supin
pozisyon verildi. Cilt aseptik olarak hazirlandi. Her bir rata subcutan 75 IU heparin
yapildi. S1vi dengesini korumak amaciyla, 5 ml lik serum fizyolojik ense bdlgesi cilt
altina verildi. Anestezi sonrasinda batin ksifoidin hemen altindan pubisin 0.5 cm
tizerine kadar yaklasik 4 cm’lik orta hattan laparatomi ile acildi. Islak gaz ile
barsaklar sola ¢ekilerek abdominal aortaya ulasildi (grup I, II, III, IV, V). infrarenal
abdominal aortaya (IAA) travmatik olmayan bir mikrovaskiiler klemp (vascu-statts
I, midi straight 1001-532; Scanlan Int., St. Paul, MN, USA) konuldu (grup 11, 11I,
IV, V). Is1 ve sivi kaybin1 en az miktara indirmek i¢in batin insizyonu kapatildi.
Solunumlarinin rahat olmasi i¢in ratlar yan taraflarma yatirildilar. 180 dakika sonra
stv1 dengesini korumak amaciyla, tekrar 3 ml lik serum fizyolojik ense bolgesi cilt
altina verildi. Ardindan batin acilarak IAA daki mikrovaskiiler klemp kaldirild1 (grup
II, 1II, IV, V). VCI dan insiilin enjektorii ile 1 cc vendz kan alind1 (grup 111, V) ve

ardindan 1 cc mannitol verildi (grup IV, V). Insiilin enjektérii ile islem yapilan VCI
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daki alan kanamay1 6nlemek amaciyla 8.0 propilen (Prolen, Ethicon UK® ) siitiir ile
psoas kasina tampone edecek sekilde siitiire edilerek hemostaz saglandi. 120 dakika
siireyle reperfiizyon saglandi. 2 saatlik reperfiizyon sonrasi, tiim ratlar anestezi
altinda sakrifiye edildi ve bobrekleri abdomenden ¢ikartildi. Bobrekler, biyokimyasal
incelemeler yapilincaya kadar -20°C. de saklandi. Bobrek dokusunda
miyeloperoksidaz (MPO), siiperoksit dismutaz (SOD), Gutatyon peroksidaz (GSH)
aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) diizeyleri &lglildi. Ayn1 zaman diliminde,
laparotomi sonras1 IAA diseksiyonu yapilip IAA okluzyonu yapilan ratlar (grup 1I)
deney i¢in kontrol grubu olarak kabul edildi.

Sekil 2: Ratlarda batin agilmasi

Deney gruplar

Calismaya toplam 30 denek alinarak 6’sarl1 5 gruba ayrildi.
Grup | (SHAM): Laparotomi ve IAA diseksiyonu yapildi ancak IAA okliizyonu
yapilmadi.
Grup Il (KONTROL GRUBU): Laparotomi, IAA diseksiyonu, 3 saat siireyle IAA

okliizyonu ve 2 saat siireyle reperfiizyon yapildi.
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Grup 111 (VENOZ KAN UZAKLASTIRILAN GRUP ): Laparotomi, IAA
diseksiyonu, 3 saat siireyle IAA okliizyonu ve 2 saat siireyle reperfiizyon yapildi.
Reperfiizyonun erken fazinda 1 cc vendz kan alindi.

Grup IV (MANNITOL GRUBU): Laparotomi, IAA diseksiyonu, 3 saat siireyle [AA
okliizyonu ve 2 saat siireyle reperflizyon yapildi. Reperfiizyonun erken fazinda 1 cc
mannitol verildi.

Grup V (KOMBINE GRUP): Laparotomi, IAA diseksiyonu, 3 saat siireyle IAA
okliizyonu ve 2 saat siireyle reperflizyon yapildi. Reperfiizyonun erken fazinda 1 cc

venoz kan alinip 1 cc mannitol verildi.

Biyokimyasal islemler

Malondialdehit Ol¢iimii

MDA diizeyleri Okhawa yontemiyle belirlendi (58). Coziilme sonras1 her 6rnek
tartildi, 0.15 N potasyum kloriir kullanilarak 10 kez (w/v) homojenize edildi. 0.4 ml
homojenat 1.5 ml tiyobarbitiirik asit (%0.8), 1.5 ml asetik asit (pH 3.5, %20) ve 0.2
ml sodium dodesil siilfat (%8.1). Tiim 6rnekler ve standartlar karigtirildiktan sonra
bir saat 100°C de 1sitildi. Absorbans 532 nm ‘de kaydedildi ve MDA

standartlarindan elde edilenlerle karsilastirildi.

Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

GSH tahmini Moron ve arkadaslarinin tanimladigi islemin modifikasyonuyla
yapildi (59). Modifikasyon kisaca sdyleydi: 0.15 N potasyum kloriirle 6rneklerin
homojenizasyonu sonrasi, 0.5 ml homojenat 3 ml deproteinizasyon solusyonuyla
(sodyum kloriir, metafosforik asit, EDTA ve distile su) karistirildi. Her 6rnek 5
dakika 1000 g santrifiije edildi ve 0.5 ml supernatant 2 ml Na;HPO4 ve 0.5 ml
Ellman reaktifi (DTNB, ditiyodinitrodibenzoik asit, sodium sirat, distile su) eklendi.

Supernatantlarin absorbansi 412 nm’de kaydedildi.

Myeloperoksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii
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MPO diizeyinin saptanmasi i¢in Knight ve arkadaslarinin yontemi kullanildi
(60). EDTA (5mM) ve heksa-decil-trimethil-ammonyum bromide (0.5%) igeren
50mM’lik fosfat tamponu (pH:6) ile kloriirle dokularin homojenizasyonu yapildi.
Homojenatlar 4°C’de 30 dakika 4000g’de santrifiij edildikten sonra, enzim
aktivitesinin Ol¢lilmesi i¢in slipernatantlar alindi. 0,05 ml supernatant 1,45 ml “H20-
(0.01%) ve o-dianizidine (1%) iceren fosfat tamponuna (100mM)” katildi. MPO ile
indirgenmis o-dianizidine Ol¢iimii 460 nm dalga boyunda spektrofotometre ile

sleiildi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin 6l¢iimii

Winterbourn ve arkadaglarmin tanimladigi yontem ile SOD aktivitesi 6l¢iildii
(61). Dokular 0,02 M’lik (pH:7,8) fosfat tamponu kullanilarak homojenize edildi.
0,1 ml homojenat 0,2 ml EDTA+NaCN, 0.2 ml nitro-blue tetrazolium (NBT) (1.5
mM), 0.05 ml riboflavin (0.12 mM), 0.245 ml fosfat tamponu (0.02 M) ile
karistirildi. Bu karigimi igeren test tiipleri 15 dakika, oda sicakliginda, flouresans
15181n altinda tutuldu. Nitro-blue tetrazolium (NBT) un fotokimyasal indirgenmesinin

inhibisyonuna dayanan SOD aktivitesi, 560 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Bobrek Doku Orneklerinin Histopatolojik Olarak incelenmesi

Histopatolojik inceleme i¢in doku o6rnekleri % 10 © luk formaldehitde fikse
edildi, derecelendirilmis konsatre alkolde dehitrate edildi, xylene ile temizlendi,
ardindan parafine gOmiildii. Parafin bloklar 4um kalinhiginda kesildi ve
Hemotoksilen-Eozin (HE) boyasi ile boyandi. Hazirlanan preperatlar gruplara kor
olan tek bir patolog tarafindan incelendi. Tubuler nekroz varliginda mikroskopik
bobrek hasar1 olarak kabul edildi. Renal hasar bu 6zellige gore semikantitatif olarak;
grade 0 normal, grade 1 hafif (fokal), grade 2 orta (multifokal) and grade 3 siddetli
(yaygmn) patolojik degisiklikler olarak degerlendirildi (62). Histopatolojik

parametreler Tablo 2’ de goriildiigii gibi derecelendirildi.
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Tablo 1: Histopatolojik degerlendirme

Histopatolojik bulgular Grade
Normal 0
Hafif (fokal) patolojik degisiklikler 1
Orta (multifokal) patolojik degisiklikler 2
Siddetli (diffuz) patolojik degisiklikler 3

Istatiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler Statistical Package for Social Sciences 17.0 (SPSS 17.0)
paket programi kullanilarak yapildi. Degerler ortalama + standart deviasyon olarak
verildi. Biyokimyasal degiskenlerde gruplar arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek
icin nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatiksel anlamlilik
icin p<0,05 olan degerler anlamli farklilik olarak kabul edildi. Histopatolojik
degiskenlerde gruplar arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in nonparametrik Ki
Kare (Chi Square) testi kullanildi. Istatiksel anlamlilik icin p<0,05 olan degerler
anlamli farklilik olarak kabul edildi.
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Biyokimyasal inceleme

BULGULAR

Bobrek orneklerinde, her bir grup i¢in, MPO (AA/dakika/g doku), SOD (U/mg

protein) ve GSA (k/mg protein) aktiviteleri ve MDA (nmol/mg protein) diizeyleri

tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2: Biyokimyasal inceleme sonuglari

MDA GSH SOD MPO
Grup | 165 +42 472+ 82 2.37+0.50 34.58 £8.20
Grup Il 320+ 102 294 + 94 3.67+0.59 57.4+15.1
Grup 111 124 + 39 659 + 291 2.03 £0.55 364+ 15.2
Grup IV 64 £ 41 1594 +262 2.65+0.53 32.6+13.3
Grup V 72 £30 2336 + 475 1.40 +£0.21 14.7+9.7

Grup I ile grup II karsilastirildiginda GSH, SOD, MPO aktiviteleri ve MDA
diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p < 0.05). Grup II ile grup
[T karsilastirildiginda GSA, SOD aktiviteleri ve MDA diizeyleri arasinda istatiksel
olarak anlamli fark saptandi (p < 0.05), MPO aktivitesi yoniinden anlamli fark
saptanmadi (p > 0.05). Grup II ile grup IV karsilastirildiginda GSH, SOD, MPO
aktiviteleri ve MDA diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p <
0.05). Grup II ile grup V karsilastirildiginda GSH, SOD, MPO aktiviteleri ve MDA
diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p < 0.05). Grup III ile grup
IV karsilastinlldiginda MDA diizeyleri ve GSH aktiviteleri arasinda istatiksel olarak
anlaml fark saptandi (p < 0.05), SOD ve MPO aktivitesi yoniinden anlamli fark
saptanmadi (p > 0.05). Grup III ile grup V karsilastirildiginda tiim parametreler
yoniinden anlamli fark saptandi (p < 0.05). Grup IV ile grup V karsilastirildiginda
MDA diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p < 0.05), GSH,
SOD, MPO aktiviteleri yoniinden anlamli fark saptanmadi (p > 0.05).
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Histopatolojik inceleme

Grup 1 ile grup 2 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p =
0.012). Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamliydi (p = 0.043).
Grup 2 ile grup 4 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p =
0.043). Grup 2 ile grup 5 karsilastirildiginda aradaki fark istatiksel olarak anlamliydi
(p = 0.003). Grup 3 ile grup 4 karsilastirildiginda aradaki fark istatiksel olarak
anlamli degildi (p = 1). Grup 3 ile grup 5 karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p = 0.363). Grup 4 ile grup 5 karsilastirildiginda aradaki fark
istatiksel olarak anlamli degildi (p = 1). Histopatolojik degisiklikler Tablo 3’de

ozetlenmektedir.

Tablo 3: Gruplardaki histopatolojik degisiklikler

Histopatolojik
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V

parametreler

0 2 1 1 1

1 2 0 2 1
Tubiiler

1 2 2 1 1
Nekroz

] 1 1 1 0 1

Grade'i

1 2 1 1 1

0 2 1 1 1

22




Sekil 4: Grade Il Histolojik degisiklik goriilmektedir( H-E 40x biiyiitme).
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TARTISMA

Bir organ veya dokuya kan akimmin kesilmesi ve daha sonraki reperfiizyon
siireci hiicre oliimii ve organ disfonksiyonuna yol agan bir dizi patolojik reaksiyonu
baglatir. Son yillarda aragtirma tekniklerinin gelismesiyle birlikte bu patolojik
tablonun ortaya cikmasinda asil onemli rolii reperfiizyon siirecindeki hasarin
oynadigl anlasilmistir. Reperflizyon hasar1 sonucu olusan fonksiyon bozuklugu
organdan organa degisiklikler gostermekle beraber, hasardan oksijen radikallerinin
sorumlu oldugu belirlenmistir. iskemik dokuda kan akim1 yeniden restore edildiginde
iskemi, reperflizyona bagli olarak meydana gelen hasarin o bolge ile sinirli kalmayip,
daha uzak organlarda (renal, kardiyak ve pulmoner v.b.) komplikasyonlara yol

agmaktadir.

Alt ekstremite iskemisi akut ve kronik formlarda karsimiza ¢ikabilen ve her iki
formunda da morbiditesi yiiksek arteryel patolojilerdir. Akut alt ekstremite iskemisi,
diagnostik ve terapdtik modalitelerdeki gelismelere ragmen arteryel sistemin major
dolasim bozukluklarindan biri olmay: siirdiirmekte olup, yiiksek morbidite ve
mortalite oraniyla klinikteki 6nemini korumaktadir (63). Kardiak aritmiler, ileri yas,
diisiik kardiak out-put, ciddi kalp kapak hastaliklari, akut miyokard infarktiisii ve
kardiak operasyonlar alt ekstremite iskemisi i¢in risk faktorleridir (64). Alt
ekstremite iskemisi vakalarinda, mortaliteyi azaltmayr amaglayan yeni yaklasim,
hizli tan1 ve tedavi protokollerinin devam ettirilmesi yoniindedir (43). Bizde
yaptigimiz c¢aligmayla, daha onceden yapilmamis bir yontem olan iskemi sonrasi
reperflizyonun erken fazinda vendéz kan alinmasi ve/veya mannitol verilmesi

yontemiyle uzak organ olan bobrek hasarini azaltmay1 amagladik.

Uzun  siireli  iskemi, miyonekroza, hipotansiyona, hiperkalemiye,
miyoglobuliniiri ve akut tiibiiler nekroza neden olabilir. Eger perfiizyon saatler i¢inde
saglanmazsa yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olur. Bu nedenle bizim
calismamizda, iskemi siiresi 3 saat silireyle sinirlt tutulmustur. Bu 3 saatlik siire
iskemik degisikliklerin ortaya c¢ikmasi ig¢in yeterlidir. Aym1 zamanda doku

viabilitesinin devami i¢inde uygun bir siireyi teskil etmektedir.
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Iskeminin siiresi hastanin prognozunu direkt olarak etkilemekte, bundan dolayi
da erken tan1 ve tedavi hayati 6nem tasimaktadir. Fakat meydana gelen hasar bifazik
karakterli olup iskemi kadar reperflizyon da meydana gelen hasarda rol oynar
(63, 65). Ozellikle akut alt ekstremite iskemisinin ardindan kanlanmanin hizli bir
sekilde tekrar saglanmasi paradoksik olarak sistemik komplikasyonlar ve
beklenmeyen mortalite ile sonuglanmaktadir (66). Erken tami ile iskemik hasarin
azaltilabilecegi diisiiniilse bile, bu yaklasimda reperfiizyon hasar1 ve bu hasarin
sonuclar1 hala kagmilmazdir. Bu sebeple giiniimiizde reperfiizyon hasarin1 6nlemeye
yonelik calismalar ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. Bizim ¢aligmamizda iskemi siiresi
3 saatlik peryodu kapsadi. Alt ekstremite iskemisi sonrasi reperfiizyona bagli renal
hasar1 azaltmak amaciyla, reperfiizyonun erken fazinda venoz kan uzaklastirilmasi ve

mannitol tedavisi uygulandi.

Bazi hiicrelerin anoksiye digerlerinden daha hassas olmalarindan dolay1
ekstremitelerin iskemiye toleransini degerlendirmek zor olabilir. Hiicrelerin O2
ihtiyaglar1 ve dokularmn solunum hizlar farklidir. iskemi periodunu takiben dokunun
tyilesmesi sirasinda sorumlu nedenler sadece hipoksiye karsi spesifik doku toleransi
ve dolasimin duraklama siiresine bagli degil, ayni zamanda baslangic sebebi
diizeltildikten sonra normal akimin restorasyon siiresi gibi bazi lokal degisikliklere
de baglidir. Bu durum reflow fenomeni olarak da adlandirilir. Hardy ve
arkadaslarinin (67) akut alt ekstremite iskemi modelinde, reperfiizyon sonunda diisiik
reflow'un nedeni iskemiye bagli vazokonstriiksiyon, nétrofil agregasyonu, endotel
kaynakli relaksan faktoriin oksijen radikalleri tarafindan ortadan kaldirilmasidir. Bu
noktada serbest oksijen radikallerinin etkisini azaltmada, nonenzimatik
temizleyicilerden mannitol, enzimatik temizleyicilerden siiperoksit dismutaz, ksantin
oksidaz inhibitorleri, dimetil sulfoksit, dimetiliire ve demir selatorleri ayrica
intraseliiler antioksidan sistemlerden oltipraz ve glutatyon sistemleri sayilabilir (68).
Bizde g¢alismamizda nonenzimatik antioksidanlardan mannitolu scavenger olarak
kullandik.

Alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasarinin, klinik modelde incelenmesi
zordur. Bu nedenle calismalarda hayvan modelleri kulanilmaktadir. Fakat secilen

model, modeldeki iskeminin derinligi ve siiresi sonuglarin degerlendirilmesi
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acisindan cok biiyilk Onem tasimaktadir. Gerektigi kadar derin bir iskemi
olusturulmadiginda reperflizyon hasarinin 6nlenmesi de ¢ok anlamli olmayacaktir.
Wehrens; ratlarin ekstremitelerdeki kollateral dolagiminin, insanlardaki ile analog
olmasi nedeniyle insandaki klinik soruna en yakin, devamli ve derin iskemiye
yalnizca femoral akim ile birlikte kollateral dolasgimmin da engellenmesi ile
ulasilabilinecegini bildirmistir. Zira, iskemik periyod uzadik¢a dokunun oksijensiz
kalmasinin neden olacagi hasar reperfiizyon hasarini1 fazlasiyla gegmekte, doku
nekrozu ve hiicre dliimiiyle neticelenmektedir (69). Bizim ¢alismamizda, iskemik
periyot 3 saatlik siireyle sinirlandirildigindan doku nekrozu ve hiicre oOliimii
olugsmamis, dokular viabilitelerini korumuslardir. Calismamizda, reperfiizyon siiresi
ise 2 saat ile siirli tutulmustur. Bu 2 saatlik siire uzak organ reperflizyon hasarini
onlemek icin yeterli siiredir. Iskemik periyodun ardindan reperfiizyon safhasmin
erken fazinda vendz kan alinmasi ve mannitol tedavisi uygulanarak renal hasarin

azaltildig1 gosterilmistir.

Aort cerrahisi sonrasi gelisen bobrek yetmezliginin patogenezinde aortik iskemi
reperfiizyon hasarinin 6nemli bir rolii vardir (5). Bu deneysel c¢alismada,
reperflizyonun erken fazinda vendz kan uzaklastirilmasinin, grup III, bobreklerde
olusan iskemi reperflizyon hasarini azalttig1 saptandi. Calismamizda, reperfiizyonun
erken fazinda vendz kan uzaklastirilmasi, infrarenal aortik okliizyon-reperfiizyon
sonrasi, rat bobreklerinde, SOD aktivitesi ve MDA diizeyini istatistiksel olarak
anlamli derecede diistirmiis ve GSH aktivitesini istatistiksel olarak anlamli derecede
yiikseltmistir, MPO aktivitesinde istatiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir.Sham
grubu, IV ve grup V te ise, rat bobreklerinde, MPO, SOD aktivitesi ve MDA
diizeyini istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ve GSH aktivitesi istatistiksel
olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Sham grubundaki sonuglarla deney
grubundaki sonuglarin farkli olmamasi uyguladiimiz deney modelinin bagarili

oldugunu gostermektedir.

Antioksidan maddelerin kullanimi ile reperfiizyon hasarini dnlemeye yonelik
calismalar devam etmektedir. Bu amagla nonenzimatik serbest radikal toplayici olan
mannitol kullanilmistir. Mannitol, hidroksil radikallerini mannitol serbest

radikallerine dondstiiriir. Bunlar da daha sonra diger mannitol serbest radikalleri ile
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reaksiyon vererek stabil reaktif olmayan mannitol dimerlerini olusturur (54). Etki
mekanizmasi olarak, intratiibiiler idrar akimini artirir, tiibiiler obstriiksiyonu azaltir;
reaktif oksijen molekiillerine kars1 “scavenger” gorevi yaparak hiicre hasarini azaltir.
[rreversible bébrek yetmezligi olusmadan akut bébrek yetmezliginin oligiirik fazmin
Onlenmesi veya tedavisi icin diiiretik olarak kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda
mannitol, antioksidan ve diiiretik etkilerinden yararlanmak amaciyla kullanildi.
Mannitol, subkutan olarak emilemedigi i¢in iv olarak vena cava inferiordan verildi.
Deneyimizde vena cava inferior yoluyla girisimi, juguler ven girisimi sirasinda
ortaya ¢ikan pnomotoraks gibi komplikasyonlarla karsilasmamak igin tercih ettik.
Ayrica vena cava inferiorun ¢alisma alanimizin i¢inde olmasi bizim i¢in zaman
acisindan ekstra bir avantaj sagladi. Insiilin enjektérii ile vendz kan alinan ve/veya
mannitol verilen vena cava inferiordaki girisim yeri, kanamayi 6nlemek amaciyla
8.0 propilen siitiir ile psoas adelesine siitiire edildi. Psoas adalesi tampon gorevi

yaparak hemostazin kolaylikla saglanmasina yardime1 oldu.

Calismamizda, kontrol grubuna ait SOD aktivitesi diger 4 grupla
karsilagtirildiginda anlamli derecede daha yiiksek bulundu, MPO aktivitesi ise sham
grubu, IV, V e gore anlamli derecede yiiksek bulundu, gup III e gorede istatiksel
olarak olmasa bile yiiksek bulundu. Kontrol grubuna ait GSH aktivitesi diger 4
grupla karsilastinidiginda istatiksel olarak anlamli derecede daha diisiik bulundu.
Bununla ilgili olarak, dokuda SOD ve MPO diizeylerinin 6l¢iilmesi inaktive edilen

serbest oksijen radikali miktarina iligkin fikir verebilir.

Serbest oksijen radikalleri araciligiyla olusan lipid peroksidasyonu, hiicre
membran hasarinin 6nemli bir sebebidir, membran gecirgenligini etkileyerek hiicre
icinde fazla miktarda Ca+2 birikmesine yol acgar (70, 72). Hiicre membran
fonksiyonu bozuklugu da, hiicre sismesi ve hiicre 6liimii ile sonuglanir. MDA, lipid
peroksidasyonunda bir son {irlinlidiir ve oksidatif hasarin seviyesini gostermek i¢in
kullanilmaktadir (73, 74, 75). Calismamizda, kontrol grubuna ait MDA diizeyi diger
dort grupla karsilastirildiginda anlamli derecede daha yiiksek bulundu. Bu sonug,
reperfiizyon ve iskemik peryodun yeterli oldugu ve kontrol grubunun planlamasinin
basarili oldugunun gostergesidir. MDA diizeyleri ile lipid peroksidasyonunun dogru

orantili olmasi beklenebilir. Notrofil infiltrasyonunun, bobrek, barsak, kalp, beyin ve
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karaciger ve gibi birgok organda iskemi reperfiizyon hasarinin olusumunda kilit role
sahip oldugu diisiiniilmektedir (71, 76). MPO aktivitesi, polimorfoniikleer 16kosit
(PMNL) infiltrasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (77). Iskemi
reperfiizyon hasar1 sirasinda MPO diizeyleri, olusan PMNL infiltrasyonu nedeniyle
artabilir. Biz de, kontrol grubuna ait MPO diizeylerini grup IV ve V’ e gore anlamli
derecede yiiksek bulduk, grup III e gore anlamli derecede olmasa da yiiksekti. Bu
sonug, bizim ¢alismamizda, deney gruplarindaki tedavinin etkin oldugunu

biyokimyasal olarak gostermektedir.

Bu ¢alismada, kontrol grubunda, MPO, SOD, aktiviteleri ve MDA diizeyinin
anlamli derecede yiiksek olmasi ve GSH aktivitesinin anlamli derecede diisiik olmas1
infrarenal aortik iskemi reperfiizyon sonrasi renal hasar olusumu sirasinda serbest
oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonu ve nétrofil infiltrasyonunda artig oldugunu
diistindiirmektedir. Diger 4 grupta, kontrol grubuna gore, MPO, SOD, aktiviteleri ve
MDA diizeyinin anlamli derecede daha diisiik olmas1 ve GSH aktivitesinin anlaml
derecede yiiksek olmasi ise, reperfiizyonun erken sathasinda vendz kan alinmasinin
ve mannitol verilmesinin, Iskemik periodta olusan metabolitlerin (Serbest oksijen
radikalleri, myoglobin, potasyum, laktik asit...vs). reperflizyonun erken fazinda
sistemik sirkiilasyona katilmadan uzaklastirilmasinin infrarenal aortik iskemi

reperfiizyon sonrasi renal hasar1 azaltmasi ile agiklanabilir.

Calismamizda bobrek dokulari histopatolojik olarak icelendiginde, iskemi
reperfiizyon sonrast kontrol grubunda orta (multifokal) derecede tubuler nekroz
gozlendi. Diger tiim ¢alisma gruplarinda iskemi ve reperflizyon sonrasi hafif (fokal)
derecede tubuler nekroz gozlendi. Histopatojik verilere ait ortalama skorlar ile sham
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p =
0.012) ve bu sonu¢ bize yontemimizin dogru oldugunu gostermektedir. Kontrol
grubu ile grup I karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamliydi (p = 0.043). Kontrol
grubu ile grup IV Kkarsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptandi
(p = 0.043). Kontrol grubu ile grup V karsilastirildiginda aradaki fark istatiksel
olarak anlamliyd: (p = 0.003). Kontrol grubu ile diger ¢alisma gruplar1 arasindaki bu
anlamli fark da tedavilerin basarili oldugunu ifade etmektedir. Grup III, IV ve V in

histopatolojik degerleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise istatiksel olarak
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anlamli fark saptanmadi. Elde edilen bu sonuclar uyguladigimiz izole ve kombine

yontemlerin dogrulugunu histopatolojik olarak gostermistir.

Calismamiz, reperflizyonun erken sathasinda vendz kan alinmasinin ve mannitol
verilmesinin, deneysel infrarenal aortik okluzyon reperfiizyon modelinde uzak organ
iskemi reperflizyon hasarim1 azalttigin1 gosteren ilk c¢alisma olmasi agisindan
onemlidir. Ayrica bu deneysel modelde alinan sonuglarin, yeni klinik ve deneysel

calismalar yapilarak desteklenmesine ihtiyag vardir.
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SONUC

Sonug olarak, bu deneysel ¢alisma gostermistir ki, reperfiizyonun erken safthasinda
vendz kan alinmasi ve/veya mannitol verilmesi, rat infrarenal aortik iskemi
reperfiizyon modelinde, bobreklerde olusan iskemi reperfiizyon hasarini azaltir. Yine
bu ¢aligsma gostermistir ki, vendz kan alinmasi ve mannitol verilmesinin kombine
yapilmasi, rat infrarenal aortik iskemi reperfiizyon modelinde, bobreklerde olusan
iskemi reperflizyon hasarini daha fazla azaltir. Ayrica aortik iskemi reperflizyon
sonrasi bobrek hasarini azaltmaya yonelik yaptigimiz bu deneysel modelde alinan
sonugclarin, yeni klinik ve deneysel caligmalar yapilarak desteklenmesine ihtiyag

vardir.
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OZET

Alt Ekstremite iskemisi Sonras1 Reperfiizyonun Erken Safhasinda Venéz Kan
Uzaklastirilmasi ve Mannitol kullamiminin Renal Hasar Uzerine EtKkisi.

Dr Fahri Adah

Alt ekstremitelerin iskemi reperflizyonu sonrasi aktive olan bazi sistem ve
toksik medyatorlerin etkisi ile uzak organlarda (bobrek,akciger..gibi) hasar

olusmaktadir.

Bu deneysel ¢alismamizda; abdominal aortanin belirli bir siire klemplenmesi
sonucu olusturulan gegici iskemi sonrasi, reperfiizyonun erken sathasinda vendz kan
uzaklastirilmasi ve mannitol kullaniminin renal hasar1 6nlemede etkisini arastirmak

amagclandi.

Calismamizda 30 adet eriskin Wistar Albino cinsi rat kullanild1 ve her grupta 6
adet rat olacak sekilde bes gruba ayrildi. Gruplar; I. grup sham grubu, II. grup
infrarenal abdominal aortanin atravmatik mikrovaskiiler klemp ile klemplenerek 180
dakika iskemi olusturulan ve 120 dakika siiresince reperflize edilen grup olan kontrol
grubu, III. grup iskemi reperfiizyon + 1 cc vendz kan alinan grup, IV. grup iskemi
reperfiizyon + mannitol verilen grup, V. grup ise iskemi reperfiizyon + mannitol

verilen + 1 cc vendz kan alinan grup olarak olusturuldu.

Reperfiizyon siiresi sonunda tiim hayvanlar sakrifiye edilerek biyokimyasal ve
histopatolojik incelemeler i¢in bobrek dokulari alindi. Biyokimyasal ag¢idan oksidatif
hasarin tayini i¢in MPO, SOD, GSH-Px; lipit peroksidasyonu tayini i¢in MDA almak
tizere 4 parametre ¢alisildi. Histopatolojik parametreler tubuler nekroz gradelemesine
gore yapildi (grade 0, grade 1, grade2, grade 3). Sonuglar, istatiksel olarak

incelenerek karsilastirildi.
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Iskemi reperfiizyon sonrasinda bobrek dokusunda MPO, SOD aktiviteleri ve
MDA diizeyleri istatiksel olarak anlamli derecede artmistir, GSH aktivitesi ise
istatiksel olarak anlamli derecede azalmistir. Reperflizyonun erken fazinda ven6z kan
alinan grupta SOD aktivitesi ve MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli derecede azalmistir, MPO diizeyinde ise istatiksel olarak anlamli
olmasada artis saptanmistir, GSH aktivitesi ise istatiksel olarak anlamli derecede
azalmistir. Dokularin histopatolojik agidan degerlendirilmesi sonucunda ise; kontrol
grubundaki ratlarin bobrek hasar1 Grade II olarak go6zlenirken, diger deney
gruplarinda ise ratlarin bobrek hasarlari grade I olarak goézlendi. Histopatolojik

olarak deney gruplarinda bobrek hasarinin geriledigi goriildii.
Sonu¢ olarak, alt ekstremite iskemi reperfiizyon modelinde, vendz kan

alinmasmin ve mannitol tedavisinin bobreklerde reperfiizyon hasarini azalttigi

gosterilmistir.
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SUMMARY

Impact of mannitol use and venous blood exclusion on renal injury at the early
phase of reperfusion after lower extremity ischemia.
Dr. Fahri Adah

Effects of some systems and toxic mediators activated after ischemia and
reperfusion in lower extremities cause injuries in distant organs (kidneys, lungs ..

etc.).

This experimental study our aim was to investigate the effects of collecting
venous blood and use of mannitol over preventing renal damage in early
reperfusion phase after ischemia depending on temporary abdominal aortic

clamping.

In our study, 30 adult Wistar Albino rats were used and divided into five
groups with 6 rats for each group. Groups were; Group I: sham group, Group II.
control group of 120 minutes reperfusion after 180 minutes ischemia with cross-
clamping from infrarenal abdominal aorta with a microvascular clamp, Group IlI:
ischemia reperfusion group with 1 cc of venous blood taken, Group IV. ischemia-
reperfusion group with mannitol administration, Group V the ischemia reperfusion

group given mannitol and 1 cc of venous blood excluded additionally.

At the end of reperfusion period all animals sacrificed and kidney tissues were
collected for biochemical and histopathological examination. 4 parameters including
MPO, SOD, GSH-Px, for determination of oxidative damage from the biochemical
side and MDA for determination of lipid peroxidation, were studied. The results

were examined statistically.

Histopathological parameters were graded as seen in table 2. After ischemia

reperfusion, increase in MPO SOD activities and MDA levels were statistically
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significant in the kidney tissues while GSH activity decreased statistically

significantly.

In early reperfusion phase SOD activity and MDA levels decreased statistically
significant in the venous blood collection group compared with the control group;
the MPO level increased butthis increase was not statistically significant and the

GSH activity decrease was statistically significant.

Histopathological evaluation of tissue as a result, kidney damage in rats in the
control group observed as Grade 11, the rats in the other experimental groups was

observed as grade I.

As a result, in lower extremity ischemic reperfusion modal, venous blood

excluding and mannitol treatment caused decreasing in the renal reperfusion injury.
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