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1. GIRIS ve AMAC

Bobrekler viicudun sivi-elektrolit ve asit-baz dengesi iizerinde biiylik bir role
sahip, homeostazisi saglayan hayati organlardir. Cesitli nedenler ile renal hasar
olusabilmekte ve bu durumun neticesinde “Akut Bobrek Yetmezligi” (ABY)
gelisebilmektedir. Giiniimiizde goriilme sikligr giderek artan ABY, Onemli bir
morbidite ve mortalite sebebi olarak da karsimiza ¢ikmaktadir. Hastaneye basvuran
hastalarin  %5’inde, yogun bakim {nitelerindeki hastalarin  %30’unda (1),
kardiyopulmoner operasyon geciren hastalarin %4-15’inde (2) ve non kardiyojenik
operasyon gegiren hastalarin ise %25-27’sinde ABY olusturmaktadir (3). ABY’li
hastalarda 9%50’ye varan bir mortalite s6z konusudur (2, 4, 5). ABY, saatler-giinler
icinde bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ve glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR)
azalmayla seyreden bir tablo olup, serum kreatinin diizeyinin; bazal diizeyin en az
%50 oraninda veya 0,5 mg/dL’nin iizerinde artis gostermesi olarak tanimlanabilir
(5). GFH’de gelisen azalma sonucunda kan iire azotu, kreatinin ve diger tiremik
toksinler viicutta birikir. ABY’de GFH diisiisii daha hizlidir ve giinler, haftalar i¢cinde
gelisir (5). Bu nedenle, bu hastalarda eslik eden ciddi ek bir hastaligi olmadig:
takdirde, uygun koruyucu tedavi planlar1 ve gerekirse uygun ve etkili renal
replasman tedavisi ile gelisebilecek iiremik komplikasyonlarin 6nlenmesi ve bobrek

fonksiyonlarinda diizelmesi saglanabilir (6).

Son yillarda bobrek nakli, bobrek travmasi, anatrofik nefrolitotomi, nefron
koruyucu cerrahi, renal arter cerrahisi ve suprarenal aortik anevrizmalarin cerrahi
tedavisi gibi bobrek kan akimini azaltan cerrahi girisimlerin yayginlagsmasiyla
birlikte renal iskemi-reperfiizyon hasari olarak adlandirilan ve ABY ile

sonuclanabilen bir patolojiden sik¢a bahsedilmeye baslanmistir.

Bir organa gelen kan akiminin gesitli nedenlerle yetersiz hale gelmesine veya
durmasma iskemi denir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku
hasar1 ortaya cikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii
kaybolur hatta hiicresel o6lim meydana gelir. Reperfiizyon ise dokunun
kanlanmasmin yeniden baslamasidir. Iskemik bir dokuda kan akimmin yeniden
baslamasi  durumunda (reperfiizyon), Ozellikle dokuya gelip yerlesen

polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri



(SOR) dokudaki yikimi artiric1 etki yapar. Bu olaya reperfiizyona bagli doku hasari
denir (7-11).

Bobrekler iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarindan en fazla etkilenen
organlardandir. Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, parsiyel (nefron
koruyucu) nefrektomi, kardiyopulmoner bypass, sepsis, ¢esitli tirolojik girisimler ve
hidronefrozis gibi ¢esitli klinik durumlarda gériiliir (7). iskeminin siiresi ve siddetine
gbre renal tiibiiler epitel hiicreleri, yapisal ve fonkiyonel tam diizelme, apoptoz ve
nekroz arasinda farkli etkilenimler gosterebilirler (12). Iskemiden sonra gelisen akut
bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, tiibiiler nekroz ve bdbrek
damarlarinda direng artisiyla karakterizedir. Reperfiizyon sonrasi ortama gelen
nétrofiller ve bunlardan aciga ¢ikan reaktif oksijen radikalleri (SOR) ve sitokinlerin
etkileri de eklenince organ veya doku oliimii kacinilmaz olmaktadir (8, 11) Nefron
koruyucu cerrahide bobregin I/R hasarina degisik diizeylerde maruz kalmasi kalan
bobrek rezervini ve karsi bobregi olumsuz etkileyebilmektedir. Renal
transplantasyon isleminde de transplante edilecek greftin I/R hasarina degisik
diizeylerde maruz kalmasi, postoperatif donemde bu olaya bagh greft fonksiyon
gecikmeleri ve greft kayiplarina sebep olabilmektedir.  Bu nedenle biiyiik
ameliyatlar, nefron koruyucu cerrahi ve renal transplantasyon oncesinde akut renal
I/R yaralanmasindan korunmak amaciyla uygun bir profilaktik tedavinin bulunmasi

akilc1 bir yaklasimdir(19).

Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina ¢ok sayida hiicre
koruyucu enzimler ile kars1 koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar
sinirlandirilmaya calisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iliski ile bir denge
olusturmaktadir (10, 11). Antioksidan savunmada oncelikle etkili olanlar endojen
enzimatik antioksidanlardir. Bunlar superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSHPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerdir (7, 10, 11).
Bobrekte I/R sirasinda olusan serbest radikaller endojen antioksidan kaynaklarinin
hizla tiikenmesine yol agmaktadir (13). Serbest oksijen radikallerinin zararh etkileri,
eksojen antioksidan maddeler tarafindan da azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilir

(14). Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, diyetlerde antioksidan iceren besinlere yer



verilmesi serbest oksijen ve nitrojen radikallerinden kaynaklanan hasari

engellemektedir (15).

Bu kadar sik goriilen, morbidite ve mortalitesi yiiksek olan ABY’de koruyucu
ve tedavi edici yaklasimlarin gelistirilmesi 6nemli olup, bu konuda da bir¢ok calisma
yapilmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢esitli deneysel I/R modellerinde, 6zellikle
endojen antioksidan maddelerin I/R hasarinda koruyucu veya oOnleyici etkileri
gosterilmeye calisilmistir. Ancak; bu hasarin engellenmesinde, eksojen antioksidan
maddeler daha da ilgi ¢ekici hale gelmektedir (16). Flavonoidler bitkilerde yaygin
olarak goriilen ve antioksidan Ozellik tasiyan polifenolik bilesiklerdir. Tim
flavonoidlerin antioksidan etkileri, kimyasal yapilarinda bulunan fenolik hidrojenler
ile ilgilidir. Fenolik hidrojenlerin kayb1 flavonoidlerin antioksidan etkilerini azaltir
(17). Bu calismada, troloji pratigi disinda, kronik vendz yetmezlik, diyabetik
retinopati ve mikroanjiyopatilerin, hemoroidal hastaliklarin tedavisinde sik¢a tercih
edilen ve antioksidan etkinligi gosterilmis olan flavonoid olan okserutinin bobrek

dokusunda I/R hasar1 iizerine muhtemel koruyucu etkilerini incelemek amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Anatomisi

Bobrekler insan viicudunda retroperitoneal boslukta, paravertebral yerlesimli
olup, 12. torakal ve 3. lomber vertebralar arasinda uzanirlar. Sag bobrek, karacigerin
sag lobunun biiyiik olmasi ve basist nedeni ile sola gére 1-2 cm daha asagida yer
almaktadir. Her bir bobrek yaklasik olarak 150-200 gr agirliginda olup, 12-13 cm
uzunlugunda, 6-7 cm eninde ve 2,5-3 cm derinligindedir. Sag bobrek iistte siirrenal
bez, iist ve onde karaciger, hilus seviyesinde duodenum, altta ve lateral kenarda
kolon ile komsudur. Sol bobrek ise iistte siirrenal bez, 6nde mide, dalak, pankreas,
jejunum, ve desendan kolon ile komsuluk gdstermektedir. Her iki bobrek arkada
diafragma, kuadratus lumborum ve psoas kaslarina dayanmaktadir. Bobrekler icten
disa dogru; fibroz kapsiil, perirenal yag dokusu, Gerota fasyas: ve pararenal yag
dokusu ile ortiiliidiir. Her bir bobregin anterior ve posterior ylizeyleri, medial ve
lateral kenarlari, superior ve inferior kutuplar1 vardir ve siliperior kutuplar anterior
kutuplara gore orta hattal cm daha yakindir. Lateral kenar konkav, medial kenar ise
konveks seklindedir. Medial kesimde renal hilus denilen ve i¢inden renal arter, renal
ven, renal pelvis, tireter, lenfatik ve sinirlerin gectigi bir yarik bulunur. Renal hilus
bobrek icinde, 2,5 cm derinliginde olan ve iginde renal pelvis, renal kaliks, renal
damar ve sinirler ile degisik miktarlarda yag dokusunun bulundugu renal siniis olarak

devam eder (18, 19).

Her bir bobrek aortadan koken alan ve 1. ve 2. Lumbal vertebra arasindaki
intervertebral discus hizasindan ¢ikan renal arterler ile kanlanir. Renal arter hilustan
bobrege girdikten sonra dnce segmental sonra interlobar daha sonra arkuat arterlere
ayrilir. Arkuat arterlerden dik olarak interlobiiler arterler ¢ikar. Bu arterlerden
glomeriile giden afferent arterioller koken alir. Glomeriilii olusturan kapillerler
birleserek efferent arteriolleri olusturur. Efferent arterioller daha sonra dallanarak
tiibiiliisleri saran, bobrekteki 2. kapiller ag sistemi olan peritiibiiler kapiller agi
olusturur. Peritiibiiler kapillerlerden gelen kan vendz sisteme dokiiliir. Oradan sirasi
ile arteryel sistemle paralel olarak interlobiiler ven, arkuat ven, interlobar ven ve

renal veni takip eder. Renal venler ise inferior vena kavaya drene olurlar (18, 20)



Ureterin iist kismmin genislemesi ile olusan renal pelvis ilk dnce 3 major

kalikse, major kaliksler de 8 veya daha fazla minor kalikse boliiniir (18, 19).

Bobrek sagital olarak kesildiginde dista korteks, icte medulla olmak iizere 2
kisimdan olusur. Medulla, mediiller piramit ismi verilen 10-18 adet piramidal
yapidan olusur. Piramitlerin tabanlar1 kortikomediiller bolgede bulunurken, tepe
kisimlar1 kaliks i¢ine kadar uzanir. Kaliks i¢ine agilan bu kisimlara papilla ismi
verilir. Korteks bobregin dis kisminin yani sira mediiller piramitler arasinda da yer

alir ve bu kisma Bertini’nin bobrek kolonlart denir (18, 19)
2.2. Bobrek Fizyolojisi

Bobrekte idrar olusumunu saglayan en kiiciik yapisal ve anatomik birim
nefrondur. Her bir bobrekte idrar yapabilme fonksiyonu olan yaklasik 1 milyon
nefron bulunur. Bébrek yeni nefron rejenere edemez. Dolayisiyla renal bir hasar ile
nefron sayisindaki azalma tekrar yerine konulamaz. Her bir nefronun iki kismi
vardir: 1) Glomeriil; sivinin kandan filtre edildigi kisim, 2) Tibiilisler; filtre edilen
stvinin idrara doniistiigii proksimal ve distal tiibiiliisler, Henle Kulpu ile toplayici
kanallardan olusan kisimdir. Glomeriiller, proksimal ve distal tiibiiliisler ve dis
korteksteki nefronlarin Henle kulplar1 kortekste; toplayici kanallar, Henle kulplari ve
vasa rectalar mediillada bulunur. Nefronlar bébrek dokusunda ilerledikleri derinlige
gore, kortikal ve jukstaglomeriiler olmak tizere 2 tiptir. Glomeriil, dallanan ve
anastomozlar yapan ve epitelyal hiicreler ile kapli kapiller bir yumaktir. Glomeriil,
diger kapiller aglar ile karsilastirildiginda, daha yiiksek hidrostatik basinca (70
mmHg) sahip, dallanan ve anastomoz yapan kapiller bir agdan olusmustur. Bowman
kapsiilii denen bir yap1 icinde bulunur. Glomeriilden filtre edilen sivi sirasiyla
proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil, distal tiibiilii birlestirici (connecting) tiibiil
ve kortikal toplayict (collecting) tiibiil izler. Sivi buradan kortikal toplayici kanala
ulagir. 8-10 adet kortikal toplayici kanalin baslangi¢ kisimlar1 birleserek, medullada
seyreden ve mediiller toplayici kanal denilen daha genis bir toplayici kanal yaparlar
(Resim 1). Toplayic1 kanallar sonunda papillanin tepesi aracilifi ile papillalarin

icinden renal kalikse ac¢ilir. Oradan da renal pelvise ve iiretere geger (20-22).
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Resim 1. Nefronun yapisi (20)

Distal tiibiillisiin baslangict her nefronda afferent ve efferent arteriyoller ile
temas halindedir ve bu {i¢ yap1 jukstaglomeriiler aparatus denen yapiy1 olusturur. Bu
aparatusun gorevi renin salgilayarak kan basinci lizerinde etkili olmak, glomeriiler
filtrasyon ve renal kan akimimin regililasyonunu idare etmektir. Jukstaglomeriiler
aparatusun distal tiibiiliisteki degisiklik gosteren hiicrelerine makiila densa ismi
verilir ve distal tiibiiliisteki sivinin birlesimine gore jukstaglomeriiler aparatusun

aktivitesini ayarlar (21, 22).

Idrar olusumu; proteinsiz fazla miktarda sivimin glomeriiler kapillerden
Bowman kapsiilii i¢ine filtrasyonu ile baslar. Proteinler ve eritrosit dahil hiicresel
sekilli elemanlar hari¢ plazmadaki maddelerin ¢cogu serbestce Bowman kapsiilii icine
filtre oldugu icin, Bowman kapsiilii i¢indeki glomeriiler filtratta bu maddelerin
konsantrasyonlar1 plazmadakine esittir. Plazma proteinlerine baglanan molekiiller
kolayca filtrata gecemedikleri i¢in bunlarin konsantrasyonlar1 ayni degildir. Filtre
olan s1vi Bowman kapsiiliinii terkedip tiibiiller boyunca ilerlerken i¢indeki spesifik
soliitlerin ve suyun geri emilerek kana gegmesi veya baska maddelerin peritiibiiler

kapillerden tiibiil i¢ine salgilanmasi nedeniyle degisiklige ugrar (20, 21).



Glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR); Her iki bobregin nefronlariin tiimiinden 1
dakikada olusan glomeriiler filtratin miktarina denir ve net filtrasyon basincini veren
filtrasyonu kolaylastiran ve engelleyen, glomeriiler kapiller membrana etki eden
kolloid osmotik basinglar ve hidrostatik basincinglarin toplami ile kapillerin
filtrasyon yapan yiizey ve gecirgenliginin olgiitii olan kapiller filtrasyon sabitesi

tarafindan tayin edilir. Normal yetiskin bir insanda GFR 120 ml/dakikadir (20-22).

Glomertiler kapiller membran; kapiller endoteli, bazal membran ve bazal
membranin dig yiizeyini ¢evreleyen epitelyal hiicre (podosit) tabakasindan
olugmaktadir. Bu tabakalar birlikte filtrasyon bariyerini olusturur. Glomeriiler
kapiller membrandan yiiksek filtrasyon hizi kismen membranin kendine has
ozelliklerine baglidir. Kapiller endotelium pencere (fenestra) denilen binlerce kiigiik
oyuk ile delinmistir. Endoteli bir bazal membran cevreler. Arasindan su ve kiigiik
solitlerin gecebilecegi genislikte mesafe bulunan kollagen ve proteoglikan fibril
agindan yapildig1 icin, bol miktarda ve kiiciik maddeleri filtre edebilir. Bazal
membranin plazma proteinlerinin gecisini etkin bir sekilde Onlemesinin kismen
sebebi, proteoglikanlarin giiglii negatif elektrik yiikiine sahip olmalaridir. Glomeriiler
membranin son kismi glomeriiliin dis yiiziinii doseyen epitelyal hiicrelerdir. Bu
hiicreler kesintisiz degildir, kapillerin dig yliziinlii ¢evreleyen podositler vardir. Bu
ayaksi cikintilar glomeriiler filtratin gectigi dar, por denen araliklarla birbirinden
ayrilmistir. Her ne kadar epitelyal hiicreler filtrata engel teskil etseler de, plazma
proteinlerine esas direnci bazal membran olusturuyor gibi gériinmektedir. Elektriksel
olarak negatif ylike sahip epitel hiicreleri de Plazma proteinlerinin filtrasyonuna

ayrica bir kisitlama getirir (20).
2.3. Bobrek Kan Akimi

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

oynarlar(20).



Bobrek kan akiminin ve glomeriiler filtrasyonun fizyolojik kontroliinde
bircok faktdr rol oynar. Afferent ve efferent arteriyoller de dahil olmak {izere biitiin
bobrek damarlari, 6zelllikle sempatik sinir liflerinden zengindir. Bobrek sempatik
sinirlerinin kuvvetli aktivasyonu, bdbrek arteriyollerini daraltabilir ve bobrek kan
akimi ve GFR'yi azaltabilir. Bu savunma reaksiyonu, renal medulladan salinan
epinefrin ve norepinefrin aracilifi ile, beyin iskemisi veya agir hemorajide olusabilir.
Endotelin ise, bobrek damarlarinin hasar gérmiis endotel hiicrelerinden salinir,
GFR’yi azaltir ve bobrek vazokonstriiksiyonuna katkida bulunur. Giiglii bir damar

daraltici olan Anjiotensin II efferent arteriyolleri daraltarak etkili olur (20, 21).
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Resim 2. Bobrek kan akimi (20)

Arteriyel kan basincinda belirgin degisikliklere karsin bobrek i¢i feedback
mekanizmalar normalde bobrek kan akimint ve GFR'yi olduk¢a sabit tutarlar. Bu
otoregililasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu sayede, kan basincinda 75 mmHg'ye
varan diismeler ve 160 mmHg'ye varan yiikselmeler GFR'de sadece % 1-2 kadar
degisiklik yapar. Otoregiilasyonu gerceklestirmek icin bobrekler makula densadaki

sodyum klorlir yogunlugu degisiklikleriyle renal arteriyoler direncin kontrolii



arasinda baglant1 kuran bir feedback mekanizmaya sahiptir. Bu feedback, distal

tubule oldukca sabit miktarda sodyum kloriir gonderilmesini garantilemeye yardim
eder (20, 21).

Tiibiiloglomeriiler feedback mekanizmanin afferent ve efferent arteriyoler
feedback mekanizma olarak adlandirilan iki kompenenti vardir. Jukstaglomeriiler
kompleks distal tiibiiliin baslangicindaki makula densa hiicreleri ile afferent ve
efferent arteriyollerin duvarlarindaki jukstaglomeriiler hiicrelerden olusur. Makula
densa distal tubulde afferent ve efferent arteriyollerle temas eden bir grup 6zellesmis
epitel hiicresidir. Sodyum kloriir yogunlugundaki azalma makula densadan, iki etkiye
sahip bir uyariy1 baslatir; afferent arteriol direncini azaltarak glomeriiler hidrostatik
basinct artirir ve GFR'nin normale dénmesine yardim eder. Buna ek olarak reninin

jukstaglomertiler hiicrelerden serbestlenmesini arttirir (20, 21).
2.4. Bobrek Fonksiyonlari
Nefronlarin temel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir.

Bunun i¢in Kullanilan mekanizmalar sunlardir:

1) Glomeriiler Filtrasyon: Glomeriildeki kanin plazmasinin bir boliimi

(yaklasik 1/5°1) glomeriiler membrandan filtre edilir.

2) Tiibiiler Reabsorpsiyon: Filtre edilen sivi, tiibiillerde ilerlerken su ve diger
gerekli maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler geri emilmez ve idrar

olusumuna katkida bulunur.

3) Tiibiiler Sekresyon: Plazmadaki bazi maddeler tiibiilleri doseyen epitel

hiicrelerince dogrudan tiibiiler s1v1 i¢ine sekrete edilir (20-22).
Bobregin temel fonksiyonlar::
1) Ekskretuvar (Itrah) fonksiyonlari; idrar olusumu

e Artik maddelerin eliminasyonu: Metabolik artik maddeler (iire, kreatinin,

tirik asit gibi) Ekzojen maddeler (ilaglar, toksinler ve metabolitleri).

e Su dengesinin korunmasi: Total viicut suyunun korunmasi, plasma

osmolalitesinin korunmasi.
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e Elektrolit ve asit baz dengesinin korunmasi: Sodyum, kloriir, kalsiyum,

fosfat, potasyum, magnezyum ve asit-baz dengesinin korunmast.
2) Metabolik Fonksiyonlar

e Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi: Renin, D vitamini,

eritropoietin, prostoglandinler, kallikrein-kinin, biiyiime faktorleri.

e Peptid yapili hormonlarin yikimi ve katabolizmasi: Insiilin, glukagon,
parathormon, kalsitonin, prolaktin, biiylime hormonu, vazopressin,

gastrointestinal hormonlar.

e Diisiik molekiil agirlikli proteinlerin katabolizmasi: Hafif zincirler, -2

mikroglobulin...

e Diger metabolik fonksiyonlar: Glukoneogenez, lipid metabolizmas1 (20—
23).

2.5. Parsiyel Nefrektomi ve Iskemik Akut Bobrek Yetmezligi

Renal hiicreli kanser hastalarinda tedavisinde halen altin standart tedavi
radikal nefrektomidir. Ancak hastalarin soliter bobrekli, kotii renal fonksiyonlu,
bilateral renal kanserli olmasi gibi durumlar veya hastalarin radikal nefrektomiyi
istememesi parsiyel nefrektomi fikrinin dogmasina sebep olmustur. Zaman igerisinde
karst bobrek normal olsa bile kiiciik renal tiimdrler parsiyel nefrektominin
endikasyonlar1 arasina girmistir ve bir¢ok merkezde kiiciik renal tiimorlerde altin
standart tedavi haline gelmistir. Her ne kadar 4’cm den kiiciik ve T1 evre renal
timorlerde yapilmasi  Onerilsede son yillarda Avrupa Uroloji  Derneginin
Kilavuzlaria (2010) gore 7°cm ye kadar olan ve T2 evre tiimorlerde de deneyimli

merkezlerde iyi secilmis vakalara parsiyel nefrektomi yapilmasi dnerilmektedir (24).

Parsiyel nefrektominin amaci tiimoral alanin rezeke edilip kalan bobrek
parankiminin renal fonksiyon rezervinin korunmasidir. Operasyon esnasinda
kanamanin azaltilmasi, doku ve organ vizualizasyonunun artirilmasi amaciyla renal
arter ve vene klemp konulmaktadir. Bunun sonucunda kalan bobrek parankiminde
iskemi reperfiizyon hasar1 meydana gelmektedir. Reperfiizyon hasar1 akut bobrek

hasarinin ana nedenlerinden biridir. Bu durumun histolojik incelemelerdeki



11

gostergesi akut tiibiiler nekrozdur. Iskemik organ reperfiizyonundan sonra dokuda
reaktif oksijen radikalleri artmaktadir. Bunun sonucunda glomeriil ve tiibiiler

epitelyumun biitiinliiglinii bozularak akut tiibiiler nekroz olusur (24).

Iskemik ABY sonrasinda endotel gegirgenliginin arttigi bilinmektedir.
Gelisen interstisyel 6dem kan akimini, medulladaki damarlara basi uygulayarak daha
da bozmaktadir. Plazmanin damar disina kagagi sonras1 hemokonsantrasyon gelisir
ve dolasim daha da bozulur. Bu durum l6kositlerin endotel hiicreleri ile karsilagsmasi
olasiligimi arttirmaktadir. Eritrositler ve lokositlerin medullada birikmeye baslar.
Endotel hiicrelerin de P ve E selektin ekspresyonu arttigindan, 16kositlerin endotel
hiicrelerine adhezyonu artar. Ayni sekilde interseliiler adhezyon molekiil

ekspresyonu da artmaktadir (15).

Akut tiibiiler nekroz (ATN) gelisen hastalarin bobrek dokulari morfolojik
olarak incelendi ginde, nekrozun c¢ogunlukla olmadigi ya da fokal oldugu
belirtilmistir. Patolojik kesitlerde tiibiil epitel hiicrelerinin dokildiigii ve bu
dokiilmelerden dolayi tiibiil bazal membranlarinda yer yer bos alanlarin oldugu rapor
edilmistir. Nekroz olmaksizin da oOliimciil olmayan hasara bagli ATN tablosu
gelisebilir. Iskemik hasar sirasinda gelisen hiicre ici bir dizi metabolik olay sz
konusudur. Bu metabolik olaylar (ATP eksikligi, hiicre i¢i pH degisiklikleri, hiicre
ici sodyum ve suyun artmasi sonucu hiicre sismesi, intraseliiler kalsiyum miktarinin
artmasi, serbest radikallerin artmasi) sonucunda apoptozis, nekroz gibi degisiklikler
meydana gelir. Iskeminin en kotii sonucu renal kortikal nekroz gelismesi sonucunda

bobrek fonksiyonlarinin geri doniisiimsiiz olarak bozulmasidir (15).
2.6. Iskemi-Reperfiizyon (I/R) Hasariin Fizyopatolojisi
2.6.1. Iskemik Hasar

Iskemi; dokunun ihtiya¢ duydugu oksijen ve diger metabolitlerin saglanmasi
ve olusan artik {irtinlerin ise uzaklastirilmasi i¢in gerekli ve yeterli dolasimin
saglanamamasidir. Iskemi, akut veya kronik olabilir. Iskemik hasarin derecesi,
hipoksinin derinligine ve siiresine baghdir. Sonucta iskemi hiicresel enerji
depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi ile hiicre Sliimiine yol

acmaktadir (25).



12

2.6.1.1. Geridoniisiimlii Hasar

Aerobik solunum yani mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon, hipoksinin
hiicrede ilk etkiledigi islemdir. O, basmcinin azalmasiyla hiicre i¢i ATP
depolarindaki azalma, birgcok sistem tiizerinde etkili olur. Plazma membranlarinda
bulunan ATP bagimli sodyum (Na") pompasinin aktivitesi azalir. Bunu, Na"un
hiicre iginde birikimi ve potasyumun (K') hiicre disma c¢ikis1 takib eder. Na'
konsantrasyonundaki artig, suyun izoozmotik artisina ve akut hiicresel sismeye neden
olur. Bu sisme, inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleozitleri gibi diger
metabolitlerin birikimi ile artan hiicre i¢i ozmotik yilikle daha da ilerler. Sonugcta;
glikojen hizla tiikenir, artan glikoliz ise fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve
inorganik fosfatlarin birikimiyle hiicrede asidoza neden olur. Ribozomlarn graniillii
endoplazmik retikulumdan (GER) ayrilmast ve polizomlardan monozomlarn
olusumu ile protein sentezinde azalma bunu takip eder. Hipoksinin devam etmesi ile
mitokondrial fonksiyonun daha da kétiilemesi ve membran gecirgenliginin artisi
sonucunda morfolojik hasar artar. Hiicrenin ana hatlar, mikrovillus gibi
ultrastriiktiirel 6zelliklerin kaybi ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile
bozulur. Mitokondri, endoplazmik retikulum ve tiim hiicreler ozmotik regiilasyonun
bozulmasndan dolayi sismislerdir. Iskemi diizeltilir ve O, diizeyleri normale donerse
tim bu bozulmalar geri donebilir, ancak iskemi ve hipoksi devam ederse

geridoniisiimsiiz hasar meydana gelir (26).
2.6.1.2. Geridoniisiimsiiz Hasar

Morfolojik olarak geridoniisiimsliz hasarda mitokondrilerin  siddetli
vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz, kalsiyumdan (Ca®") zengin
depozitlerin birikimi goriiliir. Bununla birlikte, plazma membranlarinda biiyiik 6l¢iilii
hasar ve lizozomlarda sisme eslik eder. Ozellikle iskemik alanin reperfiizyonu hiicre
icine masif Ca”" akisina ve Ca®"‘a bagl degisikliklere yol acar. Gegirgenligi bozulan
membranlardan proteinlerin, esansiyel koenzimlerin ve riboniikleik asitlerin kaybi
devam eder. Membranlardan ATP sentezi igin gerekli olan metabolitler de
kaybedileceginden, hiicre ic¢i yiiksek enerjili fosfat bilesikleri daha da azalir.
Lizozomal membranlarin hasari, lizozomal enzimlerin sitopldzmaya ka¢cmasina

neden olur. Asit hidrolazlar, iskemik hiicrenin asidik pH’sinda aktif hale gecip
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sitoplazmik ve niikleer elemanlar1 yikima ugratir. Lizozomal hidrolazlar, hiicre

oliimii gergeklestikten sonra da, hiicresel elemanlar1 sindirmeye devam ederler (9).
2.6.2. Reperfiizyon Hasari

Reperfiizyon, iskemide kalan dokuya kan akiminin ve bununla birlikte O,’nin
tekrar gelmesidir, yani dolagimin diizeltilmesidir. Eger hiicrede geri donilisiimsiiz
hasar olusmamis ise enerji depolart ve hiicresel homeostaz geri kazanilir.
Reperfiizyon saglanirken iskemik hiicreler geri doniisiimsiiz hasara ugrayabilirler
(27). Hatta reperflizyon sonucunda ortaya c¢ikan hasar iskeminin tek basina

olusturdugu hasardan daha agir olabilir (28).

Iskemi sonucunda hiicre igindeki yiiksek enerjili adenin bilesikleri olan ATP
ve ADP, AMP’ye indirgenir ve hiicre ici AMP diizeyleri yiikselir. Artmig AMP’den
adenozin ayrilarak sirayla inozin ve hipoksantine doniistiiriiliirt. ATP azalmasi
membranlarin iyon gradiyentini koruyamamasina ve hiicre igine Ca®" girisine yol
acar (29). Hiicre icine giren Ca”", proteazlar aktifleyerek ksantin dehidrogenazdan
ksantin oksidaz olusumuna yol acar ve ksantin oksidaz araciligi ile de sirasiyla
hipoksantinden ksantin ve iirik asit olusur. Reperfiizyon sirasinda dokuya gelen bol
miktarda O, molekiiliinden, bu reaksiyonlar sirasinda serbest oksijen radikalleri,
stiperoksit ve hidrojen peroksit (O, H,O,) meydana gelir. Hiicredeki iskemi eger
hipoksantin yikilmaya baslamadan oOnce diizeltilip yeterli oksijen saglanirsa,

hipoksantin ve diger bilesiklerden tekrar ATP olusur (30, 31).

Iskemi sonrasi dokudaki diger 6nemli bir SOR kaynagida nétrofillerdir.
Notrofillerin membranlarinda bulunan NADPH bagimli oksidaz sistemleri SOR
olusumunun en 6nemli kaynaklarindan biridir. Bu enzim sistemi normalde inaktif
olup, bakteriler, mitojenler ya da sitokinlerce aktive edildiklerinde O,’nin H>O,’e ve
O, e déniismesini saglarlar. O,” olusumunda nétrofil kemotaksisinin de Snemi
biyiiktiir. Ca*da fosfolipaz A2 aktivitesini saglayarak, lokotrienlerin aktive ettigi
polimorfoniikleer (PMNL) hiicreler iizerinden O, olusumunu gerceklestirir. PMNL
kaynakli reperfiizyon hasar mikrovaskiiler alana kemotaktik birikimi ve
mikrovaskiiler endotele adezyonla karakterizedir (32). I/R etkisinin dokuda nétrofil
birikimi ile dogrudan iligkili oldugu ve bu birikimin normal homeostazla

kiyaslandiginda iskemik donemde 5 kat ve reperfiizyon doneminde ise 18 kat daha
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fazla oldugu gosterilmistir (33). Notrofil bagimli reperfiizyon hasarinda nétrofil
adezyonu en oOnemli basamak olup, noétrofil membran molekiilii olan CDI18,
notrofillerin mikrovaskuler endotele adezyonunda en Onemli rolii {istlenen
glikoprotein yapilt molekiildiir. CD18 reseptorleri, monoklonal antikorlar ile inhibe
edilerek nétrofillerin kapiller endotele kemotaksi, agregasyon ve adezyon etkileri

baskilanir (34).

2.6.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Kompleman, Endotel Ve

Lokositlerin Rolii

Iskemi/reperfizyon kompleman sistemini aktive eder. Kompleman
aktivasyonunun baslangi¢c dénemi ve mekanizmasi halen tartigsmalidir ve tam olarak
acikliga kavusmamistir. Kompleman aktivasyonu sonucu olusan, proinflamatuar
komponentler bir yandan lokositleri aktive ederken, diger yandan TNF-a , IL-1 ve

IL-6 olusumunu uyararak inflamatuar cevabi giiglendirir (35).

TNF- a, ciddi bir ameliyata bagh doku travmasi veya infeksiyonlar sonucu
olusan inflamatuar kompleks, bir proinflamatuar sitokin dongiisiiniin baslamasina
neden olur. Bu sitokinler arast nda TNF-a , konak¢i cevabinin olusumuna yol agan
ilk ve en giiclii mediyatorlerden biridir. TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve
splanknik dokularda ¢ok bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir. Ig¢
organlardaki cerrahi veya travmatik yaralanmalar, inflamatuvar mediatorlerin
olusumu ve akut faz proteinlerinin yapimi gibi homeostatik cevaplarin olusumunda
belirgin etkiye sahiptir. Makrofajlarin iskemik hasarda ne derece rol oynadigi ise
netlesmemis olup, I/R dncesi sistemik monosit/makrofaj deplesyonu yapilan hayvan
deneyinde IL-6, TNF-a, IL-1p diizeylerinin, tiibiiler ne kroz ve inflamasyonun
azaldig1 gosterilmistir. IL-6’nin inflamasyondaki rolii tartigmali olmakla birlikte
makrofajlardan salinan IL-6’nin, yine makrofajlardan salinan TNF-a , IL-1B ve

MCP-1"1in iskemik renal hasarda rolii oldugu diisiiniilmektedir (35).
2.7. Akut Bobrek Yetmezliginin Tanis1

ABY’nin tanisindaki belirteglerden birincisi serum kreatinin seviyesindeki
artistir. Aym zamanda kan iire azotundaki (BUN) ve Ure artis1 da ABY bulgulari

arasinda ilk dikkat edilmesi gereken wunsurlar arasindadir. ABY tanisinin
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konulmasinda serum kreatinin seviyesindeki artisin izlenmesi BUN ve iire

seviyesindeki artigin izlenmesinden daha iyi bir belirtectir (5).

ABY gelisimini gosteren bir diger Onemli bulgu ise idrar c¢ikisindaki
azalmadir. Oligliri varhigr (<400 mL/glin) veya aniiri varligr (idrar c¢ikisinin

olmamasi) ABY varligin1 gdsteren belirtilerdir (36).

Akut bobrek yetersizligi tanisinda, GFR’de diisme olmadan 6nce bdbrekte
meydana gelen hasarin saptanabilmesi en 6nemli faktorlerden birisidir. Bu nedenle
erken yetmezlik belirtegleri adi verilen biyobelirtecler kullanilmaktadir. Onerilen
belirtecler arasinda plazmada bulunanlar nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin ve sistatin
C, idrarda bulunanlar ise nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin, KIM- 1, IL-18, alfa 1
mikroglobulin, fetuin-A, gro-alfa ve meprin sayilabilir (37).

Bu belirteglerden olan Sistatin C’nin tamaminin reabsorbsiyona ugramasi ve
idrar konsantrasyonunun diigiik olmasi nedeni ile bobrek hasarinin saptanmasinda iyi
bir belirtectir. Sistatin C’ye dayal1 bulgular, serum kreatininin seviyesinde meydana
gelen degisikliklerin monitorizasyonu ile karsilagtirildiginda 1-2 giin daha 6nce ABY

gelisimi riskinin belirlenmesini saglamaktadir (38).
2.7.1. Sistatin-C

Sistatin C 122 aminoasitli 13 kDa agirliginda nonglikozile polipeptidli bir
sistein proteinaz inhibitoriidiir. Bir housekeeping gen {iriinii olup tiim cekirdekli
hiicreler tarafindan tiretilmektedir. Sabit bir tiretim hiz1 olup tiretim hizi inflamatuar
ve immunolojik faktorler, viicut kas kitlesi gibi diger faktdrlerden
etkilenmemektedir. Diisiik molekiiler agirligi, bazik pH’1 nedeniyle glomeriillerden
serbestce filtre olur ve serum diizeyleri sabittir (39, 40). Hemen hemen tiim
cekirdekli hiicrelerden sabit hizda iiretilen ve serum ve plazmada oldukga sabit olan
sistatin C ekstraseliiler sividan diisiik molekiiler agirligi ve bazik pH’1 nedeniyle
glomeriil membrani aracilifiyla kolayca filtre edilir. Tamami reabsorbsiyona ugrar
ve proksimal tiibiil hiicrelerince kolaylikla katabolize edilir. Dolayis1 ile normal idrar

konsantrasyonu oldukga diisiik olup ortalama 0,03-0,3 mg/L’dir (39, 40).

Bobregin fonksiyonel kapasitesinin en sensitif ve spesifik olgiisii glomertil

filtrasyon hizidir. Dolayisiyla GFR’de saptanan diisiis fonkiyonel bobrek hastaliginin
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en erken bulgusudur (39, 40). Giiniimiizde tiim kliniklerlerde GFR 6l¢iimiinde kolay,
ucuz ve ulasilabilir bir yontem olan serum kreatinini kullanilmaktadir. Kreatinin,
iskelet kasinda bulunan kreatin ve fosfokreatinin bir metabolitidir. Bu nedenle
tiretimi kas kitlesi ile orantilidir. Sabit bir oranda yapildig1 ve idrarla atildigi kabul
edilmektedir. Halbuki serum kreatinini cinsiyet, enflamasyon, tiibliler sekresyonu
inhibe edebilen bazi ilaglar (Simetidin, trimetoprim, primetamin ve dapson), fiziksel
aktivite ve beslenme gibi faktorlerden de etkilenmektedir. Dolayist ile GFR

hesaplamasinda kreatinin yetersiz kalabilmektedir (41).

GFR oOlglimii i¢in kullanilacak maddenin GFR disinda inflamatuar,

immunulojik ve neoplastik bozukluklar gibi durumlardan etkilenmemesi
gerekmektedir. Sistatin C bu faktorlerden etkilenmez, giin icerisinde belirgin diurnal
ritmi yoktur, digiik molekiil agirligt ve bazik pH’indan (yaklasik 9.0) dolay1
glomeriillerden kolayca filtre olur, proksimal tiibiillerden tamamina yakini geri
emilerek katabolize edilir. Sistatin C serum diizeyleri yasa ve cinsiyete bagli olarak
degisiklik gostermez. Bu yiizden Sistatin C’nin, GFR i¢in yeni bir belirleyici olarak
kullanilmast s6z konusudur (39, 40). Bir¢ok arastirmaciya goére serum sistatin C ‘nin
GFR diistikligl icin duyarhilik ve ozgilligii %100’e yakin iken kreatinin ise

%50’den azdir (42).

Tablo 1. Sistatin C ile kreatinin/kreatinin klirensinin karsilastirilmasi (40).

Kreatinin/ kreatinin klirensi Sistatin C
Kreatinin konsantrasyonu; Serum konsantrasyonu sadece GFR'ye
* Kas kitlesinden, bagimlidir.

* Viicut yiizey dl¢iimiinden,
* Alinan besinlerden etkilenir.
* Tiibiiler sekresyonu vardir

« Kas kitlesinden,

* Viicut yiizey 6l¢iimiinden,
 Alinan besinlerden

+ Inflamatuar olaylardan etkilenmez.
* Tlbiiler sekresyonu yoktur.

Kreatinin tayininde yaygin olarak kullanilan
Jaffe metodu biliriibin, sefalosporinler, aspirin,
siklosporinden etkilenir.

"Particle-Enhanced Nephelometric
Immunoassay" (PENIA) kullanilir.
Jaffe metodunu interfere eden
maddelerden etkilenmez.

GFR, 50 ml/dakikanin altina diistiiglinde serum
kreatinin artig1 goriilebilir

GFR' daki en kii¢iik degisikliklere bile
yiiksek
hassasiyet gosterir.

Serum ve 24 saatlik idrar toplanmasi gereklidir.
Ozellikle ¢ocuklarda ve yaslilarda 24 saatlik
idrar toplanmasi 6nemli hatalara agar.

Sadece serum Ornegi yeterlidir.
Idrar toplanmasina gerek yoktur

Sonuglar, 24 saatlik idrar toplanmasi
gerektiginden en erken 24 saat sonra ¢ikar.

Dakikalar i¢inde sonug almabilir.
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2.7.1.1. Sistatin-C Ol¢iim Metodlar

Ik sistatin C 6l¢iimii immunoassay yoluyla Loffberg ve Grubb tarafindan
1979 yilinda gerceklestirilmistir. Yakin zamanda ise otomatize edilmis homojen
immunoassaylerde kullanilan lateks veya polisitiren kapli sistatin C spesifik
antikorlart gelistirilmistir. Bunlar sistatin C Olglimii i¢in 2 farkli yontemde
kullanilmaktadir: PETIA (Particle-Enhanced Turbidimetric Immonoassay) ve PENIA
(Particle-Enhanced Nephelometric Immunoassay). Bu assayler daha 6nceki &lgiim
metodlarina gore daha dogrudur ve referans degerleri daha tutarlhidir. Sistatin C 3

aydan kii¢iik ¢ocuk ve 70 yasindan biiyiik kisilerde daha yiiksektir(42).

Serum sistatin C referans araliklari (5):

e Eriskin :0.48-0.98 mg/L
e Eriskin (65 yas iistii) :0.93-3.35 mg/L
e Cocuk (1-16 yas) :0.63-1.33 mg/L

2.8. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip kararsiz
kimyasal iirlinlerdir. Canlilarda en Onemli serbest radikaller, oksijenin radikal
tirevleridir. Serbest oksijen radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollardan
olusabildigi gibi ¢esitli dig etkenlerle (sigara, alkol, radyasyon v.s) de
olusabilmektedir. Bunlar organizmanin yabanci maddelere ve enfeksiyoz ajanlara
kars1 miicadelesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Yasam siireleri ¢cok kisa olmasina
ragmen, yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller
tim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ozelligine sahiptirler. Bu nedenle serbest
radikallerin iiretimi artarsa ve antioksidan sistemler ile arasindaki denge bozulursa,
viicudun temel yapi elemanlar1 olan proteinlerin, lipitlerin, niikleik asitlerin ve

enzimlerin yapilarint ve fonksiyonlarini bozabilmektedirler (10, 11, 43).

Serbest oksijen radikallerin tahrip edici etkilerine kars1 organizmada
gelistirilmis olan giiclii dogal antioksidan savunma sistemleri vardir ve bunlar serbest
radikallerin neden oldugu hiicre hasar1 ile sonuglanan reaksiyonlar1 6nlemektedir.

Hiicrelerin korunmasina yonelik olan bu sistem, normal sartlarda yeterli miktarda
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koruyucu enzim ve kimyasal bilesiklerin sentezlenmesini saglamaktadir (10, 11, 43).
Organizmada, sistemi etkileyen c¢esitli preoksidatif faktorler ile bunlarin etkilerinden
korunmak amaciyla olusan antioksidatif sistem arasinda bir denge bulunmaktadir.
Biyolojik sistemlerde, normalin iizerinde bir serbest oksijen radikali olustugu zaman,
organizma bu duruma uyum saglayacak sekilde yanit vermektedir. Eger olusan
serbest oksijen radikalleri ¢ok fazla olursa veya organizmanin yanit1 yetersiz kalirsa,
oksidatif stres denilen durum ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stresin sonucu olarak ise
oksidatif hasar olugmaktadir ve bu da proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi
biyomolekiillerin oksidasyona ugramasi ve buna bagli olarak da hiicre membrani
basta olmak iizere cesitli hiicre elemanlarinda oksidatif harabiyeti seklinde karsimiza
cikmaktadir (10, 11, 43). Yiizden fazla hastalik serbest oksijen radikalleri ile
iliskilendirilmektedir (44).

2.8.1. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar
2.8.1.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi
Endoplazmik Retikulum

Redoks Dongiisii

Arasidonik Asit Metabolizmasi

Fagositoz

Otooksidasyon

Oksidan Enzimlerin Reaksiyonlari
2.8.1.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Radyasyon
Sigara dumant
Zehirli gazlar

Bazi ilaglar
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Kanserojen maddeler

Pestisitler (45).

2.8.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu Ve Hiicreye Zararh
Etkileri

Oksijen, endoplazmik retikulumda, mitokondride, plazma membraninda,
peroksisomlarda ve sitozollerde oksidatif enzimler tarafindan siiperoksit (O, )
anyonuna doniistiiriilmektedir. Olusan siiperoksit anyonlari, SOD enzimi ile hidrojen
perokside (H,0,) doniistiiriilmektedir. Fe*" veya diger gecis metallerinin varhginda
Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O, ) varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikali (OH") olusur (43).

.- S0D Katalaz
0 ———H0;, — o
H,0 Fe*

{Haber-Welss)
{Fenton)

OH’

Sekil 1. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu (Galle, J. Nephrol. Dial. Transplan.
2001°den alind1).

Serbest radikaller, hiicresel lipid, protein ve DNA’da ¢esitli derecelerde
hasara neden olabilmektedir. Olusan serbest oksijen radikalleri sitoplazma,
mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda  lipid
peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi
sonucu membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinler okside
olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur. Reaktif oksijen

radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasari meydana gelir (10, 43).

Serbest radikaller, sinir sisteminde Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi
etyopatogenezinde rol oynamaktadir. Endokrin sistemde Tip II Diabet olusumunun

etyopatogenezinde, immiinolojik sistemde Romatoid artrit etyopatogenezinde,
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kardiyovaskiiler hastaliklarin etyopatogenezinde rol almaktadir. Bobreklerde ise
glomerulonefrit ve renal yetmezlik sirasinda doku hasarina neden olmaktadirlar.
Serbest oksijen radikalleri ayrica, erken yaslanma, kanser, otoimmun hastaliklar,

inflamatuar hastaliklarin etyopatogenezinde de su¢lanmaktadirlar (43).
2.8.3. Renal Korunma I¢in Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin viicutta “antioksidan savunma sistemi” adi verilen birgok savunma
mekanizmalart gelismistir. Savunma sistemlerini serbest radikal tutucular1 ve bazi

enzimler olusturmaktadir.
2.8.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz
Katalaz

Glutatyon Peroksidaz
Glutation-S-Transferazlar

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz
2.8.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Askorbik Asit

f—Karoten

Vitamin E (a -Tokoferol)
Transferin ve Laktoferrin
Seruloplazmin

Alblimin

Urik Asit

Bilirubin

Polifenoller (10, 11, 46).
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2.8.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastiricilar
tarafindan antioksidan kapasiteyi tanimlamak i¢in farkli terimlerin kullanildigi
goriiliir. Karsilagilabilecek terimler total antioksidan “kapasite” veya “etkinlik”,
“giic”, “parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin
“aktivitesi” basing, sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi spesifik reaksiyon
kosullar1 belirtilmedik¢ce anlamsizdir. Tek bir analiz yontemi ile 6l¢iilen “antioksidan
aktivite” o yoOntemde uygulanan spesifik kosullardaki kimyasal reaktiviteyi
yansittigindan verileri “total antioksidan aktivitenin” gostergesi olarak genellemek
uygun olmayabilir ve yanilticidir. Bu nedenle “aktivite” terimi yerine farkh
deneylerde elde edilen sonuglar1 “kapasite” olarak sunmak Onerilmektedir. Ya da
“peroksil radikal siipiiriicli kapasite”, “sliperoksit siipiiriicii kapasite”, “demir iyonu

indirgeme kapasitesi” gibi 6l¢lim yontemini daha spesifik olarak belirten terimlerin

kullanilmas1 da 6nerilmektedir (47).

2.8.4.1. Total Oksidan Seviye-Total Antioksidan Kapasite-Oksidatif Stres
Indeksi

Reaktif oksijen tiirleri, metabolik ve fizyolojik siireclerde iretilir ve
organizmada zararli oksidatif reaksiyonlar meydana gelebilir. Bunlar enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarla uzaklastirilir. Bazi durumlarda,
oksidanlardaki artig, ve antioksidanlarda azalma Onlenemez. Oksidan/ antioksidan
denge, oksidatif taraf lehine kayar. Sonug olarak, 100’den fazla hastaliga neden olan

oksidatif stres meydana gelir (44).

2.8.4.1.1. Total Antioksidan Kapasite(Seviye) (TAK-TAS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest
radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metottur (48).

Prensip

Fe*"—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksit ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH" radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirii indirgen diisiik

pH’da renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi
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dianisidyl radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon
reaksiyonlarina katilarak renk olusumu artmaktadir. Ancak oOrneklerdeki
antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarint bastirarak renk olusumunu
durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizérde spektrofotometrik olarak

Olciilerek sonug verilmektedir (48).
2.8.4.1.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.
Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢
katina cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin

siddeti spektrofotometrik olarak ol¢iilmektedir (49).
2.8.4.1.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total Oksidant Seviye (TOS) / Total Anatioksidan Kapasite (TAK) X 100
seklinde Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanir (49).

Birimi Trolox equivalent/L (49).
2.9. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararh
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. 15C atomlu 2 fenilbenzopiron
(difenil propan) yapisi gosterirler (50). Bu yapilari nedeniyle polifenolik bilesikler
olarak adlandirilirlar. Yapisal olarak genellikle CS-C3-CS karbon iskeleti ve A, B, C
halkalar1 vardir. Flavonoidler molekiiler yapilarina gore baslica antosiyoninler,
flavanlar, flavanonlar, flavonlar, flavonollar ve isoflavonoidler seklinde
siiflandirilir. Yaklasik olarak 4000'den fazla flavonoid tiiri belirlenmistir (51).
Flavonoidler baglica sebzeler, meyveler, kirmiz1 sarap, ¢ay, sogan baklagillerde
bulunur ve ¢ogu cigeklerin, meyvelerin rengini verir (52, 53). Flavonoidlerin en

onemli etkilerinden birisi serbest radikalleri temizleme o6zellikleridir (51). Serbest
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radikallerin {iretim artis1 endojen temizleyici bilesiklerin (sliperoksit dismutaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimler) kullanilip azalmasina yol agar. Hemen her
flavonoid grubunun en iyi tanmimlanmis Ozelligi antioksidan kapasiteleridir ve

flavonoidlerin direkt radikal temizleme 6zellikleri vardir (51-53).

Flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme ozelliklerine ilave olarak
antiinflamatuvar,  antiviral,  antiallerjik,  antitrombotik,  antiaterosklerotik,
anatitimoral etkileri igeren g¢esitli biyolojik ozellikleri de wvardir (51-53).
Flavonoidler, XO (ksantin oksidaz), fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu, lokosit adhezyonun ve aktivasyonunun azaltilmasi, mast
hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle antiinflamatuar 6zellik

gosterirler.

Flavonoidlerin  kardiyovaskiilar hastaliklara karsi  koruyucu etkileri
epidemiyolojik ¢aligmalarda gosterilmistir ve flavonoid aliminin mortalite ile ters
iliskili oldugu bulunmustur. Radikal aracili hasar sonucu olugsmas1 muhtemel pek ¢ok

hastaliktan korunmada flavonoidlerin etkin bir rol oynayabilecegi diisiiniilebilir

(51,52).
2.9.1. Okserutin

Okserutin saflastirilmis mikronize flavonoid fraksiyonu (MPFF) igerir.
Okserutin flavonoidlerin flavonol alt grubu {iyesidir ve rutin ve kersetin tiirevidir.
Okserutinin standart bilesiminde dogal biyoflavinoid olan rutin’in trihidroksietil
tirevi olan tri-okserutin bulunmaktadir. Rutin quercetinin glikozid formu olup
aromatik trimerik heterosiklik yapiya sahiptir ve ¢ay, kahve, tahil ve ¢esitli sebze ve

meyvede bulunmaktadir(54).

Sekil 2. Tri-okserutin (Trihydroxyethylrutin) kimyasal yapis1
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Yapilan bircok c¢alismada tri-okserutinin antioksidan, antiinflamatuvar,
antineoplastik, antieritrositik, antitrombotik, antifibrinolitik ve radyoprotektif aktivite
gibi cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (54—57). Bununla birlikte
tri-okserutin halen bazi kardiyovakiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(58). Son donemdeki Fan ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligma antiinflamatuvar
ve antioksidan etkileri sayesinde nefroprotektif etkisinin oldugu ortaya

konmustur(54).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (SDU-HADYEK) nun 25 Aralik 2012 tarihli ve 03 sayili etik kurul izniyle,
Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvar1 (SDU-HUDAL)’da;
Uroloji, Biyokimya ve Patoloji Anabilim Dallari’nin ortak ¢alismasiyla gergeklesti.
Biyokimyasal analizler Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Ana Bilim Dali Merkez Laboratuvarinda, histopatolojik incelemeler Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali  Arastirma
Laboratuvarinda yapildi. Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Koordinatorliigii’'nce (3457-TU2-13 nolu proje) desteklendi.
3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda SDU-HUDAL’dan temin edilen, toplam 50 adet Wistar Albino
cinsi, agirliklar1 200-300 gr (ortalama 250 gr) arasinda degisen 12-16 haftalik erigskin
erkek rat kullanildi. Bunlarin 2 tanesi reperfiizyon siiresinin belirlenmesi igin pilot
calismada kullanildi. Tiim deney hayvanlar1 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ortamda normal oda sicakliginda (22+2 °C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak
ayarlanmig odalarda ayri kafeslerde tutularak takip edildi. Deneye baglanmadan dnce
hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyonu saglandi. Tiim denekler
standart rat yemi ile beslendi, sebeke suyu kullanildi ve diizenli olarak kafes

bakimlar1 yapildu.

Deney esnasinda kullanilacak anestezi, intraperitoneal yoldan verilen ketamin
HCI (40 mg/kg; 50 mg/cc; Ketalar®; Parke-Davis) ve % 2 Xylazin HCI (10 mg/kg;
23.32 mg/cc; Rompun®; Bayer) kombinasyonu ile saglandi (Resim 3A). Tekrar
laparatomi yapilacak deneklere ilk laparatomi sonrasi Xylazin HCI’nin analjezik
etkisine ilave olarak postoperatif analjezi uygulanmadi. Deney protokolii siiresince
uygulanacak girisimler i¢in ayn1 dozlar ile anestezi idamesi saglandi. Genel anestezi
altindaki ratlar operasyon masasina alinarak flaster yardimi ile ayaklarindan masaya
sabitlendi Cerrahi islemin gerceklestirilecegi alan trag bigagi ile tras edildi.
Operasyon sahasi 0nce cerrahi sabun sonra povidone-iodine ile temizlendi (Resim

3C). Batin orta hattan cerrahi aletlerle uygun teknikle agildi (Resim 3C). Sol taraftaki
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bagirsaklar mediale itilince sol bobrek, bobrek pedikiilii ve vena kava ve aort goriiniir

hale geldi.
3.2. Okserutinin Hazirlanmasi

Okserutin (VENORUTON®, Novartis, 500mg tablet) icme suyu ile 1 ml de
verilecek total doz olan 500 mg/kg olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler oral gavaj

yolu ile uygulandi.
Kullanilan Malzeme ve Aletler
1. Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)
2. Derin dondurucu Facis (Fransa)
3. Hassas terazi Scaltec (Isvigre)
4. Vorteks (karistiric1) Niive NM 100 (Tiirkiye)
5. Otomatik pipetler Gilson (Fransa), Eppandorf
6. Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)
7. Sonikatér UW- 2070 Bandeun Electronic (Almanya)
8. Otoanalizér Beckman Coulter AU5800 (ABD)
9. Organon Teknika Microwell ELISA Okuyucu
10. Bio-tek ELX50 Otomatik Yikayici
Kullanilan Kimyasallar
1. Fosfat tamponu (ph 7.0)

2. Formaldehit soliisyonu

3. Alkol
4. Parafin
5. Ksilol

6. Hemotoksilen-eozin
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Resim 3A: Intraperitoneal anestezik madde enjeksiyonu, 3B: Orogastrik gavaj ile
okserutin verilmesi, 3C: Batinin (operasyon sahasinin) povidone-iodine ile
temizlendikten ve tras edildikten sonra bistiiri ile orta hattan acilmasi,
3D: Laparotomi sonrasi batin orta hattan barsaklarin saga dogru medialize edilerek
sol bobrek ve pedikiiliiniin viziialize edilmesi, 3E: Mikrovaskiiler klemple sicak
iskemi modeli olusturulmusg sol bobrek, 3F: Sicak iskemi sonrasi 24 saat reperfiizyon
uygulanacak gruptaki ratlarin laparatomi insizyonlarinin kapatilmasi, 3G: Vena cava
inferior’dan biyokimyasal ¢aligma igin kan alinmasi, 3H: Iskemi-Reperfiizyon hasari
sonrast nefrektomi yapilmis sol bobrek ve nefrektomi yapilmis non-iskemik sag
bobrek.

3.3. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi ve Deneyin Yapihisi

Bu ¢aligmada ratlar pilot ¢alisma grubunda 2 rat, kontrol-sham grubunda 8 rat
diger gruplarda 10 rat olacak sekilde 6 ayr1 gruba ayrildi. Deney hayvanlari
preoperatif ve postoperatif donemlerde normal oda isisinda ve ayri kafeslerde
tutularak takip edildi. GRUP I (Kontrol-Sham Grubu), GRUP II (iskemi- 1 saat
reperfiizyon Grubu) ve GRUP IV e (Iskemi- 24 saat reperfiizyon Grubu) herhangi bir
tedavi verilmeden takip edildi. GRUP III (Iskemi- 1 saat reperfiizyon + Okserutin
Grubu) ve GRUP V’e (Iskemi- 24 saat reperfiizyon + Okserutin Grubu) cerrahi
islemden 24 saat once ve 2 saat once 500 mg/kg Okserutin (VENORUTON®,
Novartis, 500 mg tablet) 1 ml igme suyunda eritilip oral intragastrik gavaj yoluyla
verildi (Resin 3B).

Grup 0: Pilot Calisma Grubu (n=2): Ratlara genel anestezi altinda orta hat
laparatomi yapilarak sonrasi sol bobrek, renal arter ve ven ortaya konup (Resim 3D)
pedikiile bir adet non-travmatik klemp konulup 30 dk uygulandiktan sonra klemp

kaldirildi. Iskemi islemi tamamlandiktan sonra 24 saatlik reperfiizyon uygulanacak
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deneklerin laparotomi insizyonu primer 3/0 ipek iplikle kapatilarak deneklere kan ve
sivl kaybini onlemek i¢in 24 saatlik reperfiizyon siiresince cilt altina 3 ml serum
fizyolojik uygulandi. Bu deneklere 24 saat sonra tekrar anestezi iglemi uygulanarak
ve laparotomi insizyonlart tekrar acilip, kan ve her iki bobrek dokusu ornekleri
almip. Hayvanlar sakrifiye edildi. Pilot ¢aligma grubundaki ratlarin 30 dk iskemi
sonras1 24 saat yasadiklar1 goriildiikten ve aliman doku 6rneklerinde histopatolojik
degisiklikler gozlendikten sonra reperfiizyon siireleri belirlenerek ¢alisma gruplari

planlandi.

Grup 1: Kontrol - Sham Grubu (n=8): Ratlara genel anestezi altinda orta
hat laparatomi yapilarak sonrasi sol bobrek, renal arter ve ven ortaya konup, mobilize
edildikten sonra 90 dk sonunda deneklerden kan ve sonrasinda her iki bobrek dokusu

alinarak hayvanlar sakrifiye edildi.

Grup 2: Renal Iskemi - 1 Saat Reperfiizyon Grubu (n=10): Ratlara genel
anestezi altinda orta hat laparatomi yapilarak sonrasi sol bobrek, renal arter ve ven
ortaya konup pedikiile bir adet non-travmatik klemp konulup 30 dk uygulandiktan
sonra klemp kaldirild1 (Resim 3E). 1 saatlik reperfiizyon uygulanan deneklerinin 1
saat boyunca acikta kalan karin bolgesi tizerine 1lik serum fizyolojik ile 1slatilmig
span¢ konuldu. Bir saatin sonunda deneklerden kan ve sonrasinda her iki bobrek

dokusu alinarak hayvanlar sakrifiye edildi.

Grup 3: Renal Iskemi - 1 Saat Reperfiizyon + Okserutin Grubu (n=10):
Ratlara iglemden 24 saat dnce tek doz 500 mg/kg ve islem giinii islemden 2 saat dnce
tek doz oral gavaj yolu ile 500 mg/kg okserutin verildi. Ratlara genel anestezi altinda
orta hat laparatomi yapilarak sonrasi sol bobrek, renal arter ve ven ortaya konup
pedikiile bir adet non-travmatik klemp konulup 30 dk uygulandiktan sonra klemp
kaldirildi. 1 saatlik reperfiizyon uygulanan deneklerinin 1 saat boyunca agikta kalan
karin bolgesi tizerine 1lik serum fizyolojik ile 1slatilmis span¢ konuldu. Bir saatin

sonunda deneklerden kan ve sonrasinda her iki bobrek dokusu alinarak hayvanlar

sakrifiye edildi.

Grup 4: Renal iskemi- 24 saat reperfiizyon grubu (n=10): Ratlara genel
anestezi altinda orta hat laparatomi yapilarak sonrasi sol bobrek, renal arter ve ven

ortaya konup pedikiile bir adet non-travmatik klemp konulup 30 dk uygulandiktan
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sonra klemp kaldirildi. Iskemi islemi tamamlandiktan sonra 24 saatlik reperfiizyon
uygulanacak deneklerin laparotomi insizyonu primer 3/0 ipek iplikle kapatilarak
(Resim 3F) deneklere kan ve sivi kaybini onlemek icin 24 saatlik reperfiizyon
stiresince cilt altina 3 ml serum fizyolojik uygulandi. Bu deneklere 24 saat sonra
tekrar anestezi islemi uygulanarak ve laparotomi insizyonlar1 tekrar agilip, kan ve her

iki bobrek dokusu 6rnekleri alinip hayvanlar sakrifiye edildi.

Grup 5: Renal iskemi- 24 saat reperfiizyon grubu+tokserutin grubu
(n=10): Ratlara islemden 24 saat 6nce tek doz 500 mg/kg ve islem giinii islemden 2
saat Once tek doz oral gavaj yolu ile 500 mg/kg okserutin verildi. Ratlara genel
anestezi altinda orta hat laparatomi yapilarak sonrasi sol bobrek, renal arter ve ven
ortaya konup pedikiile bir adet non-travmatik klemp konulup 30 dk uygulandiktan
sonra klemp kaldirildi. Iskemi islemi tamamlandiktan sonra 24 saatlik reperfiizyon
uygulanacak deneklerin laparotomi insizyonu primer 3/0 ipek iplikle kapatilarak
deneklere kan ve sivi kaybim1 6nlemek i¢in 24 saatlik reperfiizyon siiresince cilt
altina 3 ml serum fizyolojik uygulandi. Bu deneklere 24 saat sonra tekrar anestezi
islemi uygulanarak ve laparotomi insizyonlari tekrar acilip, kan ve her iki bobrek

dokusu 6rnekleri alinip hayvanlar sakrifiye edildi (Resim 3G ve Resim 3H).
3.4. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney gruplarindaki ratlardan, iskemi-reperfiizyon siireleri sonunda Sml’lik
enjektorlerle kan vena cava inferiordan alinarak heparinli tiiplere aktarilmistir. Kan
ornekleri sogutmali ortamda 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrilarak
1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinmistir. Plazma o6rneklerinde BUN, kreatinin, serum
TNF-a diizeyi, Serum sistatin C diizeyi l¢limleri i¢in her hangi bir 6n isleme tabi

tutulmaksizin analiz zamanina kadar -80° C’de bekletilmistir.
3.5. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney gruplarindaki ratlardan, iskemi-reperfiizyon siireleri sonunda kan
ornekleri alindiktan sonra her iki bobrek dokusuna hizlica nefrektomi yapildi. Alinan
sag ve sol bobrek dokularinin yarisi soguk % 0.9’luk sodyum kloriir ¢ozeltisiyle

yikandi ve aliminyum folyoya sarilarak biyokimyasal analiz i¢in homojenizasyon
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islemine kadar -80 °C’de muhafaza edilirken, kalan yarilari ise histopatolojik

inceleme i¢in tamponlanmis %10’luk nétral formaldehit i¢inde muhafaza edildi.
3.6. Biyokimyasal Inceleme
3.6.1. Serum Bun, Kreatinin, Ure Analizi

Serumlar oda 1sisinda ¢ozdiiriildiikten sonra iire ve kreatinin diizeyleri ticari
kit kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir (Beckman Coulter AU 5800,
USA). BUN degerleri iire degerlerinden hesaplanmustir.

Tiim standart ve sican serumlart ¢ift ¢alisilmistir ve tiim konsantrasyonlar
kitlerde saglanan standart serumlar1 kullanilarak elde edilen standart egrilerine gore

hesaplanmustir.
3.6.2. Serum TNF-a, Sistatin-C Analizi

Serum sistatin C diizeyi, BioVendor (Brno, Cek Cumhuriyeti) ve serum TNF-
o diizeyi Invitrogen (Camarillo, Kuzey Amerika) marka si¢an spesifik ticari kitler ve
okuma cihazi (Oganon Teknika Microwell system Reader 530, Austria) kullanilarak

enzim-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile saptandi.

Tiim standart ve sican serumlari ¢ift ¢alisilmistir ve tiim konsantrasyonlar
kitlerde saglanan standart serumlar1 kullanilarak elde edilen standart egrilerine gore

hesaplanmustir.
3.6.3. Dokularin Homojenizasyonu

Bobrek dokular1 tartilip 1/10 oraninda fosfat tamponu ile karistirilarak
homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemi iki adimda tamamlanmistir. Ilk
adimda doku mekanik pargalayici (Janke & Kunkel Ultra-Turrax T25, Almanya) ile
yaklagik olarak 1 dk pargalanmis ve ikinci adimda 30 sn sonikatdore (UW-2070
Bandeun Electronic, Almanya) maruz birakilmistir. Elde edilen homojenatlar 10000
g’de +4 °C’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Siipernatantlart alinip

yedeklenerek ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.
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3.6.4. Doku TAS(TAK)-TOS Analizi

Dokulardan elde edilen homojenatlar oda 1sisinda ¢ozdiiriildiikten sonra TAS
ve TOS diizeyleri Reel Assay (Gaziantep, Tiirkiye) marka ticari kit kullanilarak
modifiye Erel metodu (kaynak) ile spektrofotometrik olarak olciilmiistiir (Beckman
Coulter AU 5800,USA). Homojenatlarin protein diizeyleri mikroprotein ticari kiti
kullanilarak spektrofotometrik olarak Olciilmiistir (Beckman Coulter AU 5800,
USA). TAS ve TOS degerleri her bir numunenin kendi protein degerine boliinerek
TAS i¢in mmol Trolox Eq/gr protein biriminde, TOS i¢in pmol H,O, Eq/gr protein

biriminde sonuglar verilmistir.
3.7. Patolojik Inceleme
3.7.1. Hematoksilen Eozin fle Boyama ile Histopatolojik Degerlendirme

Hayvanlarin bobrek dokular1 alindiktan sonra %10 nétral formalinde fikse
edildi. Dehidrasyon ve parafin inkluzyon isleminden sonra dokular parafin bloklara
gomiildiiler. Parafin bloklardan rotary mikrotom yardimiyla 4-5pum kalinliginda
kesitler alindi. Elde edilen kesitler Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyama islemini
takiben tiim kesitler 151k mikroskobunda (Nikon elips 400 Arastirma Mikroskobu)
incelenerek degerlendirildi ve fotograflari c¢ekildi. Akut renal yetmezlikte bulunan
degisiklikleri degerlendiren Paller ve arkadaslarinin tanimladigi semikantitatif bir

skala modifiye edilerek skorlandi (59).
Modifiye edilmis Paller ve arkadaslarinin tanimladig1 skorlama sistemi:
1- Kronik inflamasyon ( 0, +, ++)
2-Tiibiiler epitalyal hiicre diizlesmesi (0 , +, ++)
3-Sitoplazmik vakualizasyon (0, +, ++)
4-Hiicre nekrozu ve iskemik degisikler (0, +, ++)

5-Tubuler liimen obstruksiyonu (0 ,+, ++)
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3.7.2. Insitu Cell Detection Tunel (Apoptosis) Analizi

Alman bobrek dokulart %10’luk formalin soliisyonunda tespit edildi. Rutin
takiplerden sonra parafine gdmiildii. Parafin bloklardaki bobrek dokularindan Spm
kalinliginda kesitler alinarak, poly-L-lysine ile kapli lamlar {izerine yerlestirildi.
preperatlar bir gece 37°C’lik etiivde bekletildi ve deparafinizasyon iglemi igin 20
dakika ksilende bekletildi, absolii alkolde 20 dakika bekletilip distile sudan gecirildi.
Antijen retrievel islemi icin kesitler PT modulle Buffer 1 (Labvision) cihazinda sitrat
tampon igerisinde 98° C ’de 20 dakika 1sitild1. Islem sonras1 20 dakika oda 1s1sinda
sitrat tampon igerisinde sogutuldu, distile sudan gegirildi. Kesitlere H202 (hidrojen
Peroksit) damlatildi ve 20 dakika inkiibasyona birakildi. PBS (pH: 7,6) (Fosfat buffer
Saline)’de yikandi. Kesitlere -25° C’de muhafaza edilen Enzyme(Terminal
deoxynucleotidyl Transferase yani TDT 5x50 ul Roche Diagnostik GMBH
Mannheim Germany) ve Labeling solusyonundan (Nucleotid mixture reaction buffer
5x550 Roche Diagnostik GMBH Mannheim GMBH Germany) hazirlanan karigim
damlatilarak 37° C’de etuvde kapali ve karanlik {istli kapali nemlendirilmis bir kapta
60 dk. inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonras1 dokular PBS te ii¢ ayr1 salede yikandi.
Converter-POD (horse-radish peroxidase 3.5 ml ready to use Roche Diagnostik
GMBH Mannheim Germany) damlatildi 37 C de etiivde kapali ve karanlik {istii
kapali nemlendirilmis bir kapta 30 dk. inkiibasyon yapildi. PBS te {i¢ ayr1 salede
yikand1 DAB kromogen damlatildi 5-10 dk. inkiibasyon yapildi. Distile suda yikandi.
Methylen Green damlatildi 1-5 dk. inkiibe edildi. Distile suda yikandi. Alkolden
gecirilip havada kurutuldu ve ksilene konuldu. Daha sonra entelen kullanilarak
kapatma islemi yapildi. Kesitler Olympus BH-2 arastirma mikroskobu ile
degerlendirildi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Denemede iizerinde durulan Ure, BUN, Kreatinin, TNF-a, Cystatin C
parametreleri Ozellikleri bakimindan elde edilen veriler parametrik testlerin 6n
sartlarin1 sagladigr i¢in bu parametrelerin grup ortalamalari arasindaki farklarin
belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi teknigi (One Way ANOVA) ile analiz
edilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farklarin belirlenmesinde de TUKEY testi

kullanilmustir.
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TAS ve TOS parametreleri 6zellikleri bakimindan elde edilen verilere ise
faktoriyel diizende tekrarlanan oOl¢limlere varyans analizi teknigi uygulanmustir.
Denemede grup faktoriiniin 5 seviyesi ve yon faktoriiniin de 2 seviyesi mevcuttur.

Tekrarlanan dlgiimler yon faktoriiniin seviyelerinde gerceklestirilmistir.

Apoptozis parametresi Ozelligi bakimindan elde edilen veriler a1
transformasyonuna tabi tutulduktan sonra faktoriyel diizende tekrarlanan 6l¢timlere
varyans analizi teknigi uygulanmistir. Denemede grup faktoriiniin 4 seviyesi ve yon
faktoriinlin de 2 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan Ol¢limler yon faktoriiniin
seviyelerinde gerceklestirilmistir.  Gruplarin  ortalamalar1  arasindaki farklar

belirlenirken ise ¢oklu karsilastirma yontemlerinden TUKEY testi kullanilmastir.

Histopatolojik parametrelerin (inflamasyon, epitelyal diizlesme, sitoplazmik
vakuolizasyon, nekroz-iskemi, liimen obstriikksiyon) ozellikler bakimindan elde
edilen siniflandirilmis veriler grup faktori ile iki yonlii tablolar olusturularak say1 ve
ylzde seklinde gosterilmistir. Gruplar ile her bir smiflandirilmis 6zellik arasindaki

bagimliligin olup olmamam durumuda kikare bagimsizlik testi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Ratlardan aliman serum 6rneklerinden calisilan Ure, BUN, Kreatinin, TNF-a,
Cystatin C parametrelerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde gruplarin birbiri
ile karsilastirmasinda tek yonlii varyans analiz teknigi (One Way ANOVA)
kullamld. Istatistiksel olarak p<0,01 degeri anlamli kabul edildi. Gruplar arasi
karsilagtirmada TUKEY testi kullanildi. Ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

Tablo 2. Rat serumlarinda ¢alisilan parametrelerin ortalama degerlerinin tiim

gruplar arasinda karsilastirilmasi

OLCULEN Kontrol I/R 1.saat | I/R+okserutin | I/R 24. saat I[R;(‘)k:;;;ltin
PAREMETRELER (n=8) (n=10) 1. saat (n=10) (n=10) (n;l 0)
Ure(mg/dI) 45.77+2.76bc | 57.70+1.49a | 42.11+1.72¢ | 49.30+1.72b | 47,33+1.34bc
BUN(mg/dI) 21.38£1.27be | 26.90+0.67a | 19.80+0.74c | 23.10+£0.85b | 22.20+0.65bc
Kreatinin(mg/dl) 0.51+0.01b | 0.61+0.01a | 0.61+0.02a 0.59+0.01a 0.60+0.01a
Sistatin C(mg/L) 1.3140.09bc | 1.05£00.06¢ | 1.65+0.13b 1.57+0.14b | 2.28+0.15a
TNF-a(pg/ml) 68.29+2.55a | 55.98+2.76bc | 52.34+2.42¢ | 64.45+3.11ab | 49.87+1.92¢

a, b, c: Her bir 6zellik i¢in ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) énem diizeyi

Gruplar arasinda serum iire degerleri agisindan yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii (p<0,01). TUKEY testi sonuglarida Tablo 2 ‘de ortalama iizerinde
Latin harfleri ile gosterilmistir. Ve

gruplarin  {ire ortalama degerlerinin

karsilastirilmast Sekil 3’de gosterilmistir.

Gruplar arasinda yapilan karsilagstirmada kontrol grubu ile I/R 1. saat grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05) diger gruplar arasindaki fark
anlamsizdi (p>0,05). I/R 1. saat grubunda tespit edilen iire ortalama degeri diger
gruplardan daha yiiksek bulundu. I/R 1. saat grubu ile diger gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
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Sekil 3. Gruplar arasinda Ure ortalama degerlerinin karsilastirilmast a, b, c: Her bir
ozellik i¢cin ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir
(P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

I/R+okserutin 1. saat grubunda Ure ortalama degerleri I/R 24. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. Saat gruplarindan daha diisiik bulundu. I/R+okserutin 1. saat grubu
ile I/R 24. saat grubu karsilatirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olup (p<0,05) I/R+okserutin 1. saat grubu ile I/R+okserutin 24. saat grubu
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05).

I/R 24. saat grubu ile I/R+okserutin 24. saat grubu karsilatirildiginda
aralarindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir (p>0,05). I/R+okserutin 24. saat

grubunda bulunan iire ortalama degeri daha diisiikti.

Gruplar arasinda serum BUN degerleri agisindan yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii (p<0,01). TUKEY testi sonuglarida Tablo 2°de ortalama iizerinde
Latin harfleri ile gosterilmistir. Ve gruplarin BUN ortalama degerlerinin

karsilastirilmast Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 4. Gruplar arasinda BUN ortalama degerlerinin karsilastirilmasi a, b, c: Her bir
ozellik i¢cin ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamuistir
(P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmada kontrol grubu ile I/R 1.saat grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05) diger gruplar arasindaki fark
anlamsizdi (p>0,05). I/R 1. saat grubunda tespit edilen BUN ortalama degeri diger
gruplardan daha yiiksek bulundu. I/R 1. saat grubu ile diger gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

I/R+okserutin 1. saat grubunda BUN ortalama degerleri I/R 24. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. Saat gruplarindan daha diisiik bulundu. I/R+okserutin 1. saat grubu
ile I/R 24. saat grubu karsilatirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olup (p<0,05) I/R+okserutin 1. saat grubu ile I/R+okserutin 24. saat grubu

karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05).

I/R+okserutin 24. saat grubunda bulunan BUN ortalama degeri I/R 24. saat
grubundan daha diisiiktii. I/R 24. saat grubu ile I/R+okserutin 24. saat grubu

karsilatirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05).

Gruplar arasinda serum kreatinin degerleri agisindan yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriildii (p<0,01). TUKEY testi sonuglarida Tablo 2 ‘de ortalama iizerinde
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Latin harfleri ile gosterilmistir. Ve gruplarin Kreatinin ortalama degerlerinin

karsilastirilmasi Sekil 5’de gosterilmistir.

KREATININ
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Sekil 5. Gruplar arasinda Kreatinin ortalama degerlerinin karsilastirilmast a, b, c: Her
bir 6zellik i¢in ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamuigstir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada kontrol grubunun disindaki tiim
gruplarda kreatinin ortalama degerleri kontrol grubundan yiiksek olarak bulundu ve
kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Ancak I/R 1. saat grubu ile I/R+okserutin 1. saat grubu, I/R 24. saat grubu
ve I/R+okserutin 24. saat gruplar1 karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark

anlamsizdi (p>0,05).

I/R+okserutin 1. saat grubu ile I/R 24. saat grubu ve I/R+okserutin 24. saat
grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark anlamsizdi (p>0,05). I/R 24. saat
grubu ve I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark

anlamsizdi (p>0,05).

Gruplar arasinda serum sistatin C degerleri agisindan yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriildii (p<0,01). TUKEY testi sonuglarida Tablo 2‘de ortalama iizerinde
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Latin harfleri ile gosterilmistir. Ve gruplarin Sistatin C ortalama degerlerinin

karsilastirilmasi Sekil 6’da gosterilmistir.

SISTATINC

B ORTALAMA
H STD HATA

Sekil 6. Gruplar arasinda Sistatin C ortalama degerlerinin karsilagtirilmast a, b, c: Her
bir 6zellik i¢in ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamuigstir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada kontrol grubu ile I/R 1. saat grubu,
I/R+okserutin 1. saat grubu ve I/R 24. saat grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0,05). I/R+okserutin 24. saat grubunda sistatin C degeri
kontrol grubundan daha yiiksek bulundu ve kontrol grubu ile I/R+okserutin 24. saat
grubu karsilagtirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05).

I/R 1. saat grubu ile I/R+okserutin 1. saat grubu ve I/R 24. saat grubu ile
I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi1 (p<0,05).

I/R+okserutin 1. saat grubu ile I/R 24. saat grubu karsilagtirildiginda
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0,05). I/R+okserutin 1.
saat grubu ile I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamhiydi (p<0,05). Ayni sekilde I/R 24. saat grubu ile
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I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). Okserutin tedavi gruplarinda sistatin C degerleri

diger gruplardan daha yiiksek olarak bulundu.

Gruplar arasinda serum TNF-a degerleri agisindan yapilan varyans analizi
sonucunda gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriildii (p<0,01). TUKEY testi sonuglarida Tablo 2‘de ortalama iizerinde
Latin harfleri ile gosterilmistir. Ve gruplarin TNF-a ortalama degerlerinin

karsilastirilmast Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Gruplar arasinda TNF-a ortalama degerlerinin karsilastirilmasi a, b, ¢: Her bir
ozellik i¢in ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir
(P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Gruplar arasinda yapilan karsilastirmada tim gruplarda TNF-o degerleri
kontrol grubundan daha diisiik bulundu ve kontrol grubu ile I/R 1. saat grubu,
I/R+okserutin 1. saat grubu ve I/R+okserutin 24. saat grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile I/R 24. saat grubu
karsilagtirildiginda ise gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu

(p>0,05).
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I/R 1. saat grubu ile I/R+okserutin 1. saat grubu, I/R 24. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p>0,05).

I/R+okserutin 1. saat grubu ile I/R 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,05). I/R+okserutin 1. saat grubu
ile I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda ise gruplar arasindaki fark

anlamsiz bulundu (p>0,05).

I/R 24. saat grubu ile I/R+okserutin 24. saat grubu karsilastirildiginda gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Okserutin tedavi gruplarinda

en diisitk TNF-a degerleri bulundu.

Gruplar arasinda doku TAS degerleri acisindan yapilan varyans analizi
sonucunda yon x grup etkilesimi istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) ve
gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Sadece yoOnlerin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,01). Sonuglar Tablo 3‘de ortalama iizerinde Latin harfleri ile
gosterilmigtir. Ve gruplarin TAS ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi Sekil 8’de

gosterilmistir.

Tablo 3. Tim gruplar arasinda bobrek dokusunda calisilan TAS ortalama

degerlerinin karsilagtirilmasi.

GRUP SAG BOBREK SOL BOBREK TOTAL
Kontrol (n=8) 0,183+0,007 0,196+0,008 0,189+0,007a
I/R 1. saat (n=10) 0,206%0,006 0,209+0,007 0,208+0,006a
I/R+okserutin 1. saat (n=10) 0,210+0,006 0,201+0,007 0,205+0,006a
I/R 24. saat (n=10) 0,202+0,006 0,215+0,007 0,208+0,006a
I/R+okserutin+24. saat (n=10) 0,190+0,006 0,205+0,007 0,198+0,006a
TOTAL 0,198+0,003b 0,205+0,0032a

a, b, ¢c: Her bir dzellik i¢in aymi harfi tasiyan ortalamalar arasinda 6nemli derecede farklilik
bulunmamigtir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Sag ve sol bobrekler TAS ortalama degerleri karsilastirildiginda Sol bobrek
TAS ortalama degerleri sag bobrek TAS ortalama degerlerinden daha yiiksek
bulundu ve yukarida belirtildigi gibi ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamliydi (p<0,01).
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Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da (p>0.05) kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda TAS ortalama degerleri daha
yiiksek olarak bulundu. Ayrica I/R+okserutin 1. saat grubu sag bobrek ortalama
degeri hari¢ diger tedavi gruplarmin TAS ortalama degerleri tedavi almayan

gruplarin TAS ortalama degerlerinden daha diisiik bulundu.

0,25
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0

Sekil 8. Gruplar arasinda TAS ortalama degerlerinin karsilastirilmast a, b, c: Her bir
ozellik i¢in ayni1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamigtir
(P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Gruplar arasinda doku TOS degerleri agisindan yapilan varyans analizi
sonucunda yon x grup etkilesimi istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) ve
gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Yonlerin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamsizdi
(p>0.05). Sonuglar Tablo 4‘de ortalama iizerinde Latin harfleri ile gdsterilmistir. Ve

gruplarin TOS ortalama degerlerinin karsilastirilmast Sekil 9°de gosterilmistir.
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Tablo 4. Tim gruplar arasinda bobrek dokusunda calisilan TOS ortalama

degerlerinin karsilastirilmasi.

GRUP SAG BOBREK | SOL BOBREK TOTAL
Kontrol (n=8) 2,339+0,375 2,65440,475 2,526+0,339a
I/R 1. saat (n=10) 3,22240,335 2,947+0,424 3,084+0,303a
I/R+okserutin 1. saat (n=10) 3,244+0,335 2,871+0,424 3,058+0,303a
I/R 24. saat (n=10) 4,378+0,335 3,047+0,424 3,713+0,303a
I/R-+okserutin+24. saat (n=10) 3,189+0,335 2,922+0,424 3,055+0,303a
TOTAL 3,286+0,154a 2,888+0,195a

a, b, ¢c: Her bir dzellik i¢in aymi harfi tasiyan ortalamalar arasinda 6nemli derecede farklilik
bulunmamistir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Sag ve sol bobrekler TOS ortalama degerleri karsilastirildiginda sol bobrek
TOS ortalama degerleri sag bobrek TOS ortalama degerlerinden daha diisiik bulundu
ve yukarida belirtildigi gibi ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml

degildi (p>0.05).

Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalarda istatistiksel olarak 6nemli olmasa
da (p>0.05) kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda TOS ortalama degerleri daha
yiiksek bulundu. Ayrica I/R+okserutin 1. saat grubu sag bobrek ortalama degeri harig
diger tedavi gruplarinin TOS ortalama degerleri tedavi almayan gruplarin TOS

ortalama degerlerinden daha diigiik bulundu.
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Sekil 9. Gruplar arasinda TOS ortalama degerlerinin karsilastirilmasi a, b, ¢: Her bir
ozellik i¢cin ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamuistir
(P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Gruplar arasinda doku OSI degerleri acisindan yapilan varyans analizi
sonucunda yon x grup etkilesimi istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) ve
gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Sadece yonlerin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak anlamliydi
(p<0,01). Sonuglar Tablo 5°de ortalama iizerinde Latin harfleri ile gdsterilmistir. Ve

gruplarin OSI ortalama degerlerinin karsilastiriimasi1 Sekil 10°de gosterilmistir.
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Tablo 5. Tiim gruplar arasinda bobrek dokusunda ¢alisilan OSI ortalama

degerlerinin karsilastirilmasi.

GRUP SAG BOBREK SOL BOBREK TOTAL
Kontrol (n=8) 1307,643+176,205 | 1303,851+200,649 | 1305,747+150,148a
I/R 1. saat (n=10) 1580,697£157,603 | 1409,066+179,466 | 1494,882+134,296a
I/R+okserutin 1. saat

(n=10) 1551,766+157,603 1448,473+179,466 1500,120+134,296a

I/R 24. saat (n=10) 2150,998+157,603 1406,790+179,466 1778,894+134,296a

I/R+okserutin+24.

1676,425+157,603 1412,746+179,466 1544,586+134,296a
saat (n=10)

TOTAL 1653,506+72,223a 1396,185+82,242b

a, b, c: Her bir 6zellik icin ayni harfi tasiyan ortalamalar arasinda Onemli derecede farklilik
bulunmamigtir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Sag ve sol bobrekler OSI ortalama degerleri karsilastirildiginda sol bébrek
OSI ortalama degerleri sag bobrek OSI ortalama degerlerinden daha diisiik bulundu
ve yukarida belirtildigi gibi ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamliydi (p<0,01).

Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalarda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da (p>0.05) kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda OSI ortalama degerleri daha
ylksek bulundu. Ayrica I/R 1. Saat grubu, I/R+okserutin 1. saat grubu, I/R 24. saat
grubu ve I/R+okserutint24. saat grubu sag bobrek OSI ortalama degerleri
karsilastirlldiginda tedavi gruplarmin OSI ortalama degerleri tedavi almayan
gruplarm OS] ortalama degerlerinden daha diisiik bulundu. Ancak I/R 1. Saat grubu,
I/R+okserutin 1. saat grubu, I/R 24. saat grubu ve I/R+okserutin+24. saat grubu sol
bobrek OSI ortalama degerleri karsilastirildiginda tedavi gruplarmin OSI ortalama

degerleri tedavi almayan gruplarin OSI ortalama degerlerinden daha yiiksek bulundu.
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Sekil 10. Gruplar arasinda OS] ortalama degerlerinin karsilastirilmast a, b, ¢: Her bir
ozellik i¢cin ayn1 harfi tagiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamuistir
(P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

4.2. Histopatolojik Bulgular

Deneyde kullanilan ratlarin patolojik inceleme i¢in her iki bobreginin yarisi
almip degerlendirildi. Alinan bobreklerinin her biri i¢in histopatolojik parametreler
ayr1 ayrt ¢alisildi. Elde edilen sonuglar her bobrek yarimi i¢in ayri ayri verildi.
Yapilan histopatolojik incelemede I/R 1. saat grubundan 1. Ratin sag, 2. Ratin sol ve
3. Ratin sol bobrekleri ile I/R 24. saat grubunda tiim ratlarin sag ve sol bobreklerinde
total nekroz oldugu goriildiigiinden nekroz-iskemi parametresi digindaki parametreler

degerlendirilemedi.

Sag ve sol bobrek inflamasyon parametresi ile gruplarin arasinda olusturulan
iki yonlii tablo, Tablo 6’da goriilmektedir. Ve inflamasyon parametresinin gruplar
arast karsilagtirnlmas1 Sekil 11°de gosterilmistir. Yapilan kikare bagimsizlik testi
sonucunda sol bobrekte gruplar ile inflamasyon olmamasi, kismi ve yaygin olmasi

durumlari birbirinden bagimsiz bulundu (p>0.05).
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Tablo 6. Kronik inflamasyon parametresinin gruplara goére dagilimi

GRUP YOK-AZ | ORTA YAYGIN TOTAL
) n 8 0 0 8
Sag Bb 100 0 0 100
Kontrol
Sol Bb n 8 0 0 8
% 100 0 0 100
) n 9 0 0 9
Sag Bb 100 0 0 100
I/R 1. saat
SolBb |—2 7 I 0 8
% 87.5 125 0 100
_ n 10 0 0 10
IR+okserutin | ~2€ BP % 100 0 0 100
1. saat n 10 0 0 10
Sol Bb % 100 0 0 100
Sag Bb ;
I/R 24. saat no
Sol Bb %
) n 10 0 0 10
IR+okserutin | S2& BP % 100 0 0 100
24. saat n 10 0 0 10
Sol Bb % 100 0 0 100
) n 37 0 0 37
Sag Bb % 100 0 0 100
TOTAL
Sol Bb n 35 1 0 36
% 97.1 2.9 0 100

Yapilan histopatolojik incelemede I/R 24. Saat grubunda tiim bobrekler I/R 1.
saat grubundan 1 adet sag ve 2 adet sol bobrek total nekroz oldugu i¢in inflamasyon

parametresi agisindan degerlendirilemedi.
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1. saat 24, saat

Sekil 11. Kronik Inflamasyon parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Kontrol grubu, I/R 1. saat grubu, I/R+okserutin 1. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. saat grubunda inflamasyon parametresi agisindan bobrekler
degerlendirilip gruplar karsilastirildiginda sag bobreklerde inflamasyon gézlenmedi.
Sol bobreklerden ise sadece I/R 1. saat grubunda 1 bobrekte orta derecede

inflamasyon gozlendi.

Sag ve sol bobrek epitelyal diizlesme parametresi ile gruplarin arasinda
olusturulan iki yonlii tablo, Tablo 7°de goriilmektedir. Ve epitelyal diizlesme
parametresinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 12°de gosterilmistir. Yapilan
kikare bagimsizlik testi sonucunda sol bobrekte gruplar ile epitelyal diizlesme
olmamasi, kismi ve yaygin olmasi durumlar1 birbirinden bagimsiz degildi (p<0,01).
Ayni sekilde yapilan kikare bagimsizlik testi sonucunda sag bobrekte de gruplar ile
epitelyal diizlesme olmamasi, kismi ve yaygin olmasi durumlari birbirinden bagimsiz

degildi (p<0,01).
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Tablo 7. Epitelyal diizlesme parametresinin gruplara gore dagilimi

GRUP YOK-AZ | ORTA YAYGIN TOTAL
_ n 8 0 0 8
Sag Bb 100 0 0 100
Kontrol
Sol Bb n 8 0 0 8
% 100 0 0 100
- n 2 5 2 9
Sag Bb 222 55,6 22,2 100
I/R 1. saat
SolBb |—2 0 3 > 8
% 0 37.5 62,5 100
_ n 6 4 0 10
IR+okserutin | ~2€ BP % 60 40 0 100
1. saat n 3 5 2 10
Sol Bb % 30 50 20 100
Sag Bb ;
I/R 24. saat no
Sol Bb %
) n 3 7 0 10
IR+okserutin | S2& BP % 30 70 0 100
24. saat n 1 4 5 10
Sol Bb % 10 40 50 100
) n 19 16 2 37
Sag Bb % 514 432 54 100
TOTAL
Sol Bb n 12 12 12 36
% 333 333 333 100

Yapilan histopatolojik incelemede I/R 24. Saat grubunda tiim bobrekler I/R 1.
saat grubundan 1 adet sag ve 2 adet sol bobrek total nekroz oldugu igin epitelyal

diizlesme parametresi agisindan degerlendirilemedi.
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EPITELYALDUZLESME
120
100
80
60
BYOK-AZ
40 | I B ORTA
20 ‘JI | YAYGIN
T A _ Bt

n %' n %'n %\n %\n % 'n %\n %|\n %n %(n % n %|\n %
Sag Bb Sol Bb |Sag Bb| Sol Bb |Sag Bb| Sol Bb [Sag Bb |Sol Bb |Sag Bb |Sol Bb |Sag Bb |Sol Bb

Kontrol I/R 1.saat |I/R+okserutin| I/R24.saat |l/R+okserutin TOTAL
1. saat 24, saat

Sekil 12. Epitelyal Diizlesme parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmast

Kontrol grubu, I/R 1. saat grubu, I/R+okserutin 1. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. saat grubunda epitelyal diizlesme parametresi agisindan bdbrekler
degerlendirilip gruplar karsilastirildi. Kontrol grubunda sag bobreklerde epitelyal
diizlesme goriilmez iken, I/R 1. saat grubundaki sag bobreklerin %55,6’sinda orta

derece, %22,2’sinde yaygin epitelyal diizlesme gozlendi.

I/R+okserutin 1. saat grubunda ve I/R+okserutin 24. saat grubunda ise sag
bobreklerin sirasi ile %40 ve %70’inde orta derece epitelyal diizlesme gozlendi. Sol
bobrekler degerlendirildiginde ise kontrol grubunda epitelyal diizlesme goriilmez
iken I/R 1. saat grubundaki sol boébreklerin %37,5’inde orta derece, %62,5’inde

yaygin epitelyal diizlesme gozlendi.

I/R+okserutin 1. saat grubunda sol bobreklerin %50’sinde orta derece
%20’sinde yaygin epitelyal diizlesme ve I/R+okserutin 24. saat grubunda %40’ 1inda
orta derece % 50’sinde yaygin epitelyal diizlesme go6zlendi. Sol bobreklerde
beklendigi gibi sag bobreklere gore daha fazla ve yaygin epitelyal diizlesme

gozlendi.
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Sag ve sol bobrek sitoplazmik vakualizasyon parametresi ile gruplarin
arasinda olusturulan iki yonli tablo, Tablo 8’de goriilmektedir. Ve sitoplazmik
vakualizasyon parametresinin gruplar arast karsilastirillmasi  Sekil 13’de
gosterilmigtir. Yapilan kikare bagimsizlik testi sonucunda sol bobrekte gruplar ile
sitoplazmik vakualizasyon olmamasi, kismi ve yaygin olmasi durumlart birbirinden
bagimsiz degildi (p<0,01). Aym sekilde yapilan kikare bagimsizlik testi sonucunda
sag bobrekte gruplar ile sitoplazmik vakualizasyon olmamasi, kismi ve yaygin

olmasi durumlar1 birbirinden bagimsiz degildi (p<0,01).

Tablo 8. Sitoplazmik vakualizasyon parametresinin gruplara gére dagilinm

GRUP YOK-AZ | ORTA YAYGIN TOTAL
) n 7 ] 0 8
Sag Bb [/ 87,5 12,5 0 100
Kontrol
Sol Bb n 4 4 0 8
0 % 50 50 0 100
_ n 6 ] 2 9
Sag Bb 66,7 11,1 22,2 100
I/R 1. saat
SolBb |—2 0 8 0 8
% 0 100 0 100
_ n 0 9 1 10
IR+okserutin | 28 BP % 0 90 10 100
1. saat n 0 6 4 10
Sol Bb % 0 60 40 100
Sag Bb ;
I/R 24. saat no
Sol Bb o
) n 0 6 4 10
IR+okserutin | S2& BP % 0 60 40 100
24. saat n 0 6 4 10
Sol Bb % 0 60 40 100
) n 13 17 7 37
Sag Bb % 351 45,9 18.9 100
TOTAL
Sol Bb n 4 24 8 36
% 11.1 66.7 222 100

Yapilan histopatolojik incelemede I/R 24. Saat grubunda tiim bobrekler I/R 1.
saat grubundan 1 adet sag ve 2 adet sol bobrek total nekroz oldugu i¢in sitoplazmik

vakualizasyon parametresi agisindan degerlendirilemedi.

Kontrol grubu, I/R 1. saat grubu, I/R+okserutin 1. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. saat grubunda sitoplazmik vakualizasyon parametresi agisindan

bobrekler degerlendirilip gruplar karsilastirildi. Kontrol grubunda sag bdébreklerin
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%12,5’inde sitoplazmik vakualizasyon go6zlenirken, I/R 1. saat grubundaki sag
bobreklerin %11,1°sinda orta derece, %22,2’sinde yaygin sitoplazmik vakualizasyon

gozlendi.

I/R+okserutin 1. saat grubunda sag bdobreklerin %90’inda orta derece,
%10’unda yaygin ve I/R+okserutin 24. saat grubunda sag bobreklerin %60’ 1nda orta
derece, %40’inda yaygin sitoplazmik vakualizasyon goézlendi. Sol bdbrekler
degerlendirildiginde ise kontrol grubunda sol bobreklerin %50’sinde sitoplazmik
vakualizasyon gozlenirken I/R 1. saat grubundaki sol bobreklerin 9%100’iinde orta

sitoplazmik vakualizasyon gozlendi.

SITOPLAZMIiK VAKUALIZASYON

120
100
80
60
a0 1 W YOK-AZ
I B ORTA
20 [ L
YAYGIN
0 (| Al NTRINTE WY o Ml ]
B TOTAL
n %/ n % n %(n %|n %\n % n % n %n %n % n % n %
Sag Bb|Sol Bb|Sag Bb|Sol Bh|Sag Bb|Sol Bb|Sag Bb Sol Bb|Sag Bb|Sol Bb Sag Bb Sol Bb
Kontrol I/R1.saat |I/R+okserutin I/R 24.saat |I/R+okserutin TOTAL
1.saat 24 . saat

Sekil 13. Sitoplazmik Vakualizasyon parametresinin gruplar arasinda
karsilastirilmast
I/R+okserutin 1. saat grubu ve I/R+okserutin 24. saat grubunun her ikisinde
de sol bobreklerin %60’inda orta derece % 40’inda yaygin sitoplazmik
vakualizasyon gozlendi. Sol bobreklerde beklendigi gibi sag bobreklere gore daha

fazla ve yaygin sitoplazmik vakualizasyon gozlendi.

Sag ve sol bobrek nekroz-iskemi parametresi ile gruplarin arasinda
olusturulan iki yoOnlii tablo, Tablo 9’da goriilmektedir. Ve nekroz-iskemi
parametresinin gruplar arasi karsilagtirilmasi Sekil 14’de gosterilmistir. Yapilan
kikare bagimsizlik testi sonucunda sol bobrek ve sag bobrekte gruplar ile nekroz-
iskemi olmamasi, kismi ve yaygin olmasi durumlar1 birbirinden bagimsiz degildi
(p<0,01).
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Tablo 9. Nekroz-iskemi parametresinin gruplara gore dagilimi

GRUP YOK-AZ | ORTA | YAYGIN | TOTAL
n 8 0 0 8
5B
Sag Bb 7 100 0 0 100
Kontrol " 2 0 0 2
Sol Bb
© % 100 0 0 100
<o Bh n 9 0 1 10
£ % 90 0 10 100
I/R 1. saat " g 0 5 10
Sol Bb
© % 80 0 20 100
n 10 0 0 10
Sag Bb
/R+okserutin | 2 % 100 0 0 100
1. saat n 10 0 0 10
B
Sol Bb % 100 0 0 100
Sas B n 0 0 10 10
£ % 0 0 100 100
I/R 24. saat " 0 0 10 10
Sol Bb
© % 0 0 100 100
n 10 0 0 10
5B
VR+okserutin | 22 BP o 100 0 0 100
24. saat n 10 0 0 10
Sol Bb
© % 100 0 0 100
Sos B n 37 0 1 48
TOTAL & % 77.1 0 22.9 100
Sol B n 36 0 12 48
% 75 0 25 100

Kontrol grubu, I/R 1. saat grubu, I/R+okserutin 1. saat grubu, I/R 24. saat ve
I/R+okserutin 24. saat grubunda nekroz-iskemi parametresi agisindan bdbrekler
degerlendirilip gruplar karsilastirildi. Yapilan degerlendirme sonucunda I/R 1. saat
grubunda sag bobreklerden 1 adet (%10) ve sol bobreklerden 2 adet (%20) olmak
izere toplam 3 bobregin total nekroza gittigi gozlendi. I/R 24. Saat grubunda ise tiim
bobreklerin  (%100) total nekroza gittigi gozlendi. Diger gruplarda nekroz
gozlenmedi. Bu sonuglarin 1518inda  tedavi gruplarinda verilen okserutinin

bobreklerin nekroza gidisini 6nledigi diistinmekteyiz.
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NEKROZ-iSKEMI

120
100
80
60

B YOK-AZ
40

W ORTA
20 I I I H YAYGIN
o bhinllnl T (NRRTNTRUTRIL] 1] R——"

n %|(n %{n %\n % n % n % n %|(n % n %(n %

Sag Bb|Sol Bb|Sag Bb| Sol Bb Sag Bb Sol Bb [Sag Bb|Sol Bb|Sag Bh|Sol Bb |Sag Bb|Sol Bh

Kontrol I/R1.saat ||/R+okserutin| I/R24.saat |I/R+okserutin TOTAL
1. saat 24, saat

Sekil 14. Nekroz-Iskemi parametresinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Sag ve sol bobrek tiibiiler obstriiksiyon parametresi ile gruplarin arasinda
olusturulan iki yonlii tablo, Tablo 10’da goriilmektedir. Ve tiibiiler obstriiksiyon
parametresinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 15°de gosterilmistir. Yapilan
kikare bagimsizlik testi sonucunda sol bobrek ve sag bobrekte gruplar ile tiibiiler

obstriiksiyon olmamasi, kismi ve yaygin olmasi durumlart birbirinden bagimsiz
degildi (p<0,01).
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Tablo 10. Tibiiler obstriiksiyon parametresinin gruplara goére dagilimi

GRUP YOK-AZ | ORTA | YAYGIN | TOTAL
n 8 0 0 8
5B
Sag Bb 7 100 0 0 100
Kontrol
Sol Bb n 8 0 0 8
% 100 0 0 100
- n 8 1 0 9
& % 88.0 1.1 0 100
I/R 1. saat
Sl Bt n 5 3 0 10
% 62.5 37.5 0 100
n 10 0 0 10
Sag Bb
I/R+okserutin | 2 % 100 0 0 100
1. saat n 5 5 0 10
Sol Bb
© % 50 50 0 100
Sag Bb (;
I/R 24. saat r:
Sol Bb %
0
n 5 5 0 10
Sag Bb
I/R+okserutin | 2 % 50 50 0 100
24. saat n 1 5 4 10
Sol Bb
© % 10 50 40 100
- n 31 6 0 37
TOTAL & % 83.8 16.2 0 100
S0l B n 19 13 4 36
% 52.8 36.1 1.1 100

Yapilan histopatolojik incelemede I/R 24. Saat grubunda tiim bobrekler I/R 1.
saat grubundan 1 adet sag ve 2 adet sol bobrek total nekroz oldugu igin tiibiiler

obstriiksiyon parametresi agisindan degerlendirilemedi.

Kontrol grubu, I/R 1. saat grubu, I/R+okserutin 1. saat grubu ve
I/R+okserutin 24. saat grubunda tilibiiler obstriikksiyon parametresi agisindan
bobrekler degerlendirilip gruplar karsilastirildi. Kontrol grubunda sag bobreklerde
tiibiiler obstriikksiyon goriilmez iken, I/R 1. saat grubundaki sag bdobreklerin

%11,1’inde orta derece tiibiiler obstriiksiyon gozlendi.

I/R+okserutin 1. saat grubunda sag bobreklerde tiibiiler obstriiksiyon
gozlenmez iken I/R+okserutin 24. saat grubunda ise sag bobreklerin %50’sinde orta

derece tiibiiler obstriiksiyon gézlenmistir.
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Sol bobrekler degerlendirildiginde ise kontrol grubunda tiibiiler obstriiksiyon
goriilmez iken I/R 1. saat grubundaki sol bobreklerin %37,5’inde orta derece, tiibiiler
obstriiksiyon gozlendi. I/R+okserutin 1. saat grubunda sol bobreklerin %50’sinde
orta derece tiibiiler obstriikksiyon ve I/R+okserutin 24. saat grubunda %50’sinde orta
derece % 40’1inda yaygin tiibiiler obstriiksiyon gozlendi. Sol bobreklerde beklendigi
gibi sag bobreklere gore daha fazla ve yaygin tiibiiler obstriiksiyon gozlendi.

TUBULER OBSTRUKSIYON

120
100
80
00
20 || w=vokaz
I I mORTA
20
YAYGIN
o millralprl 11 Ll
mTOTAL
n %[(n %|(n %\ n % n % n %|(n % n %/ n %\'n % n % n %
Sag Bb| Sol Bb [Sag Bb| Sol Bb|Sag Bb| SolBb |Sag Bb|Sol Bb |Sag Bb| Sol Bb|Sag Bb Sol Bb
Kontrol I/R1.saat |l/R+okserutin| I/R24.saat |l/R+okserutin TOTAL
1.saat 24 saat

Sekil 15. Tiibiiler Obstriiksiyon parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Gruplar arast doku apopitozis degerleri acisindan yapilan varyans analizi
sonucunda yon x grup etkilesimi istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Gruplarin ve yonlerin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,01). TUKEY testi sonuglarida Tablo 11‘de ortalama {izerinde Latin harfleri ile
gosterilmistir. Ve gruplarin apopitozis ortalama degerlerinin karsilastirilmast Sekil

16°da gosterilmistir.
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Tablo 11. Tiim gruplar arasinda bobrek dokusunda calisilan Apopitozis skor

ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi.

GRUP SAG BOBREK SOL BOBREK TOTAL
Kontrol (n=8) 16+2,593 17,542,850 16,750+2,546b
I/R 1. saat (n=10) 47,714+2,772 55+3,047 51,357+2,721a
I/R+okserutin 1. saat (n=10) 44,842,319 45,242,549 45+2,277a
I/R 24. saat (n=10)

I/R-+okserutin 24. saat (n=10) 44,7+2,319 46,942,549 45.8+2,277a
TOTAL 38,304+1,254b 41,150+1,378a

a, b, ¢: Her bir ozellik i¢in aymi harfi tagiyan ortalamalar arasinda 6nemli derecede farklilik
bulunmamigtir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi

Sag ve sol bobrekler apopitozis skor ortalama degerleri karsilagtirildiginda sol
bobrek apopitozis skor ortalama degerleri sag bobrek apopitozis skor ortalama
degerlerinden daha yiiksek bulundu ve yukarida belirtildigi gibi ortalamalar
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01). Yapilan
histopatolojik incelemede I/R 24. Saat grubunda tiim bobrekler I/R 1. saat grubundan
1 adet sag ve 2 adet sol bobrek total nekroz oldugu i¢in apopitozis skor parametresi

acisindan degerlendirilemedi.

70
60
a
50 a a
40
30 "
o u SAG BB ORTALAMA
20 B SOL BB ORTALAMA
Al SAG BB STD HATA
0 = SOL BB STD HATA
AN x, X, X, X,
<8 P P P P
O % N RS >
he : §0 & é\x
& S
NG P>
xo \1-6
\\ &
N\

Sekil 16. Gruplar arasinda Apopitozis skor ortalama degerlerinin karsilastirilmast a,
b, c: Her bir 6zellik igin ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (P>0.05). F testi (Varyans analizi) 6nem diizeyi
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Kontrol grubuna gore diger tiim gruplarda apopitozis skor ortalama degerleri
daha yiiksek bulundu. Ayrica I/R 1. Saat grubu ile I/R+okserutin 1. saat grubu ve
I/R+okserutin+24. saat grubu sag bobrek ve sol bobrek apopitozis skor ortalama
degerleri karsilagtirildiginda tedavi gruplarinin apopitozis skor ortalama degerleri
tedavi almayan gruplarin apopitozis skor ortalama degerlerinden daha diisiik
bulundu. Yapilan apopitozis skor degerlendirmesi sonuglar1 da histopatolojik
degerlendirme sonuglariyla paralel olarak tedavi gruplarinda verilen okserutin’in
bobrekteki I/R  hasar1  sonucunda olusan apopitozis skorunu azalttigini

diisiindiirmekteydi.

Resim 4A: Kontrol grubu sol bobrek kesitinde diizenli yapida glomeriil (ok) yapisi
(H&E, x400), 4B: Kontrol grubu sol bobrek kesitinde TUNEL ile glomeriillerde (ok)
ve proksimal tiibiillerde diisiik apopitotik indeks (TUNEL, x400), 4C: Kontrol grubu
sag bobrek kesitinde diizenli yapida glomeriil (ok) yapis1 (H&E, x400), 4D: Kontrol
grubu sag bobrek kesitinde TUNEL ile glomeriillerde (ok) ve proksimal tiibiillerde
diistik apopitotik indeks (TUNEL, x400).
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Resim 5A: I/R 1. saat grubu sol bobrek kesitinde tiibiil epitelinde diizlesme (siyah
ok) ve sitoplazmik vakuolizasyon (kirmiz1 ok) (H&E, x400), SB: I/R 1. saat grubu
sol bobrek kesitinde distal tiibiil yapilarinda yiiksek apopitotik indeks (TUNEL,
x400), SC: I/R 1. saat grubu sag bobrek kesitinde tiibiil epitelinde fokal diizlesme
(ok) (H&E, x400), SD: I/R 1. saat grubu sag bobrek kesitinde distal tiibiil yapilarinda
sol bobrege gore daha diistik apopitotik indeks (TUNEL, x400).
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Resim 6A: I/R + Okserutin 1. saat grubu sol bobrek kesitinde proksimal tiibiil
epitelinde diizlesme (siyah ok) ve tiibiiler obstriiksiyon (kirmizi oklar) (H&E, x400),
6B: I/R + Okserutin 1. saat grubu sol bobrek kesitinde distal tiibiillerde yiiksek
apopitotik indeks (TUNEL, x400), 6C: I/R + Okserutin 1. saat grubu sag bobrek
kesitinde tiibiil epitelinde fokal diizlesme (siyah ok) ve sitoplazmik vakuolizasyon
(kirmiz1 ok) (H&E, x400), 6D: I/R + Okserutin 1. saat grubu sag bobrek kesitinde
distal tiibiillerde yiiksek apopitotik indeks (TUNEL, x400).
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Resim 7A: I/R 24. saat grubu sol bobrek kesitinde glomeriilleri (oklar) ve tiibiilleri
tutan yaygin nekroz (H&E, x400), 7B: I/R 24. saat grubu sol bobrek kesiti (TUNEL,
x400), 7C: I/R 24. saat grubu sag bobrek kesitinde glomertilleri (oklar) ve tiibiilleri
tutan yaygin nekroz (H&E, x400), 7D: I/R 24. saat grubu sag bobrek kesiti (TUNEL,
x400).
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Resim 8A: I/R + Okserutin 24. saat grubu sol bobrek kesitinde proksimal tiibiil
epitelinde yaygin (oklar) diizlesme (H&E, x400), 8B: I/R + Okserutin 24. saat grubu
sol bobrek kesitinde distal tiibiillerde yiiksek apopitotik indeks (TUNEL, x400), 8C:
I/R + Okserutin 24. saat grubu sag bobrek kesitinde proksimal tiibiil epitelinde fokal
(siyah ok) diizlesme ve sitoplazmik vakuolizasyon (kirmizi ok) (H&E, x400), 8D:
I/R + Okserutin 24. saat grubu sag bobrek kesitinde distal tiibiillerde sol bobrege
gore daha diisiik apopitotik indeks (TUNEL, x400).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bobrek iskemisi, abdominal aortaya yonelik cerrahilerde suprarenal klemp
konulmas1 sonrasinda, bobrek transplantasyonu ve parsiyel nefrektomide renal
pedikiiliin  klemplenmesi sonrasi, sepsis, hipotansiyon, abondan kanamalar gibi

hemodinamiyi etkileyen durumlar ve ¢esitli lirolojik miidahaleler ile ortaya cikabilir.

Renal hiicreli kanser hastalarinin tedavisinde altin standart tedavi radikal
nefrektomidir. Ancak boObregin anatomik yapisinin daha iyi anlasilmasi, bdbrek
tiimorlerinin klinik seyrinin daha 6ngoriilebilir hale gelmesi ve cerrahi tekniklerdeki
ilerlemeler se¢ilmis hastalarda nefron koruyucu cerrahi yapilabilecegini gostermistir.
Ve zaman igerisinde bircok merkezde kiiciik renal tiimorlerde parsiyel nefrektomi
altin standart tedavi haline gelmistir. Her ne kadar 4’cm den kiiciik ve T1 evre renal
tiimorlerde yapilmasi onerilse de son yillarda Avrupa Uroloji Derneginin (EAU)
Kilavuzlarma (2013) gore 7°cm den kiiciik ve T2 evre tiimorlerde deneyimli

merkezlerde 1yi se¢ilmis vakalara parsiyel nefrektomi yapilmasi 6nerilmektedir (24).

Parsiyel nefrektominin amaci tlimoral alanin rezeke edilip kalan bobrek
parankiminin renal fonksiyon rezervinin korunmasidir. Operasyon esnasinda
kanamanin azaltilmasi, doku ve organ vizualizasyonunun artirilmasi amaciyla renal
arter ve vene klemp konulmaktadir. Bunun sonucunda kalan bobrek parankiminde
iskemi reperfiizyon hasar1 meydana gelmektedir. Reperfiizyon hasar1 akut bobrek
hasarinin ana nedenlerinden biridir. Bu durumun histolojik incelemelerdeki
gostergesi akut tiibiiler nekrozdur. Iskemik organ reperfiizyonundan sonra dokuda
reaktif oksijen radikalleri artmaktadir. Bunun sonucunda glomeriil ve tiibiiler epitel

biitiinliiglinli bozularak akut tiibiiler nekroz olusur (24).

Sicak iskeminin bobrekte kalici hasar yapmasi i¢in 3 saatten uzun siireli
iskemi maruziyeti gerekirken, gegici fonksiyon kaybi icin 1 saatten kisa bir siire
yeterlidir (60). Bobreklerde I/R hasarinin gelisimi i¢in dngdriilen iskemi siiresi 30
dakika olarak belirtilmektedir (61). Yamaki ve ark. (62) 30 dakikalik sicak renal
iskemi sonrasi tiibiiliislerde orta derece nekroz, mediiller konjesyon ve fonksiyonel
degisiklikler saptarken, Selcuk ve ark. (63) da benzer sekilde 30 dk sicak renal
iskemi sonrasi tiibiiliislerde saptadiklar iskemik nekrozun 60 dk'lk reperfiizyonu

takiben daha da yayginlastigim gostermislerdir. Onal ve ark. (7) ise 60 ve 90
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dakikalik iskemi siiresi uygulamislar ve 90 dakikalik iskemi grubunda doku hasarinin
daha agir oldugunu saptamislardir. Diger yandan literatiirde reperflizyon siirelerinin
15 dakika ile giinler arasinda degistigi calismalar mevcuttur (7,64). Serum iire ve
kreatinin diizeyleri I/R hasarmin olusumunu gosteren en basit ve Onemli
parametrelerdir (65). Biz ¢calismamizda 30 dakikalik iskemi uyguladik ve deneklerin
iire, BUN ve kreatinin diizeylerindeki yiikselme ile I/R hasarini olusturmada bagarili
oldugumuzu gosterdik. Ayrica yapilan histopatolojik incelemelerde ve apopitotik
indeks degerlendirmelerinde kontrol grubundaki bobrek dokularinin histopatolojik
olarak normal goriiniimde olmasi1 ve diisiik apopitotik indekse sahip olmasina karsin,
I/R gruplarinda degisen diizeylerde glomeriiler yapilarda bozulma, inflamasyon,
sitoplazmik vakualizasyon, epitelyal diizlesme, nekroz, tiibiiler obstriiksiyon izlenmis
olmasi ve yiiksek apopitotik indeks tespit edilmesi I/R hasari i¢in belirlenen siirelerin
yeterli oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte reperfiizyon siirelerinin
belirlenmesi i¢in, bu konudaki deneyim eksikligi ve deneklerin mortalitesinden
cekinildiginden 2 adet denek ile 6n calisma (pilot ¢alisma) yapilip deneklerin 72
saate kadar yasamasi lizerine reperflizyon siireleri 1 saat ve 24 saat olarak
belirlenmistir. Yapmis oldugumuz bu 6n ¢alismanin daha uzun siireli ¢aligmalar igin

yol gosterici olacagi diisiinmekteyiz.

Iskemik ABY sonrasinda hasarlanmis endotelde vazodilatasyon olmaz;
vaskiiler diiz kaslar etkili vazokonstriktor maddeler salgilarlar. Renal distal
nefronlarda, hiicreler arasi birlesim yerleri bozulur. Bu durum sodyum emiliminin
bozulmasina, hiicre polaritesinin kaybina ve proksimal tiibiillerde Na-K-ATPaz
pompasinin bozulmasina yol acar. Sonug¢ olarak vaskiiler gecirgenlik artar ve
interstisyel 6dem gelisir. Gelisen interstisyel 6dem kan akimini, medulladaki
damarlara basi uygulayarak daha da bozar. Plazmanin damar disina kagagi sonrasi
hemokonsantrasyon gelisir, sonrasinda I6kosit ve trombositlerin endotele

yapismasiyla doku perfiizyonu daha da bozulur (60, 66, 67).

Renal iskemi sonrasindaki reperfiizyon esnasinda olusan serbest oksijen
radikallerin yikici1 etkileri, belirli bir diizeye kadar viicutta sabit bulunan dogal
antioksidan sistemler ile engellenir. Saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve
antioksidanlarin etkinligi bir denge igindedir. Oksidan diizeyi belirli bir seviyenin

lizerine ¢ikar veya antioksidanlarin yetersiz oldugu durumlarda, oksidan molekiiller
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organizmanin yapi elemanlar1 olan protein, lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve
enzimlerin yapisini bozarak zararl etkilere yol agarlar. Cogu hastalikta artmis serbest
oksijen radikalleri (SOR) hastaligin ana sebebi degildir, ancak primer bozukluga

ikincil olarak olusurlar ve ardindan patogenezde yer alirlar (46).

Dobashi ve ark. ratlarda renal iskemi siirelerini 30, 60, 90 dk ve reperflizyon
stirelerini 2, 24, 72, 120 saat olarak belirleyip, yaptiklar1 ¢calismada; 60 dk iskemi 24
saat reperflizyon uyguladiklar1 grupta, SOD, CAT ve GSHPx aktivitelerinde anlamli
bir azalma ve lipid peroksidasyon diizeyinde artma oldugu bildirmislerdir (64).
Aydogdu ve ark. yaptiklar1 ¢alismada bdobreklere iskemi ve reperfiizyonu farkl
siirelerde uygulamiglar, ve glutatyon diizeyinin azaldigini, lipit peroksidasyon ile

plazma lire ve kreatinin diizeylerinin arttig1 bildirmislerdir (68).

Literatiirde ¢esitli dokularda iskemi reperfiizyon hasarma kars1 antioksidan
maddeler kullanilarak gerek koruyucu gerekse tedavi edici onlemler ile ilgili birgok
calisma mevcuttur (43, 55-57). Vitaminler (C vit ve E wvit), N-asetilsistein,
allopurinol, L-karnitin, alfatokoferol, kalsiyum kanal blokerleri, anjiyotensin enzim
inhibitorleri ve reseptor blokerleri, flavonoidler (naringin ve kuersetin) (7, 63, 68—73)
gibi bir¢ok antioksidan madde ile yapilan ¢alismalarda olumlu sonuglar alinmustir.

Ancak klinik ¢aligmalarin sayis1 azdir.

Kakuta ve arkadaglar1 ratlarda renal iskemi reperfiizyon hasari modelinde
epigallokatesin—3-gallat (EGCG)’in etkilerini arastirmiglardir. Ratlarin  sol
bobreklerine 45 dakika iskemi uyguladiktan sonra rastgele 4, 24, 72 saat, 7 giin, 14
glin reperflizyon uygulamislar. Bobrek fonksiyon gostergesi olarak kreatinin
diizeyini, lipid peroksidasyon gostergesi olarak doku malondialdehit (MDA)
diizeylerini kullanmislar ve histopatolojik olarak bdbreklerde tiibiiler dilatasyon,
firgcams1 kenar kaybi, nekroz durumuna gore skorlama yapmislardir. EGCG tedavi
grubunda ve kontrol grubunda kreatinin diizeyi belirgin olarak artmis ancak 24 saat
sonra EGCG tedavi grubundaki kreatinin artis1 baskilanmis olarak bulmuslar. EGCG
grubunda kreatinin diizeylerini daha diisiik olarak bulmuslar. Patolojik skor ve MDA
seviyeleri acgisindan EGCG tedavi grubunda daha az renal tiibiiler hasar ve daha

diisiik MDA seviyesi bulunmustur (74).
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Turgut ve arkadaslar renal iskemi reperfiizyon hasar1 modelinde silmarin’in
bobrek dokusu tlizerine koruyucu ve antioksidan etkilerini aragtirmiglardir. Ratlar her
kontrol, sham, I/R, silmarin, I/R+silmarin olmak iizere bes gruba ayirmislar. I/R
gruplarinda her iki bobrege 45 dk iskemi uygulanip, iskemiyi takiben 24 saat
reperflizyon uygulanmis. Bobrek fonksiyon testi olarak serum fire, kreatinin ve
sistatin-C’yi kullanmiglar. Bunun yaninda oksidatif stres ve antioksidan kapasite i¢in
ise serum ve doku diizeyinde malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksida (GSHPx), nitrik oksit (NO) ve karbonil protein
seviyesi (PC), ve serumdan total oksidan durum (TOS) ve total antioksidan kapasite
(TAS) diizeylerini 6lgmiiglerdir. Histopatolojik olarak dokudaki hiicre nekrozunu
degerlendirip skorlamislar. /R grubunda diger gruplara gore serum diire, kreatinin,
sistatin C seviyelerinde belirgin artis izlemisler. Bununla birlikte silmarinle verilen
gruplarda bu ii¢ parametrenin seviyesini I/R grubuna gore belirgin olarak diisiik
bulunmusglar. I/R ile I/R+silmarin grubu serum enzim aktiviteleri ag¢isindan
karsilagtirildiginda serum CAT, SOD, GSHPx seviyesi I/R grubunda énemli dlglide
diisiik bulunmus iken, doku enzim aktiviteleri acisindan karsilastirildiginda sadece
CAT seviyesi I/R grubunda 6nemli dl¢iide diisiik bulunmuslar. Histopatolojik olarak
da I/R grubunda renal hasar skoru I/R+silmarin grubundan daha yiiksek olarak
bulunmuslar (75). Biz de yaptigimiz calismada benzer olarak bobrek fonksiyonlarini
degerlendirmek icin serum kreatinin, lire ve sistatin C parametrelerine ek olarak
BUN parametresini de degerlendirdik. Ure ve BUN agisindan gruplar arasinda
yapilan karsilastirmada kontrol grubu ile I/R 1.saat grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli iken (p<0,05) diger gruplar arasindaki fark anlamsizdi (p>0,05).
Ancak tiim I/R uygulanan gruplarda iire ve BUN degerleri kontrol grubundan daha
yiiksek bulundu. I/R 1. saat grubu ile diger gruplar arasindaki farki istatistiksel olarak
anlaml bulduk (p<0,05). Ayrica I/R 1. saat grubunda tespit edilen Ure ortalama
degerini diger gruplardan daha yiiksek bulduk. Bu durumun reperfiizyonun ilerleyen
saatlerde gegici iskemik hasara uyrayan hiicrelerin normal fonksiyonlarini geri
kazanmasit sonucunda oldugunu diisiinmekteyiz. Okserutin tedavisi alan I/R
gruplarinda Ure ve BUN degerleri almayan I/R gruplarindan daha diisiiktii ve I/R 1.
saat grubu ile I/R+okserutin 1. saat grubu iire ve BUN parametreleri agisindan

karsilastirildiginda aralarindaki farki istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Bundan
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dolayr Okserutinin iskemi sonrasi reperflizyonun erken doneminde daha etkili
olmakla birlikte I/R bagli renal hasarda koruyucu olabilecegini diisiinmekteyiz.
Kreatinin degerlerini kontrol grubuna goére diger gruplarda daha yiiksek bulduk ve bu
yiikseklik istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05). Ancak I/R gruplarinda okserutin
tedavisi alan ve almayan gruplar arasinda fark yoktu (p>0,05). Renal iskemi
reperfiizyon hasarina yonelik yapilan ¢alismalarin birgogunda tek tarafli nefrektomi
sonrasi iskemi reperfiizyon modeli olusturulmus iken biz ¢alismamizda I/R hasarim
diger bobrege nefrektomi yapmaksizin karsi bobrekte olusturduk. Kreatinin degerleri
acisindan I/R+Okserutin gruplari ile I/R yapilan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmamasini ratlardaki saglam bobregin kompanzasyonuna baglh

oldugunu diisiindiik.

Turgut ve arkadaslarinin (75) yaptiklar1 ¢alismada renal fonksiyonlarin erken
donem kayiplariin degerlendirilmesinde serum sistatin C diizeylerinin 6l¢lilmesinin
serum kreatinin diizeylerinin 6lc¢lilmesine gore daha {istiin oldugunu bulmuslardir.
Bunun nedeni sistatin C’nin BUN, kreatinin ve iireye gore kanda daha erken tespit
edilmesidir. Literatiirde renal fonksiyonlarin degerlendirilmesinde sistatin C’nin
konvansiyonel tekniklerden iistiin oldugunu destekleyen calismalar mevcuttur
(42,76). Bizde I/R bagl renal hasarda hem hasarin siddetini hemde okserutinin
bobrek fonksiyonlari iizerine etkinligini gostermek i¢in BUN, kreatinin ve {ire
yaninda sistatin C’yi kullandik. Ancak gruplar arasinda sistatin C agisindan anlaml

fark bulamadik (p>0,05).

TNF-a iskemik renal hasarda, makrofaj, 16kosit ve renal tiibiiler hiicreler
tarafindan sekrete edilir. TNF-a glomeriiler kan akimini, glomertiler filtrasyon hizim
azaltir; glomeriiler albumin permeabilitesini arttirir; serbest oksijen radikali, IL-1
gibi endojen pirojen ve diger proinflamatuar sitokinlerin iiretimini stimiile eder;
notrofil ve monosit (recruitment) infiltrasyonunu arttirir; ICAM-1 ve L-selektin
ekspresyonunu arttirir; hiicresel apoptosisi indiikler; glomeriiler fibrin depozisyonunu
arttirir (77). Renal TNF-q iiretimi i¢in 30 dakikalik iskemi yeterli olmakla birlikte
TNF-a proteininin ekspresyonu ve biyoaktivitesi 1 saatlik iskemi ve bunu takip eden

2 saatlik reperflizyonda tepe yapmaktadir (78, 79).
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Bonventre ve Weinberg TNF-o’nin renal I/R hasarindaki roliinii arastirmiglar
ve deneklere TNF-o baglayict protein vermisler. Iskemi sonrasi yaptiklari
incelemede notrofil infiltrasyonunun azaldigini gostermislerdir (80). Meldrum ve
arkadaslar1 renal I/R hasarinda TNF-a ’nin etkinligini arastirmiglar ve reperflizyon
hasarinin gostergesi olarak ¢esitli zaman dilimlerinde serum TNF-a degerlerine
bakmislar ve reperfiizyonun birinci saatinde TNF-o’nin en yiiksek seviyeye ulastigini
belirlemislerdir. Ayn1 zamanda renal TNF-o’nin, tiibiiler hiicrelerden salgilandigini

da immiinohistokimyasal yontemler kullanarak gostermislerdir (81).

Ates ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada, Sham, I/R kontrol, EPO
(eritropoetin) +I/R, genistein(tirozin kinaz inhibitorii)+I/R, EPO+genistein+I/R
olarak bes grupta, renal iskemi reperfiizyon hasar1 modelinde EPO’nun koruyucu
etkilerini arastirmiglardir. Tiim ratlara sag nefrektomi uyguladiktan sonra sham harig
tim I/R gruplarinda sol renal pedikiile 45 dakika iskemi uygulayip 45 dakika ve 24
saat reperfiizyon uygulamislardir. Iskemi degerlendirilmesi igin tiim gruplarda BUN
kreatinin, laktik dehidrogenaz, lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi i¢in doku
MDA, glutatyon (GSH), inflamasyon degerlendirmesi i¢in TNF-a, IL-2 seviyelerini
Olemiislerdir. Ayrica histopatolojik degerlendirme yaparak skorlama yapmuglardir.
Yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda I/R grubunda TNF-a degerlerini sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli miktarda yiiksek bulmuslardir ve EPO tedavi grubundaki
TNF-o degerlerini I/R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli miktarda diisiik
bulmuslardir (82). Bizim c¢alismamizda Ates ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismanin
tersine I/R gruplarinda TNF-a degerleri kontrol grubundan daha diisiik bulunmustur.
Ancak okserutin tedavisi alan I/R gruplarinda TNF-a degerlerinin almayan I/R
gruplarindan daha diisiik bulunmasi okserutinin TNF-o baskilayici etkisi oldugunu
diistindiirmektedir. Okserutinin 6nemli bir inflamatuar sitokin olan TNF-a’y1 bu
sekilde baskilamasi I/R hasarinin Onlenmesinde okserutine ait beklentileri

artirmaktadir.

1990’11 yillarin basinda Miller ve ark. total antioksidan kapasiteyi dlgmeye
yonelik TAS olarak tanimlanan yeni bir test gelistirdiler. Bu testin en 6nemli avantaji
bir biyolojik 6rnekte tiim antioksidanlarin antioksidan kapasitesini 6lgmesidir (83).
Yapilan bir caligmada iskemik reperfiizyon hasarina bagli olusan ABY’de

antioksidan enzim diizeylerinin 6nemli oranda azaldigi (SOD, CAT ve GSHPx)
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gosterilmistir (64). Biz de calismamizda total antioksidan kapasiteyi ve total oksidan
seviyeyi degerlendirmek icin doku diizeyinde TAS, TOS ve OSI parametrelerini
kullandik. TAS ve OSI degerlerinde sadece iskemi uygulanmayan sag ve iskemi
uygulanan sol bobrekler arasinda anlamli bir fark varken (p<0,05) gruplar arasinda
anlamh bir fark yoktu (p>0,05). TOS degerlerinde ise anlamli bir fark bulamadik
(p>0,05). I/R uygulanan bobrekler ile uygulanmayan bdbrekler arasinda TAS ve OSI
acisindan bu anlamh farkin cerrahi olarak renal pedikiilin klemplenmesine bagh

oldugunu diisiindiik.

Sentiirk ve arkadaglar1 yaptiklart ¢alismada renal iskemi reperfiizyon hasari
modelinde silmarin’in doz bagimli bobrekteki histopatolojik  degisikliklere
etkilerinini arastirmislardir. Ratlar sham, renal I/R, renal I/R+50 mg/kg silmarin,
renal I/R+100 mg/kg silmarin olmak iizere dort gruba ayirmiglardir. Biitiin
gruplardaki ratlara sag nefrektomi yapip 15 giin takip etmisler. I/R gruplarinda sol
bobrege 45 dakika iskemiyi takiben 6 saat reperflizyon uygulamislardir.
Histopatolojik olarak dokularda tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakualizasyon, pelvik
inflmasyon, intestisyel inflamasyon, perirenal yag dokusu infiltrasyonu, tiibiiler
nekroz ve glomeriiler nekroz degerlendirilip skorlama yapmuslardir. Renal I/R
grubunda tiibiiler dilatasyon, tiibliler vakualizasyon, pelvik inflamasyon, intestisyel
inflamasyon, perirenal yag dokusu infiltrasyonu, tiibiiler nekroz ve glomeriiler
nekroz I/R hasarina bagl olarak olusmustur. Renal I/R+50 mg/kg silmarin grubunda
daha az oranda tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakualizasyon, pelvik inflmasyon,
intestisyel inflamasyon, perirenal yag dokusu infiltrasyonu gézlenmistir ve tiibiiler
nekroz ve glomeriiler nekroz olusumu &nlenmistir. Renal I/R+100 mg/kg silmarin
tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakualizasyon, pelvik inflmasyon, intestisyel inflamasyon,
perirenal yag dokusu infiltrasyonu belirgin olarak Onlenmistir (84). Biz de
calismamizda histopatolojik olarak dokularda kronik inflamasyon, tiibiiler epitelyal
diizlesme, sitoplazmik vakualizasyon, nekroz-iskemik degisiklikler, tiibiiler
obstriiksiyonu degerlendirdik ayrica TUNEL yontemi ile apopitotik hiicre indeksini
degerlendirdik. I/R 1. saat grubundan 3 boébrek ve I/R 24. saat grubunundaki
bobreklerin ise tamaminda nekroz gelistigini tespit ettik. Bu bobreklerde kronik
inflamasyon, tiibiiler epitelyal diizlesme, sitoplazmik vakualizasyon, tiibiiler

obstriiksiyon degerlendirmesi ve apopitotik hiicre indeksininin degerlendirmesini
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yapamadik. Gruplar1 histopatolojik bulgular1 bakimindan karsilastirdigimizda I/R 1.
saat grubunda sadece 1 bobrekte kronik inflamasyon gozlendi ve I/R gruplarinda
tiibiiler epitelyal diizlesme, sitoplazmik vakualizasyon, nekroz-iskemik degisiklikler,
tiibiiler obstriiksiyon c¢esitli oranlarda gozlendi. Okserutin tedavisi alan gruplarda
daha az oranda tiibiiler epitelyal diizlesme, sitoplazmik vakualizasyon, tiibiiler
obstriiksiyon gozlenirken nekrozun 6nlendigini gézlemledik. Tiim bu histopatolojik
degisiklikler iskemi uyguladigimiz sol bobrekte daha fazla miktarda goézlendi.
Gruplar apopitotik hiicre indeksleri bakimindan kargilagtirdigimizda I/R gruplarinin
apopitotik hiicre indeksleri kontrol grubundan daha yiiksek bulundu ve okserutin
tedavisi alan I/R gruplarin apopitotik hiicre indekslerini almayan I/R gruplarindan
daha diisiik bulduk. Ayrica apopitotik hiicre skorlarini iskemi uyguladigimiz sol
bobrekte onemli dl¢ilide yiiksek bulundu. Bu bulgularin 1s1¢1nda okserutinin I/R baglh
olusan renal hasarda histopatolojik degisiklikleri ve apopitozis ile hiicre Sliimiinii

azaltip, nekrozu 6nleyerek koruyucu etki gosterdigini diigiinmekteyiz.

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararh
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. Yaklasik olarak 4000'den
fazla flavonoid tiirii belirlenmistir (51). Flavonoidler baglica sebzeler, meyveler,
kirmiz1 sarap, cay, sogan baklagillerde bulunur (52, 53). Flavonoidlerin en énemli
etkilerinden birisi serbest radikalleri temizleme o6zellikleridir (51). Serbest
radikallerin {iretim artis1 endojen temizleyici bilesiklerin (sliperoksit dismutaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimler) kullanilip azalmasina yol agar. Hemen her
flavonoid grubunun en iyi tanimlanmis O6zelligi antioksidan kapasiteleridir ve

flavonoidlerin direkt radikal temizleme 6zellikleri vardir (51-53).

Flavonoidlerin serbest radikalleri temizleme ozelliklerine ilave olarak
antiinflamatuvar,  antiviral, antiallerjik,  antitrombotik, antiaterosklerotik,
anatitiimoral etkileri iceren ¢esitli biyolojik Ozellikleri de vardir (51-53).
Flavonoidler XO (ksantin oksidaz), fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu, 16kosit adhezyonun ve aktivasyonunun azaltilmasi, mast
hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle antiinflamatuar &zellik

gosterirler.
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Korkmaz ve Kolonkaya’nin yaptigi renal iskemi reperfiizyon hasari
modelinde bir flavinoid tiirevi olan rutin’in etkilerini arastirmislar. Ratlar sham-
kontrol, sag nefrektomi kontrol, /R, L-N6-(1-iminoethyl)lysine(L-NIL) +I/R,
Rutin+i/R olmak iizere bes gruba ayrilmis. Kontrol grubu disindaki tiim ratlara sag
nefrektomi yapilip; sham-kontrol, sag nefrektomi kontrol, I/R gruplarina iskemiden 1
saat once intraperitoneal serum fizyolojik uygulanmis. L-NIL+iI/R grubuna
iskemiden 30 dakika 6nce L-NIL, Rutin+i/R grubuna ise iskemiden 1 saat dnce rutin
intraperitoneal uygulannus. I/R, L-NIL+I/R, Rutin+i/R gruplarma 45 dakika
iskemiyi takiben 3 saat reperfiizyon uygulanmis. Calismalarinin sonucunda I/R
esnasinda INOS aktivitesindeki artisinin olusturdugu NO tiirevleri renal hasara neden
oldugunu bulmuslar ve Rutin’in giiglii INOS aktivitesini inhibe edici etkisi ile bu

hasar1 6nledigini bulmuslar (85).

Ohkita ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada renal I/R modelinde bir flavinoid
tiirevi olan Flavangenol’un I/R hasarina bagli olusan akut renal hasar1 onleyici
etkileri aragtirmislar. Ratlara sag nefrektomi uygulanip 2 hafta takip etmisler. 2 hafta
sonunda ratlar sham, I/R, I/R+3 mg/kg Flavangenol, I/R+10 mg/kg Flavangenol,
I/R+30 mg/kg Flavangenol olmak tiizere 5 gruba ayrilmig. I/R gruplarinda sol
bobrege 45 dakika iskemiyi takiben 24 saat reperflizyon uygulamiglar. Bobrek
fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢in BUN, serum kreatinin, kreatinin klirensi, idrar
miktari, fraksiyone sodyum ekskresyonu, idrar osmalalitresini kullanmslar.
Histopatolojik olarak dokular degerlendirip skorlama yapmuslar. Tedavi almayan I/R
grubunda 6nemli derecede BUN, serum kreatinin, idrar akimi, fraksiyone sodyum
ekskresyonu artisi  olurken Onemli derecede kreatinin klirensi ve idrar
osmolalitresinde azalma oldugu gérmiisler. Tedavi gruplarinda doza bagimli olarak
olusan bu renal fonksiyon bozukluklarinda diizelme oldugu gormisler. Tedavi
almayan I/R grubunda belirgin histopatolojik hasar goriilirtken I/R+30 mg/kg

Flavangenol grubunda bu hasarin azaldig1 gozlemlemislerdir (86).

Okserutin, flavonoid sinifina ait olan bir bilesiktir. Okserutin Saphora
Japonica adli geleneksel Cin tibbinda kullanilan bir bitkiden elde edilen bir flavonoid
olan rutinlerin tiirevi olan standart mono-di-tri ve tetra hydroxyethyl rutoside
karisimidir.  Standartize edilmis flavonoid karisimi  olan  Okserutin  0-(B-

hydroxyethyl)-rutoside vaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (87).
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Okserutin’in farmakolojik etkisi doz bagimlidir. Yiiksek dozlar toplam farmakolojik
etki siiresini degistirmeden, etki baslangicinin daha hizli ger¢eklesmesini saglar (87).
Okserutin, hiicresel hasar1 arttiran ve inflamatuar reaksiyonu uzatan serbest
radikallerin antagonisti ve interreceptdrii olarak davranir (87). Okserutin’in endotel
zar1 ve lipooksijenaz lizerine inhibitdr etkisi 6dem olusumunun azalmasiyla birlikte
kapiller gecirgenlikte azalma, serbest radikaller tarafindan olusturulan bolgesel
hiicresel hasarin azalmasi ve ven6z endotele graniilosit ve platelet adhezyonunun
azaltilmasiyla saglanir. Okserutin klinikte iyi etkinlik, komplians ve yan etkisiz

kullanilmaktadir (87).

Calismamizda daha once renal iskemi-reperfiizyon hasarinda calisilmamis
olan antioksidan etkinligi ¢esitli ¢caligmalarda gosterilmis olan sentetik bioflavinoid
olan okserutinin renal iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu etkilerinin
arastirilmast amaglandik. Calismada Wistar tipi erkek siganlar kullanildi. Denek
olarak sican kullanilmasinin sebepleri Oncelikle taksonomik olarak memeliler
siifinda yer almasi, genetik ve molekiiler yonlerden insana yakin bir¢cok protein
benzerliginin bulunmasi, kiigiik bir yapiya sahip olup kolay miidahale edilebilmesi ve

biitge olarak masrafli olmayip daha kolay bulunabilmesi olarak siralanabilir.

Calismamizda 500 mg/kg oral gavaj yoluyla okserutin uygulanmistir.
Okserutinin oral yoldan verildikten sonra pik plazma seviyesine ulagsma siiresi 2-9
saat olmasi ve yarilanma omrii 13,5-25,7 saat (ort:18,3 saat) olmasi nedeniyle,
okserutin’i yeterli plazma konsantrasyonuna ulasabilmesi i¢in islemden 24 saat ve
islemden 2 saat dnce olmak lizere toplam iki doz oragastrik yoldan ratlara verdik.
Uygulanan Okserutin dozu ve uygulanis sekli yapilan diger calismalar géz oniinde

tutularak kararlagtirilmistir.

Okserutin literatiirde; hamster akciger fibroblast hiicreleri ve fare karacigeri
lizerine radyasyonun zararli etkilerinin engellenmesinde, Tekrarlayan D-galaktoz
maruziyetine bagli fare bobreginde olusan oksidatif DNA hasarinin 6nlenmesi,
diabete bagli uzun doénem deri ve bobrek hasarindaki taurin ve N-asetil sistein ile
karsilagtirmali etkileri, Tekrarlayan D-galaktoz maruziyetine bagli fare beyninde

olusan kolinerjik sistem zayiflamasinin onlenmesi ile ilgili deneysel modellerde



73

kullanildig1 goriilmektedir (54-57,88). Ancak bobrek iskemi reperfiizyon hasarinin

Oonlenmesine yonelik kullanimina literatiirde rastlamadik.

Odetti ve arkadaglarimin yaptiklar1 deneysel calismada farkli antioksidan
maddelerin (N-asetil-sistein (NAC), taurin (TAU), okserutin (OXE)) streptozosin ile
diyabet modeli olusturulan ratlarda, diyabetin uzun donem deri ve bobrekte
olusturdugu hasar iizerine etkilerini karsilastirmislardir. Yapilan ¢aligma sonucunda
bu antioksidan maddelerin diyabetin glomeriiler hasarin1 engelleyebilecegi veya

olusacak hasar1 azaltabilecegi gdsterilmistir (88).

Maurya ve arkadaslarinin farelerde yaptiklari deneysel ¢alismada
trokserutinin tiimdr transplantasyonu yapilan farelerin gama-radyasyona maruziyet
sonrast saglikli dokularda olusan hasara karsi koruyucu etkileri arastirilmis ve
trokserutinin radyoterapilerde saglikli dokunun korunmasinda ideal destekleyici

tedavi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (89).

Fan ve arkadaslarinin farelerde yaptigi calismada trokserutinin tedavisinin D-
galaktoza bagli olusan renal hasarda antiinflamatuvar ve antioksidan etkinligi yoluyla
koruyucu etkilerini aragtirmislardir. Yaptiklar1 calismada histopatolojik olarak
gruplar arasinda Onemli bir fark gérmemelerine ragmen biyokimyasal olarak
trokserutinin antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligi oldugunu gostermislerdir.
Yaptiklar1 caligmada trokserutinin D-galaktoza bagli olusan renal hasarindaki
koruyucu etkisini antioksidan enzim aktivitesini artirarak, MDA diizeyini azaltarak

ve INOS, COX-2 expresyonunu azaltarak sagladigini gdstermislerdir (54).

Liu ve arkadaglarinin farelerde yaptigi calismada kronik trokserutinin
tedavisinin D-galaktoza bagli olusan renal oksidatif DNA hasarindaki koruyucu
etkilerini arastirmislar ve trokserutinin nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
(NADPH oksidaz) aktivitesini ve SOR seviyelerini azaltarak antioksidan o6zellik
gosterdigini bulmuslardir. Buna bagh olarak trokserutinin D-galaktoza bagli olusan

renal oksidatif DNA hasarinda koruyucu etkisi olabilecegi gosterilmistir (56).

Calismamizda elde ettigimiz biyokimyasal parametreler olan BUN, kreatinin,
tire, sistatin C ve TNF-a degerleri renal I/R hasar1 modelinin bdbrek fonksiyonlari
lizerine olumsuz yonde etki ettigini gostermektedir. Okserutinin I/R bagli renal

hasarda bobrek fonksiyon gostergesi olarak inceledigimiz parametreler olan BUN ve
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iire tizerine olumlu etkileri oldugunu ancak kreatinin ve sistatin C {izerine olumlu
etkisinin olmadigim1 gordiik. Bu durumun daha oOncede belirttigimiz gibi
calismamizdaki I/R modelinde, I/R hasarinin iskemi olusturulmayan bobrek {izerine
olan etkilerini gozlemlemek i¢in iskemi Oncesi diger bdbrege nefrektomi
yapmamamizdan kaynaklandigini diisiindiik. TNF-a degerlerini diger renal I/R hasari
caligmalarinin tersine I/R gruplarinda kontrol grubuna gore daha diisiik bulduk.
Ancak TNF-o degerlerinin okserutin tedavisi alan I/R gruplarinda almayan I/R
gruplarindan daha diisiik bulunmasi okserutinin TNF-a baskilayict etkisi oldugunu
disiindiirmektedir. Beklenenin  aksine oksidan ve antioksidan durumun
degerlendirmesi icin biyokimyasal olarak doku diizeyinde bakilan TAS ve TOS
parametrelerinde ve hesaplamalar ile elde edilen OSI parametrelerinde gruplar
arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Yapilan histopatolojik degerlendirme ve
apopitotik hiicre indeksi sonuglar1 da renal I/R hasart modelinin bobrek dokusu ve
hiicreleri {izerine olumsuz yonde etki ettigini gosterdik. Gruplar arasinda yapilan
karsilagtirmada I/R 1. saat grubundan 3 bdbrek ve I/R 24. saat grubunundaki
bobreklerin ise tamaminda nekroz gelistigini tespit ettik. I/R 1. saat grubundan
sadece 1 bobrekte kronik inflamasyon gozlendi ve I/R gruplarinda cesitli oranlarda
tiibiiler epitelyal diizlesme, sitoplazmik vakualizasyon, nekroz-iskemik degisiklikler,
tiibiiler obstriiksiyon gozlemledik. Okserutin tedavisi alan gruplarda daha az oranda
tiibliler epitelyal diizlesme, sitoplazmik vakualizasyon, tiibililer obstriiksiyon
gbzlenirken nekrozun 6nlendigini gézlemledik. Tiim bu histopatolojik degisiklikleri
iskemi uyguladigimiz sol bobrekte daha fazla miktarda gozlemledik. Okserutin
tedavisi alan I/R gruplarin apopitotik hiicre indekslerini almayan I/R gruplarindan
daha diisiik bulduk. Ayrica apopitotik hiicre indekslerini iskemi uyguladigimiz sol
bobrekte onemli dlglide yiiksek bulduk.

Sonug¢ olarak okserutin, renal iskemi reperfiizyon hasarinda bobrek
fonksiyonlarminin korunmasinda, BUN, kreatinin tizerine olumlu etki gostererek ve
I/R hasarinda rolii oldugu diisiiniilen inflamatuvar 6nemli sitokin olan TNF-a’y1
baskilayarak etkili olmasinin yaninda histopatolojik iyilesme saglayarak da etkili

olmaktadir.
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OZET

Deneysel Renal iskemi-Reperfiizyon Modelinde Okserutin’in Bébrek Iskemi-
Reperfiizyon Hasar1 ve Apopitozis Uzerine Muhtemel Koruyucu Etkilerinin
Arastirllmasi

Operasyon sirasinda bobrek kan akimin azaldigi (suprarenal aortik
anevrizma) veya azalmasi gerektigi (parsiyel nefrektomi) durumlarda bobreklerde
iskemi daha sonrasinda tekrar kanlanma ile birlikte reperfiizyon hasar
olusabilmektedir. Bu durumda Akut Tiibiiler Nekrozun (ATN) klinik bir sonucu olan
Iskemik Akut Bobrek Yetmezligi (ABY) tablosu meydana gelir. Iskemi-reperfiizyon
hasarindan sorumlu serbest oksijen radikallerinin etkilerini onlemeye yonelik bir¢ok
ajan bir ¢ok hayvan modelinde ¢alisilmistir. Flavinoidler, bitkilerde yaygin olarak
bulunan ve antioksidan 6zellik tasiyan polifenolik bilesiklerdir. Okserutin, rutin ve
kersetin tiirevi olup flavonoidlerin flavonol alt grubu tiyesidir. Okserutinin standart
bilesiminde dogal biyoflavinoid olan Rutin’in trihidroksietil tiirevi olan tri-okserutin
bulunmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda tri-okserutinin antioksidan, antiinflamatuvar,
antineoplastik, antieritrositik, antitrombotik, antifibrinolitik ve radyoprotektif aktivite
gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir.

Calismamizda renal iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan ratlarda
okserutinin bobrek iskemi- reperfiizyon hasar1 ve apopitozis lizerine koruyucu
etkinligini arastirdik.

Calismamizda 48 adet Wistar Albino cinsi erkek rat, kontol ve deney gruplari
olarak bese ayrildi. Grup I; kontrol/sham grubu, Grup II; 30 dakika iskemi
olusturulan ve 1 saat reperfiizyon uygulanan, Grup III; Iskemiden 24 saat ve 2 saat
once 500 mg/kg okserutin uygulanan, 30 dakika iskemi olusturulan sonrasinda 1 saat
reperfiizyon uygulanan, Grup IV; 30 dakika iskemi olusturulan ve 24 saat
reperfiizyon uygulanan, Grup V; Iskemiden 24 saat ve 2 saat 6nce 500 mg/kg
okserutin uygulanan, 30 dakika iskemi olusturulan, 24 saat reperfiizyon uygulanan
olarak gruplar olusturuldu.

Reperfiizyon siirelerinin sonundan kan ve doku ornekleri alinarak sakrifiye
edildi. BUN, URE, kreatinin, sistatin-C, TNF-a, total antioksidan durum (TAS) ve
total oksidan durum (TOS) biyokimyasal parametreler degerlendirildi. TUNNEL
yontemi ile apopitozis ve rutin histopatolojik degisiklik degerlendirmesi yapildi.

Calismamizin sonucunda renal iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturulan ratlarda
proflaktik okserutin verilmesinin iskemi-reperfiizyona bagli gelisen renal hasar ve
apopitoziste koruyucu oldugunu gosterdik.

Anahtar kelimeler: Akut bobrek yetmezligi, iskemi-reperfiizyon hasari, okserutin,
oksidatif stres,
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ABSTRACT

Evaluation of the Possible Protective Effects of Oxerutin on Renal Ischemia-
Reperfusion Injury and Apoptosis in the Experimental Renal Ischemia-
Reperfusion Model

Ischemia-reperfusion injury can occur in conditions where blood supply to
the kidney is reduced spontaneously (suprarenal aortic aneurysm) or where this is
required on purpose (partial nephrectomy). In such cases, ischemic acute renal failure
develops which is a clinical consequence of acute tubular necrosis (ATN). Numerous
agents have been studied in animal models to preclude the effects of free oxygen
radicals responsible from the ischemia-reperfusion injury.

Flavinoids are polyphenolic compounds commonly found in the plants and
possess anti-oxidant features. Oxerutin is a derivative of rutin and quercetin, and the
member of the flavonols, a subgroup of flavonoids. The standard composition of
oxerutin contains natural bioflavinoid tri-oxerutin, which is trihydrocyethyl
derivative of rutin. The studies indicated many biologic activities for tri-oxerutin
including anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-neoplastic, anti-erythrocytic, anti-
thrombotic, anti-fibrinolytic and radio-protective activities.

In the present study, we evaluated the protective effects of oxerutin on renal
ischemia-reperfusion injury and apoptosis in the rat model of renal ischemia-
reperfusion injury.

We used 48 male Wistar Albino rats in the study, and the rats were divided
into 5 groups as the control and the study group. Group I, control/sham operated;
Group II, 30 minutes ischemia and 1 hour reperfusion group; Group III, 500 mg/kg
oxerutin 24 hours and 2 hours before ischemia, 30 minutes ischemia and 1 hour
perfusion; Group IV, 30 minutes ischemia and 24 hours reperfusion; Group V,
oxerutin 500 mg/kg 24 hours and 2 hour before ischemia, 30 minutes ischemia and
24 hours reperfusion.

At the end of the reperfusion periods, blood and tissue samples were
obtained, and the rats were sacrificed. The biochemical parameters evaluated include
BUN, Urea, creatinine, cystatin-C, TNF-a, total anti-oxidant status (TAS) and total
oxidant status (TOS). Apoptosis and routine histopathological changes were
evaluated using TUNNEL method.

In conclusion, it was revealed that prophylactic administration of oxerutin
showed protective effects on renal injury and apoptosis caused by ischemia-
reperfusion injury in the rat renal ischemia-reperfusion model.

Keywords: Acute kidney failure, ischemia-reperfusion damage, oxerutin,
oxidative stress,
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