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OZET
Sarsilmaz, H. ‘Bébrek iskemisine; Iskemik Postconditioning, Karaciger
Iskemik Postconditioning Ve Pravastatinin Koruyucu Etkisinin
Arastirilmasi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Genel
Cerrahi Anabilim Dalh Tipta Uzmanhk Tezi Eskisehir 2015. Iskemik
postconditioning in Iskemi-reperfiizyon hasarinda koruyucu etkisi birgok
organda gosterilmistir. Biz ¢alismamizda karacigerde uygulanan
postconditioning iskeminin uzak organ olan bobrege etkisini aragtirmayi
planliyoruz. Remote postconditioning etki; Iskeminin kagmilmaz oldugu
cerrahi girisimlerde, 6zellikle organ transplantasyonlarinda,organ canliligini
ve yasam siirelerini artiran basit ucuz etkili bir yontem olmaya adaydir. Bu
calisma; Ozellikle renal transplantasyon sonrasi goriilen ve organ reddine ve
hasarina neden olan iskemi-reperfiizyon hasarini engellemede iskemik
postconditioning uygulamasinin etkinligini aragtirmak ve klinik ¢aligmalara
zemin olusturmak amaciyla yapilacaktir. Bu amagla 80 spraque Dawley
saglikli disi rat rastgele 4 gruba ayrildi(n=16); Sham, kontrol, b&brek
sonkosullanma ve karaciger(uzak organ) sonkosullanma. Biitliin gruplarda
bulunan ratlar randomize olarak 24 ve 48 saatlik iki alt gruba ayrildi. Sham
grubundaki hayvanlara sadece laparotomi ve organ(karaciger-bobrek)
pedikiil diseksiyonu yapildi. Diger gruplara sag nefrektomi yapildi. I/R
hasar1 45 dk’lik sol pedikiil okliizyonunu takiben 24 ve 48 saatlik
reperfiizyon ile saglandi. Iskemik sonkosullanma 10 dk reperfiizyon sonrasi
karaciger veya bobrege uygulanan 10 dk hik kisa iskemilerle yapildi. Bu
calismamizda 45 dakikalik bobrek iskemi sonrasi uygulanan lokal (bobrek)
sonkosullanma ve uzak(karaciger ) iskemik sonkosullanmanin bobrekte
olusan iskemi reperflizyon hasarmmi azalttigi histopatolojik olarak
ultrastriiktiirel olarak ve laboratuar bulgulari ile ortaya konmustur. iskemi
ve reperfiizyona bagli hasarin yogun olarak izlendigi ilk 48 saaat ayrintili
parametrelerle incelenmis olup elde edilen sonuglar iskemi reperflizyon
hasarmi engellemede klinik uygulamalar icin yol gdsterici oldugu ortaya
konmustur. Anahtar Kelimeler: Bobrek iskemi, reperfiizyon hasari,

remote iskemik sonkosullama



ABSTRACT

Sarsilmaz, H. Effect of ischemic postconditioning, hepatic ischemic
postconditioning and pravastatin in renal ischemia Eskisehir
Osmangazi University Faculty of Medicine, General Surgery
Department of Medicine Thesis Eskisehir 2015. Ischemic
postconditioning protective effect has been shown in many organs in
Ischemia reperfusion injury . In this study, we aimed investigation of remote
organ effect of the hepatic postconditioning ischemia to the renal
ischemia.Eighty healthy adult female Sprague-Dawley rats were randomly
assigned to four groups: sham, IRI, [PostC , and RIPostC. Right
nephrectomy was performed initially in all rats. IRI was induced by
occluding the left renal artery for 45 min, followed by reperfusion for 24 h
and 48 h. IRI, IPostC , and RIPostC were induced with 10-min
ischemia/reperfusion (I/R) cycles using a occluding renal or hepatik artery.
In our study group III and group IV , electromicroskopic examination of the
normal glomerular bowman capsule as it is closer to the distance between
the volume of visceral and parietal sheets it was found to be closer to
normal. In the basement membrane in the postconditioning treatment group
were found to be irregular and lighter weight undulation than the other
groups. Again according to control group were observed the tubular
epithelial cells in this group showed normal structure. Histologically we also
observe findings close to normal tissue in the treatment group was obtained.
In this study, after 45 minutes renal ischemia, locally applied (kidney)
postconditioning and remote  postconditioning  (liver), reduce
ischemia/reperfusion injury(I/R 1)  demonstrated by histopathologic,
ultrastructural and laboratory findings. Ischemia and reperfusion injury
which is monitored intensively examined the first 48 h. Portective effects of
ischemic PostC and RpostC procedure examined and this will be the
guidance for clinical practice in the prevention of ischemia-reperfusion
injury.

Key Words: Renal ischemia, ischemia reperfusion injury, ischemic remote

postconditioning
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ATP Adenozin Trifosfat

cAMP Siklik Adenozin Monofosfat,
cGMP Siklik Guanozin Monofosfat
DIOK Direkt Iskemik On Kosullama
eNOS Endotelial Nitrik Oksit Sentaz
GFH Glomeriiler Filtrasyon Hiz1
H2CO3 Karbonik Asit

H-E Hematoksilen Eozin

ICAM Hiicre i¢i Adezyon Molekiilii
I/R Iskemi-Reperfiizyon

I/RH Iskemi-Reperfiizyon Hasar1
IOK Iskemik On Kosullama
[PostC Iskemik son kosullanma
MDA Malondialdehid

MNH Mono Niikleer Hiicre

MOF Multiple Organ Failure (Coklu Organ Yetersizligi)
MPO Myeloperoksidaz

Na+ Sodyum iyonu

NAS N-Asetilsistein

NO Nitrik Oksit

PMNL Polimorf Niiveli Lokosit Sendromu)

RiPostC ~ Remote iskemik sonkosullanma

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome (Sistemik
Enflamatuvar
Yanit
SOR Serbest Oksijen Radikali
TNF-a Timor Nekrozis Faktor Alfa
TxA2 Tromboksan A2

UIOK Uzak Iskemik On Kosullama
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1. GIRIS

Organlar transplantasyonlar basta olmak {izere bir¢cok cerrahi
uygulamada kag¢milmaz olarak iskemiye maruz kalmaktadirlar. Iskeminin
organ iizerine olusturdugu hasar ve iskemi sonrasi reperflizyonun etkileri,
tizerinde birgok c¢alisma yapilmasmna ragmen heniiz tam olarak
aydinlatilamamis kompleks bir olaydir. Son donemlerde iskemi-
reperflizyonun  olusturdugu hasar1  engellemede preconditioning(én
kosullanma) ve postconditioning(son kosullanma) deneysel ve klinik
calismalarda genis yer bulmustur. Postconditioning remote(uzak organ)
etkisi ise birgok calismaya konu olan ancak etki mekanizmasi ve sonuglari
net olarak ortaya konmamis dikkat ¢eken diger bir yontemdir.

Son yillarda cerrahi tekniklerde olusan ilerlemeler sonucu organ
transplantasyonlarinin artmasi; organ ihtiyact ve transplantasyon sonrasi
greftlerin canliliginin korunmasi gibi sorunlara ilgiyi artirmistir. Remote
postconditioning(uzak organ sonkosullanma) etki; iskeminin kaginilmaz
oldugu cerrahi girisimlerde, 6zellikle organ transplantasyonlarinda, organ
canliligin1 ve yasam siirelerini artiran basit ucuz etkili bir yontem olmaya
adaydir.

Iskemik  sonkosullanmanm Iskemi-reperfiizyon(i/R) hasarinda
koruyucu etkisi bircok organda gosterilmistir. Biz calismamizda bobregi
iskemi sonrast repeflizyonu takiben kisa iskemilere maruz birakarak
sonkosullanmanin ve karacigerde uygulanan sonkosullanma iskeminin uzak

organ olan bobrege etkisini aragtirdik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Iskemi-Reperfiizyon
Bir organa gelen kan akiminin cesitli nedenlerle yetersiz hale

gelmesi veya durmasi iskemi olarak tanimlanir. Bu tiir kan akimindaki
bozulma ve dokularda iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 klinik olarak
vaskiiler ve transplantasyon cerrahisi, turnike uygulamasi, serbest doku
transferleri, akut kompartman sendromu ve ampute ekstremitenin

replantasyonu gibi durumlarda ortaya ¢ikabilir(1).

Iskemiye bagli olarak ilgili doku hipokside kalir ve bunun sonucunda
doku hasar1 ortaya ¢ikar. iskemi, hiicrede enerji diizeyinin diismesine ve
toksik metabolitlerin dokuda birikmesine yol acgarak hiicrede fonksiyon
bozuklugu ve sonrasinda hiicre Oliimiine kadar gidebilen bir dizi

biyokimyasal reaksiyonu baslatir(2).

Reperfiizyon ise doku kanlanmasimin yeniden baslamasidir. iskemik
bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda (reperfiizyon),
ozellikle dokuya gelip yerlesen polimorfoniikleer lokositler (PMNL)
tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri (SOR) dokudaki yikim
tizerinde daha fazla artirict etki yapar. Bu olay ise reperfiizyona bagli doku
hasar1 olarak tanimlanir(3). Hasarin siddeti iskeminin siiresine, dokunun
1s1sina ve dokuya 6zgiin faktorlere bagli olarak degisir(4). Reperfiizyon
doneminde baslayan reaksiyonlarin sitotoksik oksidanlar ile iligkili olmasi
nedeniyle, bu donemde gelisen hasarin sadece iskemiden sonra olusan

hasara gore daha ciddi oldugu bildirilmistir

Iskemi sirasinda iskemik dokuda toksik oksijen radikalleri iiretilir.
Reperflizyondan sonra serbest oksijen radikalleri ve siiperoksit radikalleri
endotel hasarina ve vaskiiler gegirgenligin artmasina neden olur. Ayrica
aktive olan adezyon molekiilleri ve sitokinler de sistemik inflamatuvar

yaniti baslatirlar(5).

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarini 6nlemek i¢in
viicutta bulunan ¢ok sayidaki hiicre koruyucu enzimleri ile kars1 koyarak,

antioksidan maddeler ile radikal hasar1 sinirlandirilmaya caligilir. Saglikli



viicutta hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest
radikallerin birbirleri arasinda dengeli bir iliski bulunmaktadir(6). Iskemik
ortamda doku adenozin trifosfat (ATP) diizeyi azalmakta, asidoz olusmakta
ve uzun iskemi siirelerinin ardindan gelen reperfiizyon sonrasi bosalan ATP
depolart  organ  canliligmi  siirdiirmek  i¢in  yeterli = miktarda
doldurulamamaktadir. Reperflizyon sonrasi ortama gelen notrofiller ve
bunlardan agiga ¢ikan mediatorlerin zararli etkileri de eklenince organ veya

doku 6liimii kagiilmaz olmaktadir(7).

2.2. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

Iskemi-reperfiizyon hasar1 (I/R H) viicudumuzdaki tiim organlarda
kendini gosterebilen ve yalniz meydana geldigi organla sinirli kalmayan,
pek ¢ok organ ve sistemde olumsuz etkiler yapan patolojik bir durumdur(8).
Iskemi organi veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagl
olarak gelisen doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre/doku zedelenmesine
neden olmaktadir. Geri doniisiimsiiz hiicre hasarini 6nleyebilmek igin
organa/dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi gerekmektedir. I/R H’y1
onlemek amaciyla cogunlugu deneysel olan calismalarda, birgok
farmakolojik ajan kullanilmistir(9).

Reperfilizyon; iskemi sirasinda duran ya da yavaslayan kan akiginin
yeniden normale donmesidir. Iskemik organda kan akisi her ne kadar
normale donse de iskemik organ, fonksiyonlarini kismen geri kazanir(10).
Kan akig1 reperfiizyon ile diizenlenirken iskemi boyunca meydana gelen
biyokimyasal ve molekiiler degisimler serbest oksijen radikallerinin
olusumuna neden olurlar(10). Siiper oksit (O2--) anyonu, hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil (-OH) en iyi bilinen serbest oksijen radikallerdir. Bu
iiriinlerin olusumunda ksantin oksidaz (KO) sistemi ile difosfoniikleotid
(NADPH) sistemi etkin rol oynamaktadir(11). Sonugcta reperfiizyon iskemik
dokularda iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha fazla bir hasara yol
acgabilmektedir(13).

Iskemi-reperfiizyondan (I/R) en ¢ok mikrovaskiiler damar endotel
hiicreleri etkilenir. Bu silire¢ boyunca olusan serbest oksijen radikalleri

endotel hiicrelerinin sismesine ve kapiller gecirgenligin artmasina neden



olur. Reperfiizyon olusurken normale donmeye calisan kan akimi ile
birlikte, hali hazir da bol miktarda salinmis bulunan inflamatuar
substratlarin iskemik alana ulasimi da saglanir. Aktiflesen noétrofiller,
inflamatuar hiicrelerle birlikte bolgesel hasarin ¢ok daha genislemesine yol
acar. Reperfiizyon hasarinin boyutu dokudan dokuya degismektedir. Deri ve
kemik dokulari, iskelet kasi ve intestinal mukozaya gore I/R’ye daha
dayaniklidir. Iskemi-reperfiizyon periyodunun uzunlugu ve derinligi, doku
mikrosirkiilasyonunun geri doniigiimiinii, hiicrenin temel yap1 ve
fonksiyonlarmi degisik derecelerde etkileyerek hasarin biiyiimesine neden

olmaktadir(13).

1. Akut Hiicre Zedelenmesinin Nedenleri
Akut hiicre zedelenmesi, uyarana karsi olusur ve hiicre
morfolojisinde degisimler meydana getirir. Iskemide aktive olan SOR lipid

peroksidasyonuna ve hiicre harabiyetine neden olur .
RADYASYON [LTIHAP OKSIJEN TOKSISITESI

ISKEMI KIMYASALLAR

e e

(HIPOKSI) BN\ I U NNORIAYBI (O, H,O,, -OH)

1

HUCRE ZEDELENMES]

Sekil 2.1: Akut Hiicre Zedelenmesinin Nedenleri

1. Geri Doniisiimlii Zedelenme
I.  Hipoksi, hiicre hasart ve 6liimiiniiniin en sik nedenlerinden biridir.

Hipokside, hiicre i¢i oksijen azlig1 nedeniyle aerobik solunum aksar
ve mitokondrideki oksidatif fosforilasyon engellenir. Adenozin

trifosfat (ATP) iiretimi azalir ya da tamamen sona erer. ATP kaybi1




sonucu ATPaz aktivitesi de azalir. Bu, hiicre zarinda bulunan aktif
sodyum pompasi yetersizligi ve beraberinde hiicre i¢inde sodyum
birikimi sonucunu dogurur. Hiicre i¢i potasyum disar1 atilir.
Ardindan su hiicre igine girer ve hiicresel sisme meydana gelir.
Hiicresel sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin birikimidir(14).

II. Hiicrenin enerji metabolizmasi bu siire¢ igerisinde glikoza bagiml
hale gelir. Glikojen depolar1 hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve
fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin birikimine, bu
ise hiicre i¢i pH’y1 diisiirerek asidoza neden olur.

II1. Sonrasinda graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir
ve polizomlar monozomlara parcalanarak protein sentezi azalir.
Hipoksi devam ederse membran gegirgenligi artar ve mitokondri
fonksiyonlar1 yavaglar. Bu sirada mitokondriler normal, hafif
yogunlasmis ya da sismis, endoplazmik retikulum ise geniglemis
olarak goriiliir. Sonugta hiicre belirgin bigimde siser. Buraya kadar
olan olaylar geri donebilir degisikliklerdir. iskemi bu andan sonra da
devam ederse, geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesi baslar. Hiicre
hasarinin yapisal degisiklikleri, baz1 kritik biyokimyasal sistemlerin
bozulmasindan sonra goriiniir hale gelir. Hiicre sismesi geri
doniisiimlii bir hasardir ve dakikalar i¢cinde goriilebilir. Hiicre 6limdi,
ornegin miyokard bulgular1 tam iskemiden 10-12 saat sonrasina
kadar 151k mikroskobu ile goriilmemektedir. Geri doniisiimsiiz hasar

son bilgilere gore ilk 20-60 dakika i¢inde olusur(15).

2. Geri Donusiimsiiz Zedelenme

Geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda
asir1 vakuolizasyon ile plazma zarinda asir1 zedelenme vardir. Hasarlanmis
ve ileri derecede gecirgenlesmis zarlardan hiicre i¢in gerekli yasamsal
elemanlarin kayboldugu goriiliir. Hiicre i¢i pH’nin diismesi, lizozom
zarlarinin zedelenmesi ve beraberinde enzimlerin sitoplazmaya gecerek asit

hidrolazlar1 aktiflemesi sonucu, ¢ekirdek ve sitoplazma yapilar1 sindirilir.



Hiicre zedelenmesinde en Onemli basamak kuskusuz ~membran
zedelenmesidir.

Hiicre membran zedelenmesinin alt1 farkli nedenden kaynaklandigi
kabul edilmektedir. Bu nedenler su sekilde siralanir;

1. Mitokondri fonksiyon bozuklugu,

Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi,
Hiicre iskeletindeki degisimler,
SOR,

Lipid yikim iiriinleri,

AN O

Hiicre i¢i aminoasidlerin kaybi.

Membran zedelenmesi, hiicrelerarasi mesafeden hiicre i¢ine dogru
kalsiyum (Ca+2) tutulumuna neden olur. Reoksijenasyondan sonra
mitokondri tarafindan tutulan Ca+2 hiicresel enzimleri inhibe ve proteinleri
denature eder. Sonugta koagiilasyon nekrozuna 6zgili hiicresel degisimler
meydana gelir(16).

Iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamasi, reperfiizyon
olarak adlandirilmaktadir. Iskemi sonucunda artan SOR kan akimi
diizeldikten sonra reperflizyon zedelenmesine yol acar. Reperfiizyon
olusmazsa, Oldiirticii iskemik zedelenme gelisir fakat toksik SOR olusmaz.
Reperfiizyon sirasinda iskemik alanda toplanan noétrofil ve trombositlerin
aktivasyonu, hiicre i¢i Ca+2 birikimi ile mikrovaskiiler hasarin dokudaki
zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. Toksik oksijen tiirevlerinin
bliylik 6lciide iskemik alanda toplanan polimorf niiveli 16kositler tarafindan

yapildig: diistintilmektedir(17).
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2.3 Iskemi-Reperfiizyon Hasarimin Fizyopatolojisi

I/R sonras1 dokularda mikrovaskuler fonksiyon bozuklugu gelisir.
Arteriyollerde endotele bagimli dilatasyon bozulur. Kapillerlerde l6kosit
tikaglart olusur, sivi filtrasyonu artar. Postkapiller veniillerde plazma
proteinlerinin damar disina ¢ikmasi ve lokositlerin hareketliligi baslar.
Mikrosirkulasyonun biitiin segmentlerinde aktive olan endotel hiicreleri
daha fazla serbest oksijen radikalleri (SOR) ve daha az nitrik oksit (NO")
iretir. Endotel hiicrelerinde siliperoksit radikali ve nitrik oksit arasindaki
dengesizlik inflamatuar mediyatorlerin {iretim ve salimimina Onciiliik
ederken adhezyon molekiillerinin biyosentezini de arttirir(19).

Hipoksi sirasinda adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durmasina
ragmen kullanimi devam eder. Yiiksek enerjili ATP’nin fosfat baglarinin
kirilmasiyla adenozin monofosfat (AMP) olusur. Daha ileri asamalarda ATP

adenozine kadar indirgenir. Adenozin, inozin {izerinden hipoksantine



indirgenecegi ekstraseliiler araliga hizla dagilir(20). Yapilan bir ¢aligmada,
2 saatlik iskeminin ATP konsantrasyonunu iskemi dncesi degerinin yaklagik
%40’1na diisiirdiigii, bu diisiisiin barsak dokusunda AMP’nin yaklasik 8 kat,
hipoksantinin 10 kat arttig1 gosterilmistir(21). Normal dokularda
hipoksantin, iirik aside doniisiir. Hipokside ise hipoksantin daha fazla
metabolize edilemez ve birikir. Ayni zamanda iskemide ksantin
dehidrogenazin biiylik bir kismi ksantin oksidaza doniislir. Bu doniistimiin
blyiikk bir kismi iskeminin baslamasi ile ilk dakikada gerceklesir.
Reperfiizyonun baglamasi ile ksantin oksidaz hipoksantini ksantine, sonra da
tirik aside doniistiiriir. Bu basamakta serbest oksijen radikalleri olusur.
Uzamis iskemi hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden
olur. Iskemi hiicresel oksidatif fosforilizasyonu azaltir. Hiicre membraninda
adenozin trifosfat (ATP) bagimli iyon pompasi fonksiyonunun bozulmasi
sonucu hiicre ic¢ine kalsiyum (Ca+2), sodyum (Nat) ve su girisi artar.
Iskemi sirasinda adenin niikleotit katabolizmasi sonucu hiicre icinde
hipoksantin birikir. Bu arada endotelde bazi proinflamatuar iiriinlerin
(I6kosit adhezyon molekiilleri, sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin,
tromboksan A2) yapimi artarken, diger bazi koruyucu iriinlerin (yapisal
nitrikoksit sentaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin (prostosiklin, NO")
yapimu baskilanir. Boylece iskemi, daha sonraki reperfiizyon doneminde

doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durum baslatir(22).

Iskemi sirasinda hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir ve ilk
olarak mitokondriler tarafindan oksidatif fosforilasyon yolu ile iiretilen ATP
sentezi durur. ATP (Adenozintrifosfat): Hiicrelerin tiikettigi enerji ¢esididir.
Hiicre icinde ATP iki yolla tiretilir;

1- Memeli hiicrelerinde 6nemli olani oksidatif fosforilasyonudur.

2- Ikinci yol glikolitik yoldur, glikoz kullanilir.
ATP Hiicre zarindan geg¢medigi i¢in disart ¢ikamaz. Suda ¢dzlindiigi icin
depolanamaz. ATP kaybi hiicre i¢inde ¢esitli sistemleri yaygin olarak ayni
anda etkiler.

Bunlar;



ii.

L)

Na+-K++ATPaz pompa bozuklugu:

Fizyolojik kosullarda hiicrede ii¢ sodyum iyonunun hiicre disina, iki
potasyum iyonunun hiicre icine tasmmmast islemi bir ATP
molekiiliinin ~ ADP'ye  doniistiiriilerek  metabolik  enerjinin
kullanilmasimi gerektirmektedir. Ozellikle hiicre zarmin quabain
duyarli ATP aktivitesinin azalmasi zarda aktif sodyum pompasinin
yetersizligine yol acarak hiicre i¢i sodyum birikimi ve hiicreden
potasyumun disart atilimina yol agar. Solid materyalin birikimine
izoozmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme olusur(14).
Hiicre i¢i asidoz gelisimi buna bagli olarak pH’nin diismesi:

Hiicrede ATP iki yolla iiretilir:

Glikolitik yol (Glikoliz): Anaerobik (oksijensiz) ortamda glikozun
piriivikasit {lizerinden Laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi ile
laktikaside yikilmasi olayidir. Glikozdan bu yolla 2 ATP’lik enerji
saglanir. Glikolizin amaci, organizmaya gerekli kimyasal enerjiyi O2
gerektirmeden ve kisa bir yoldan saglamaktir. Glikolizde, glikoz
molekiilii bagina elde edilen toplam enerji, glikozun oksidasyonuyla
elde edilene gore cok azdir. Fakat diisiik oksijen basincinda bile,
dokularin gereken enerjiyi bu yoldan sagliyabilmeleri yoniinden ¢ok
onemlidir. Iskemide hiicreler tarafindan kullanilan glikozun % 80-
90" sitoplazmada anaerobik olarak glikoliz yoluyla kullanilir.
Oksidatif fosforilasyon (Sitrikasit ¢evrimi-Krebs ¢evrimi): Buna

aerobik glikoliz de denilebilir.

Anaerobik glikoliz yoluyla sentez edilen piriivat ve laktat daha sonra

mitokondrilerin i¢ine girer ve burada aerobik glikoliz yoluyla yikilmaya

baglar. Anaerobik glikolizde piriivikasit, yag asitlerinin yikilmasi sonucu

olusan Asetil-CoA’lar ve birgok aminoasitler Krebs cevrimine girerek

yikilirlar ve organizmanin kullanilabilir enerjisi olan ATP’yi olustururlar.

Bu yolla 36-38 ATP elde edilir. Krebs ¢evrimi hiicreninmitokondrilerinde

gerceklesir. Glikozun oksitlenmesiyle olusan iriinler 6CO2, 6H20, 36-

38ATP, Cevreye serbestlesen viicut 1s1sinin saglayan enerjidir.



Anaerobik glikoliz sirasinda ortaya c¢ikan laktat ve piriivat, glikolizin
ilerki evrelerine iletilmediginde hiicre iginde birikirler. Aerobik glikoliz
kesinlikle  oksijenli ~ ortamda, oksijen  kullanarak  gerceklesir.
Mitokondrilerdeki oksijen yetersizse aerobik glikoliz ger¢eklesemez ve
boylece glikozdan enerji tiretimi aerobik glikoliz basamaginda takilmis olur.
Bu durum hiicre ve organizma ig¢in istenmeyen bazi olumsuz sonuglar
dogurur. Glikozun yikilimi tam olmaz, buna bagli olarak iiretilecek ATP
orani azalir. Aerobik glikoliz yolu tikandiginda hiicre biiyiik oranda ATP
kaybeder, ¢iinkii glikoz piriivat diizeyine kadar yikilabilmis, boylece 36-38
ATP yerine yalniz 2 ATP iiretilebilmistir.

Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 stimiile olan glikolitik yol, ortamda
sitrat, laktat, nikotin amid adenin diniikleotid (NADH) birikimi ve doku
asidozunun gelismesiyle inhibe olur. iskemik dokuda var olan oksijen ise
oksidatif fosforilasyonu desteklemek icin yetersiz kalir ve glikoliz sonucu
olusan piruvatin Krebs siklusuna degil de laktata doniisii gerceklesir.
Boylece glikojenden ATP olusumu ile hiicre enerji kaynaklar1 korunur.
Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik
fosfat birikimine neden olur. Sonugta hiicre i¢ci pH diiser ve asidoz
gozlenir(23).

iii.  Intraselliiler Ca++ birikimi:

Normal durumlarda sitosolik serbest kalsiyum ekstraselliiler
seviyesiyle karsilastirildiginda hiicre icinde diisiik konsantrasyonda bulunur
ve cogu da mikokondriler ve ER icinde tutulur. Bu denge membranlar
yardimiyla Ca++, Mg++ATPaz tarafindan modiile edilir. Iskemi ve belirli
toksinler erken donemde sitosolik Ca konsantrasyonunda artmaya neden
olur, bu mitokondri ve ER dan Ca++ salinim1 ve plazma membraninin gegen
net Cat++ akist nedeniyledir. Hiicrede Ca++ yiikselisi i¢in daha sonra
membran permeabilitesinde nonspesifik artisla destek verilir. Artmis Ca++
cok sayida enzimin aktivasyonunu saglar. Bunlar; Fosfolipaz (membran
hasarmi baslatir), proteaz (membran ve sitoiskelatal proteinleri pargalar),
ATP az (ATP nm azalmasini hizlandirir) ve endoniikleaz (kromatin

pargalanmasi ile birliktedir) dir(24).



iv.  Piirin metobolitlerinin birikimi:
Iskemi siiresi uzadikga yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi
baslar, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikir.
Hipoksi ve hiicre i¢i kalsiyum birikimi ayn1 zamanda ksantin dehidrojenazin
(XD) ksantin oksidaza (XO) doniisiimiine yol agar. Ksantin dehidrojenazin
ksantin oksidaza doniigiimii Ca++ bagimli proteazlar araciligi ile olur. Bu
proteazlarin aktivasyonu; iskemi esnasinda, timdr nekrozis faktor (TNF),
interlokin-1 (IL-1), interlokin-3 (IL-3), notrofillerden saliverilen elastaz ve
kompleman aktivasyonu
tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu arada endotelde bazi proinflamatuar
tiriinlerin
(I6kosit adhezyon molekiilleri, sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin,
tromboksan A2) yapimi artarken, diger bazi koruyucu iriinlerin (yapisal
nitrikoksit sentetaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin (prostosiklin,
NO) yapmmu baskilanir. Bdylece iskemi, daha sonraki reperfiizyon
doneminde doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durum
baslatir(25).

Iskemik dokularn reperfiizyonu ile iskeminin siddetine ve siiresine
bagli olarak, bir kisim hiicre nekroz veya apoptozis ile 6lmeye devam eder.
Etkilenen dokularda siklikla nétrofil infiltrasyonu goézlenir. Parenkimal
hiicreler, endotel hiicreleri ve lokositlerce SOR yapimi artar. Bu arada
hasarli mitokondrilerde oksijen yetersizligi veya alternatif yollardan
oksijenin indirgenmesi ile de SOR olusabilir. Hiicresel antioksidan savunma
sistemleri de iskemi nedeniyle zayiflar. Bu durum hiicreyi reperfiizyon
donemindeki hasara kars1 dayaniksiz kilar(26).

Apopitozis, programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Bir grup
protein ve gen ekspresyonunun birlikte islemesi sonucunda meydana gelir.
Gen ekspresyonu ile birlikte c¢ekirdekteki deoksiriboniikleik asit (DNA)
kirilir, kromatin c¢ekirdekte yogunlasir, c¢eperde toplanir, sitoplazma
biiziisiir, bu esnada hiicre membran biitiinliigli ve mitokondrinin dis yapisi
korunur. Sonunda hiicre apopitotik cisimcikler olusturarak parcalanir. Bu

cisimcikler yakinindaki yerlesik hiicreler, bolgesel makrofajlar, mikroglial



hiicreler tarafindan abartili bir inflamatuar reaksiyon olmadan fagosite
edilirler(27).

Nekrotik hiicre 6liimii ise apopitozdan ¢ok farklidir. Hiicre sismesi,
membran biitlinliigiinin kayb1 ve belirgin inflamasyon ile karakterizedir.
DNA  iplikcikleri, apopitozdaki gibi interniikleozomal baglanti
noktalarindan, diizenli olarak kirilmaz, rastgele olacak sekilde kirilir(28).

Canli hiicrelerinin reperfiizyondan hasar gormelerinde apopitozisin
onemli bir faktor oldugu, hem hayvan deneylerinde, hemde klinikte
transplantasyon ¢alismalarinda gosterilmistir(29).

Reperfiizyon sonucunda pre-apopitotik proteinler olan caspase-3 ve
caspase- 8’in aktivasyonu ile apopitoz tetiklenir. Caspase-3 ve caspase-8
birlikte mitokondrial membran yapisinda ve fonksiyonlarinda bozulmaya
yol agmanin yanisira sitoplazmaya sitokrom C vitamini salinimina ve bunun
sonucunda niikleer DNA’nin yikilarak hiicrenin  6lmesine sebep
olmaktadir(30).

Apopitozu baslatan genler, 6liim sinyallerini hiicre diginda bulunan
oliim reseptorleri araciligi ile hiicre igine iletirler. Oliim reseptérleri, timor
nekrozis faktor (TNF) reseptoriiniin st ailesine aittirler ve TNF R-1, FAS
ve p75 NTR’yi igerirler. Oliim sinyalinin disaridan gelmesi sart degildir
hiicre igerisinde hasarlanmis DNA, endoplazmik retikulum veya
mitokondride bu sinyalin kaynag1 olabilir(31).

Genel olarak 6zetlemek gerekirse; I/R hasarmin fizyopatolojisi ile
ilgili gesitli faktorler ileri stiriilmiistiir. Bunlar birbiriyle iligkileri karmasik,
hiicresel ve humoral olaylar serisi olup , Iskemik bir dokunun reperfiizyonu
dokunun oksijen ve diger metabolik ihtiyaglarimi karsilarken paradoksal
olarak dokularda hasar olusturur(32).

Iskemiye maruz kalan dokunun reperfiizyonu sirasinda aym anda
ortaya cikan reaksiyonlar sonrasinda doku hasar artar.

Bunlar;
a. Serbest oksijen radikali olusumu: Reperfiizyon ile oksijenin hizla
ve aniden dokuya sunumu, purinlerin ksantin oksidaz ile

oksidasyonuna ve boylece siiperoksit (O2 ) radikalleri ve iirat



olusumuna neden olur. Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz ile
daha stabil bir molekiil olan H202 ye déniistiiriiliir. Iskemi
nedeniyle hiicresel antioksidan savunma sistemlerininde zayiflamasi
ile H202 demirin katalize ettigi bir reaksiyon ile daha toksik olan
OH olusturur(33,34).

Serbest Radikallerin Hasar Mekanizmasi

Serbest radikaller biitiin hiicresel makromolekiillerle reaksiyona
girebilirler. Serbest radikallerin hiicre membranindaki Ca++, Mg++ATPaz
tizerine ve hiicre i¢i kalsiyum depolarina etkisi sonucu hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerini artirdig1 gosterilmistir. Kalsiyum diizeylerindeki artis ise
fosfolipaz aktivitesini stimiile ederek serbest arasidonik asit diizeylerini
yiikseltmektedir. Bunu takiben siklooksijenaz, lipoksijenaz yolaklar1 ve
aragidonat metabolizmas1 {izerinden, prostaglandin ve Idkotrienlerin
yanisira, O2 ve toksik lipit peroksidleri olusmaktadir. Olusan bu peroksitler,
siklooksijenaz aktivitesi araciligi ile vazokonstriktor tromboksan olusumunu
artirmaktadir. Lipoksijenaz yolagi lizerinden olusan l6kotrienler ve PAF’da
yine vazokonstriksiyona, kemotaksise ve lokosit adherensine neden
olmaktadir. Biitiin bu baslangic olaylarin endotel hasarina ve graft
fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir(35).

Hiicresel hasar olusumunda 6zellikle ii¢ tip reaksiyon énemlidir;

1. Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel
membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali
membran lipidleri ile ¢ift bag yapar ve bdylece lipid-radikal etkilesimi ile
zincirleme reaksiyon sonucu pek ¢ok lipid peroksidasyon iiriini
(malondialdehit (MDA), dien konjugatlar1 gibi) olusur. Eritrosit
membranlarinin, lipozomal membranlarin (6zellikle hiicre ve mitokondri)
okside olmasi ile bu yapilarin fiziksel ve kimyasal ozellikleri degisir.
Membranin iyon gegirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur. Boylece
yaygin membran, organel ve hiicre hasar1 ortaya ¢ikar.

MDA: Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag
arasinda yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile

baslatilan kompleks bir fenomendir. Sonucta yeni bir karbon merkezli lipid



serbest radikali olusur. Oksijen varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden
lipid peroksitler veya hidroperoksitler olusmaktadir. Bu son {iiriinler nispeten
daha stabil bir son iiriin olan ve lipid peroksidasyonunun markeri olarak
kullanilabilen MDA ’ya dontistir(6).
2. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri,
aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak protein-protein
baglarinin olusmasina yol acarlar. Ayrica protein yapisinda, ana zinciri
okside ederek proteinlerin par¢alanmasina neden olurlar. Boylece hiicrede
fonksiyonel 6nemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikar.
3. DNA hasari: Serbest oksijen radikalleri, niikleer ve mitokondrial
DNA’da timin ile reaksiyona girerek tek zincir kirilmalari olusturur.
Sonugta hiicrelerin enerji kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre 6liimii olur.

Reoksidasyon sirasinda allopurinol (ksantin oksidaz inhibitorii),
SOD veya CAT uygulamasimnin endotel hiicre hasarimi Onledigi
gosterilmistir(36,37).

Organizmada olusan serbest radikaller yukarida adi gegen SOD,
CAT, ve GPx gibi enzimlerin yani sira non-enzimatik bir sekilde de
stiptiriiliirler.
Enzimatik olmayan baziserbest radikal siipiiriiciileri sunlardir;

Mannitol, hidroksil radikallerini mannitol serbest radikallerine
doniistiiriir. Bunlar da daha sonra diger mannitol serbest radikalleri ile
reaksiyon vererek stabil reaktif olmayan mannitol dimerlerini olusturur(36).
Anjiotensin  doniistliriici  enzim inhibitorlerinin  muhtemelen siilfidril
gruplart araciligr ile giicli radikal siipiiriicii etki gosterdikleri ileri
stiriilmektedir(36).  Alblimin, serbest siilfidril gruplart ile lipit
hidroperoksidler tlizerinde siipiiriicii etki ve peroksidaz benzeri etki gosterir.
Lipofilik hipokolesterolemik bir ajan olan probukol de I/R’den sonra
bobrekte lipit peroksidasyonunu (LPO) onleyici etki gostermistir(36).
Dimetilsiilfoksid (DMSO), OH radikalinin gii¢lii bir siipiiriiciisiidiir.
Serbestce membrani asarak intraselliiler diizeyde 6rnegin mitokondride
serbest radikal olusumuna etki eder. Desferrioksamin ve Deferoksamin

3
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baglanan selatorlerdir. Bu ajanlarin  renal /R modellerinde lipit
peroksidasyonunu onledigi gdsterilmistir(35). Dimetiltiyoiire (DMTU) ise
JOH, H202, ve HOCI siiptiriictistidiir. Lipid membranlarini asarak hiicre
ici diizeyde etki gosterir. Bu ajanlarin renal I/R modellerinde renal
fonksiyonlar iizerinde faydali etkileri gosterilmistir. Siklooksijenaz
inhibitorii indometasin, arasidonat metabolitlerinin azaltarak renal lipid
peroksidasyonu azaltmistir(35). Kalsiyum antagonisti diltiazemin, kalsiyum
bagimli fosfolipaz aktivasyonunu inhibe ederek insanda renal graft
fonksiyonlar1 diizelttigi bildirilmistir.

Serbest radikal hasar1 nétrofil aktivasyonunun oOnlenmesi ile de
azaltilabilir. Bu olay teorik olarak NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat) oksidaz aktivitesinin inhibisyonuna dayanir. Lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokdrleri, non steroidal antiiflamatuvar (NSAI) ilaglar ve
difenilen iodonyumun invitro nétrofil NADPH oksidaz aktivasyonunu ve
fonksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak bu ajanlar spesifik olmayan
etkileri nedeniyle bazi durumlarda sistemik toksisiteye neden olabileceklerin
den kullanimlar1 sinirhidir(38).

Serbest radikallerin rol oynadig1 fizyopatolojik durumlar ve
hastaliklardan bazilar1 sunlardir;  Yaslanma, Kanser, Cesitli inflamatuar
hastaliklar (Romatoid artrit ve diger otoimmun hastaliklar gibi), SSS
hastaliklar1 (Epilepsi, Alzheimer hastaligi, Parkinson vb.), Ateroskleroz,
Radyasyon hasari, Diabetes mellitus, Gastrointestinal sistem hastaliklari

(ilser, kolit vb.), Hemorajik sok, I/R hasari.

b- Nitrik oksit (NO) miktarinin peroksinitrit ( ONOO- ) olusumuyla
azalmasi: iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagiml
dilatasyonun bozulmasina, kapilerlerde 16kosit tikaglarinin olugmasi ve sivi
filtrasyonunun artmasina, postkapilerveniillerde plazma proteinlerinin
damar digina sizmasina ve bdylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina
neden olur. Reperfiizyonun baslangic doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim
segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla miktarda

stiperoksit radikali (O2) olusurken , bu radikalin NO ile reaksiyona girip



peroksite donilisiimii ile ortamdaki NO miktar1 azalir. Endotel, nitrik oksit
(NO) i¢in en onemli kaynaktir. NO, iskemi reperfiizyon hasarina karsi
oldukca iyi bilinen mediatér ve koruyucudur. Nitrik oksit (NO), L-
Arginin’in guanidyum grubundan, NO sentetaz (NOS) enzimi araciligi ile
sentezlenen diatomik serbest radikaldir(39). NOS sinir dokusunda, vaskiiler
endotelde, trombositlerde ve diger dokularda bulunur. NOS’in, ndronal
NOS (tip I, nNOS), indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) ve endotelyal NOS
(tip III, eNOS) olmak tizere farkli lokalizasyon ve diizenlenmeye sahip {i¢
izoenzimi vardir. Noronal NOS (tip I, nNOS) ve endoteliyal NOS (tip III,
eNOS), Cat++ ve Kalmodulin bagimli esas izoformlardir. Noronal NOS (tip
I, nNOS), noral iletide foksiyon goriir. Endoteliyal NOS (tip III, eNOS)
bobreklerde bulunur. Endoteliyal NOS (tip I, eNOS) vasitasiyla
olusturulan nitrik oksit (NOe), vaskiiler diiz kas hiicrelerinin relaksasyonu
icin en dnemli sinyaldir.

Indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) normal sartlar altinda bulunmaz.
Inflamasyon veya enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler
tarafindan indiiklenir ve uzun donemde bol miktarda {iretilir. iNOS
hepatositler, makrofajlar, nétrofiller, diiz kas hiicreleri, kondrositler gibi
bircok hiicre tipinde indiiklenebilir. iINOS vasitasiyla olusturulan NO,
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve bu nedenle nonspesifik konak savunma
sisteminin énemli bir pargasidir. Sepsis, astim, romatoit artrit, aterosklerotik
lezyonlar, tiiberkiiloz, inflamatuvar bagirsak hastaligi, Helicobacter
pylori'nin yol actig1 gastrit, allogreft rejeksiyonu, Alzheimer hastaligi ve
multipl skleroz gibi genis bir hastalik grubunda iNOS'un arttig1 saptanmustir.
NO un devamli ve asir1 liretilmesinin, bu hastaliklarin semptomlariin bir
kismindan sorumlu oldugu disiiniilmektedir. NO vaskiiler tonusun
fizyolojik regiilasyonu, platelet agregasyonun inhibisyonu, endotele 16kosit
adezyonunun  engellenmesi, oksijen derive serbest radikallerin
temizlenmesi, normal vaskiiler permeabilitenin idamesi, diiz kas
proliferasyonunun engellenmesi, immiin defansin gii¢lendirilmesi ve endotel
hiicrelerinin rejenerasyonu gibi birgok yasamsal olayda etken bir maddedir.

Nitrik oksitin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarigmaya girmesi ve



stiperoksit (O2—) radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO-)
olusur. Boylece nitrik oksitin fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi
ortaya c¢ikar. Vaskiiler toniisiin diizenlenmesi i¢in siiperoksit (O2-—) ve
nitrik oksit (NO) arasindaki fizyolojik dengenin O6nemli oldugu ileri
stiriilmektedir. Siiperoksid radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi,
endotel hiicreleri ve makrofajlardan PAF (trombosit aktive edici faktor),
TNF, IL-1 gibi inflamatuar mediyatorlerin salinimina ve 16kosit-endotel
hiicre adhezyonuna aracilik eden ICAM ve ECAM gibi adezyon
molekiillerinin biyosentezinin artmasina neden olur(40).

Sonug olarak Iskemiye maruz kalan endotelyumda, NO salmiminda
ciddi bir azalma ile karsilasilir ise olusacak iskemi-reperflizyon hasari
fazlalasacaktir.

b. Notrofil aktivasyonu: I/R hasarinda reaktif oksijen tiirevlerinin ve
makrojlarin nétrofil aktivasyonu ve adezyonuna neden olmak suretiyle doku
hasarina yol agtiklar ileri siiriilmektedir. Reperfiizyon hasarini 6nlemeye
yonelik antindtrofil serumlarla ya da lokosit adezyon molekiillerine karsi
monoklonal antikorlarla yapilan calismalar, reperfiizyonda mikrovaskiiler
permeabilitedeki artistan  baslica nétrofillerin  sorumlu  oldugunu
gostermistir. Dolayisiyla I/R hasarinda goriilen patolojik degisikliklerde
notrofiller Onemli bir yer tutmaktadir(40). Notrofillerin aktivasyonu
ozellikle venlerde olmak iizere parankimal organlarda fonksiyon kaybina
yol agmaktadir. Bu nedenle nétrofillerin endotel hiicrelere adezyonu hasarin
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Gerek endotel hiicresi, gerekse
notrofil kaynakli O2 radikalinin etkisi ile NO (EDRF), SOD, KAT ve pek
cok antiproteazlar inaktive edilerek proteolitik aktivite giliclenmekte ve
boylece de doku hasar1 olugsmaktadir.

c. Proinflamatuvar Sitokin sahmim: Iskemik dokunun reperfiizyonu
ile baslica dokuda bulunan makrofajlar tarafindan dolasimdaki nétrofillerin
ve lenfositlerin inflamasyon bolgesine ¢ekilebilmesi icin ¢esitli mediatdrler
salgilanr. Bu mediatorlerin en 6nemlileri TNF a ve IL-18’dir

Timor Nekroz Faktorii-alfa (TNF-a): Ciddi bir ameliyata baghh doku

travmast veya infeksiyonlar sonucu olusan inflamatuar kompleks, bir



proinflamatuar sitokin dongiisiiniin baglamasina neden olur. Bu sitokinler
arasinda TNF-a, konak¢r cevabinin olusumuna yol agan ilk ve en potent
mediyatorlerden biridir. TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve splanknik
dokularda ¢ok bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleridir(41).

Kupffer hiicreleri, insan viicudunda bir arada bulunan en biiyiik
makrofaj toplulugudur. i¢ organlardaki cerrahi veya travmatik yaralanmalar,
inflamatuvar mediatorlerin olusumu ve akut faz proteinlerinin yapimi gibi
homeostatik cevaplarin olusumunda belirgin etkiye sahiptir. Akut travmaya
cevap olarak TNF-a salimimi hizli ve kisa siirelidir. Endotoksin uyarist ile
akut inflamatuar cevap gelisimini taklit eden deneylerde TNF-o monofazik
bir egri izledigi, 90 dakikada pik yapip 4 saat i¢inde Olclilmeyecek diizeye
indigi saptanmistir. Yar1 omrii 15 -18 dk.olmasina ragmen, TNF’iin kisa
streli ortamda bulunmasi1 bile o6nemli metabolik ve hemodinamik
degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin aktive
olmasina neden olur. TNF {iretiminin kisa siirmesi, ortamda regiile
edilemiyecek kadar ¢ok TNF-a aktivitesinin olugmasini engelleyen efektif
endojen mediatorlerin olduguna isaret eder. TNF yapimi ve aktivasyonunu
engelleyen bir¢ok dogal mekanizma bulundugu gosterilmistir(42).
Dolasimda transmembrandz TNF reseptorlerinin (solubl TNF reseptorleri =
sTNFR) endojen inhibitorleri saptanmistir. Bu reseptorlerin  kompetitif
olarak dolasimda bulunan fazla TNF’yi sekestrize ederek koruyucu rol
aldiklar1 sanilmaktadir. Fakat muhtemelen diisiik diizeyli TNF aktivitesinde
ve kisa siire ile bu islemi yapabilmektedirler. TNF-a ayrica, stres sirasindaki
adale katabolizmasi ve kaseksi tizerine de 6nemli etkileri olan bir sitokindir.
Iskelet hiicresinden mobilize olan aminoasitler hepatik dolasimdaki santlar
araciligt ile enerji metabolizmasinda kullanilirlar. TNF-o’nin  diger
fonksiyonlar1 arasinda; koagiilasyonun aktivasyonu, prostaglandin
E2(PGE2), platelet aktive edici faktor (PAF), glukokortikoidler ve
eikozanoidlerin saliniminin arttirilmasi sayilabilir.

Interlokin-1 (IL-1):TNF-0, makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden
IL-1 biyosentezi ve salinimini indiikler. IL-1’in bilinen iki proinflamatuar

tirdi vardir; IL-1a ve IL-18. IL- la asil olarak hiicre zar ile ilgilidir ve



etkisini hiicresel kontakt araciligr ile gosterir. Dolasimda bulunan IL-18,
IL1a’ya oranla daha fazla miktarda sentezlenir ve travmayi takiben olusan
karakteristik sistemik degisiklikleri indikler. IL-1’in etkileri TNF-a’ya
yakindir ve benzer fizyolojik ve metabolik degisikliklere neden olur. IL-1 ve
TNF-a diizeyleri yiikseldiginde sitokinler bagimsiz olarak bir hemodinamik
dekompanzasyona neden olurlar. Diisiik dozlarda ise, yalnizca eszamanli
olarak verildiklerinde ayni yanit1 olustururlar. Bu gézlemler, TNF-a ve IL-
I’in  proinflamatuar  yanit  olusturmadaki  sinerjistik  etkilerini
desteklemektedir. IL-1 o’nin yar1 omrii 6 dk.kadardir. Primer rolii lokal
inflamatuar mediatdr olarak davranmaktir. Yar1 6mrii kisa oldugundan, akut
travma veya hastalik halinde kanda tespit edilme olasiligt TNF-a ya gore
daha azdir. IL-1, anterior hipotalamusta lokal prostaglandin etkisini stimiile
ederek travmaya karst olusan klasik febril yaniti da indiikler. IL-1’in
hipotalamustaki tokluk merkezine etkisi sonucunda anoreksia da
indiiklenmis olur. Bu sitokin IL-2 yapiminida arttirdigindan, dolayli olarak
T hiicre proliferasyonuna da katkida bulunur. Ayrica, kaseksinin
karakteristik Ozelligi olan adele proteolizi iizerine de etkilidir. IL-1’in
hipofiz bezi iizerine olan etkisiyle B-endorfin saliniminin ve santral opioid
benzeri reseptorlerin artmasi ile decerrahi sonrast agri algilanmasinda
azalma olur. TNF gibi, IL-1 de hipotalamus ve hipofiz iizerindeki
etkilerinden dolay1 ACTH ve glukokortikoid saliniminin  potent
stimilanidir. IL-1 reseptor antagonistleri (IL-1ra) olarak bilinen non-
antogonist IL-1 tlirevleride travma sirasinda salinir. Bu molekiil,
reseptOrlere baglanmak icin IL-1 ile kompetisyona girer, reseptore
baglandiginda ise belirgin bir etki olugsmaz. TNF-a ve IL-1 tarafindan
baglatilan inflamatuar dongiiniin daha distalindeki sitokin mediatorleri ise;
IL-2,IL-6,IL-8, graniilosit-monosit koloni stimiile edici faktor(GMCSF) ve
interferon-gama’dir(43).

Kalsiyum: Reperfiizyon sirasinda hiicre ve organelleri i¢inde asir1 Ca+2
birikimi ciddi doku hasar1 gelisiminin en 6nemli nedenidir. iskemide ortaya
cikan hiicre membran hasar1 ve gradient farki nedeniyle Ca+2 hiicre igine

girer. Ayn1 zamanda iskemi-reperfiizyon sirasinda, 6zellikle SOR tarafindan



sodyum-potasyum pompasinin bozulmasiyla artan hiicre i¢i sodyum
Cat+2’y1 daha da artirir. Disaridan Ca+2 girisinin yanisira, endoplazmik
retikulum da iskemi-reperflizyon hasarima bagli membran zedelenmesi
sonucu igerdigi Ca+2’y1 sitoplazmaya birakir. Normal kosullarda hiicre igin
yararlt olan Ca+2’nin reperfiizyon sonrasinda hiicre i¢inde asir1 miktarda
birikmesi sonucu ortaya ¢ikan hasara kalsiyum paradoksu denilmektedir.
Artan hiicre i¢i Ca+2 konsantrasyonu ATPaz enziminin inaktivasyonuna
neden olur. Boylelikle iskemide zaten azalmis olan ATP depolar1 daha da
bosalir. Hiicrede litik gorevi olan birgok enzimin Ca+2 tarafindan aktive
edilmesiyle hiicre yikimi baglar. Membran fosfolipidlerinin, aktive olan
fosfolipaz tarafindan parcalanmasi sonucu ise hiicre biitiinliigii bozulur.
Iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zar1 fonksiyonlarmin bozulmasiyla hem
hiicre i¢inde, hem de hiicre diginda 6dem goriiliir. Endotel hiicrelerinde
sisme ile damar dis1 bosluga sizan stvinin neden oldugu basi sonucu kapiler
damar liimeni daralir ve sonugta reperfiizyon olsa da mikrosirkiilasyonda
ciddi yetersizlikler ortaya c¢ikar. Reperfiizyon ile iskemide bozulmus
mikrosirkiilasyonun tam olarak diizeltilememesine “no-reflow olay1” denir.
Dokuda ortaya ¢ikan 6demin yanisira aktive olan notrofil ve trombositlerin

kapiller dolasimda kalmalar1 bu tabloya katkida bulunmaktadir(44).

2.4. Iskemik Onkosullanma

Kritik bir iskemi periyodundan sonra bir organa kan desteginin
yeniden saglanmasi, hasar ve disfonksiyona yol acar ve reperfiizyon hasari
olarak tamimlanir. Iskemi-reperfiizyon hasari genellikle organ nakillerinde,
majér organ rezeksiyonlarinda ve sokta gozlenir. Iskemik onkosullanma
(I0), kisa siireli iskemik siireglerin, daha sonra olusacak uzun siireli iskemi
ve reperflizyon hasarindan organin korunmasmi sagladigi adaptif bir
cevaptir. Iskemik dnkosullanma mekanik veya farmakolojik olabilir.
Tarihce; Farmakolojik yonden iskemik miyokard korumasi Braunwald
tarafindan giindeme getirildiginden beri (Maroko ve ark. 1971) 2 dekattir

biiyiilk bir hevesle arastirllmakta ancak halen giiniimiizde miyokardi



iskemiye kars1 bu Sekilde koruyacak bir ajan klinik kullanimda tedaviye
girmemistir.

Iskemik onkosullama ilk kez Murry ve ark.tarafindan 1986 yilinda
tanimlanmistir. Kopek koroner arterlerine 4 adet 5’er dakikalik iskemi ve
reperfiizyon periyodlar1 sonrasinda 40 dakikalik iskemiyle olusan enfarkt
alaninda iyilesmeyi gostermislerdir. Kalbin kendini iskemiye dakikalar
icinde adapte ettigini saptamislardir. Bu olaya klasik iskemik 6nkosullanma
denmistir ve bu olay ratlarda (45), tavsanlarda (45) ve domuzlarda (46)
olmak tiizere pek ¢ok tiirde gosterilmistir. Daha yakin zamanda da bu olusan
klasik onkosullanmanin ardindan birka¢ giin sonra daha zayif ikinci bir
koruma periyodu olustugu gosterilmistir(47,48). Direkt incelemek miimkiin
olmasa da insanda da bu olayin gergeklestigine dair kanitlar
mevcuttur(49,50). Iskemik onkosullanma, karaciger, beyin, spinal kord, ve
bobrek gibi pek ¢ok diger doku da olusturulabilmektedir. Bu olayin varligi
rat ve fare kalbinde ve tavsan spinal kordunda da deneysel

olusturulabilmektedir.



Mekanizma:

Iskemik onkosullanmaya dahil olan molekiiller temelde 3 grupta
toplanabilir;
Tablo 2.1. Iskemik énkosullanmaya dahil olan molekiiller.
a. Iskemik dnkosullanmanm | b. Iskemik c. Iskemik
tetikleyicileri onkoSullanmanin onkosullanmanin
mediatorleri ug efektorleri
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Sekil 2.3. Iskemik kosullanma mekanizmalar1




2.4. iskemik Sonkosullanma

Son zamanlarda iskemik sonkosullamanin da, iskemik 6nkosullama
gibi, iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu bir yontem oldugu
bildirilmektedir. Ilk kez Zhao ve ark tarafindan 2002’de yine kalpte
tanimlanmistir(51,52). Iskemik sonkosullama uzamis iskemi sonrasindaki
reperfiizyonun erken donemlerinde uygulanan kisa siireli iskemi ve
reperfiizyon periyodlar1 olarak tarif edilir. Iskemik énkosullama hem iskemi
hem de reperfiizyon hasarina karsi koruma saglarken, iskemik sonkosullama
direkt olarak reperfiizyon hasarma karsi koruma saglar. Iskemik
sonkosullamanin hepatik iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisi
de gosterilmistir(53). Ayrica iskemik sonkosullamanin iskemik dnkosullama
ile birlikte uygulandiginda iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu

etkisi yine kalpte ¢alisilmis ancak heniiz karacigerde ¢alisiimamustir.

Sonkosullama Mekanizmalari

Iskemik sonkosullama reperfiizyonun erken déneminde mekanik
olarak dokunun kanlanmasmin hidrodinamigini degistirir. Ayrica
reperfiizyon hasarini azaltict endojen mekanizmalari stimiile eder. Adenozin
ve opioidler gibi ligantlar molekiiler yolaklar1 stimiile eden proksimal
tetikleyicileri etkilerler. Sonkosullama ayrica p38 ve JNK mitojen-aktive
protein (MAP) kinazlar gibi ¢esitli yolaklar1 inhibe eder, boylece endotel
hiicre hasar1 azalir. Mitokondrial permeabilite gecis porlarint (mPTP) inhibe
eder. Tablo 1°de Ozetlendigi iizere sonkosullamanin kalp koruyucu
mekanizmalar1 tetikleyiciler, mediatorler ve efektorleri igermektedir(54).
Iskemik sonkosullama heniiz 6ncelikli olarak kalpte ¢alisilmakta ve
koruyucu mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Altta yatan
mekanizmalar serbest oksijen radikallerin gelisiminin ve mitokondriyal
kalsiyum asir1 saliniminin azaltilmasidir.
Ayrica, Yang ve arkadaslari(55) tavsan iskemi reperfiizyon modelinde
iskemik
sonkosullamanin, hiicrei¢i  sinyalleyici  kinazlarn (ERK 1/2,Akt),

mitokondriyal KATP kanallarin1 ve nitrik oksit salimimini tetikledigini



gosterdiler. Benzer olarak, Tzang ve arkadaslari, iskemik sonkosullamanin
RISK yolag: ile uyum ig¢inde prosurvival kinazlar PI3K-Akt, eNOS, ve
p70S6K’1 aktive ettigini gosterdiler(56). Son olarak, Yang ve arkadaslar1 ile
Kin ve arkadaslar ise, iskemik sonkosullama mekanizmalarinin adenozin
reseptorlerini de igerdigini gosterdiler. Bu yiizden iskemik 6nkosullama ile

iskemik sonkosullama arasinda benzer 6zellikler vardir. Tablo 2’e bakiniz.

Tablo 2.2. Kaynak (57) (deneysel hepatik iskemi reperfiizyonhasarinin
onlenmesindeiskemik sonkosullama ve etkinligidr. bak

aydogan.tez 2006)



Olay Onkosullama Etki/mekamzma Sonkogullama Etki/mekanizma
Tetikleyiciler
G-protein bagh
reseptorler
Adenorin Evet[92,93] Iskemi dncesi A,, A, | Evet [14,27.51.94] Reperfizvonda
aktivasyonu Asn. As
aktivasyonu
Opioidler Evet[53] PI-3- kinaz Evet [37] Bilinmiyor
aktivasyonu, mKarp
kanallar acilmasi
K Hayir[95] GCPR-PKC-mK,tp | Evet [37] Bilinmiyor
aktivasyonu[53]
8y Evet [95] Evet [37] Bilinmiyor
Bradikinin Evet [96] Bilinmiyor
Doku faktori 7 Evet [46] PAR1
/trombin(PART) aktivasyonu
Guanil siklaz Evet Evet [27 32] NO hedehi
Medyatorler
e-NOS-NO
Sinyalleme Evet [97] Mitokondrial Evet [17.32,35] K, 1p kanallarimin
kaynak, mPTP acilmasi1?
kapanmas1
Anti-inflamatuar | 7 Muhtemelen [10,12] PMN azalmasi ve
endotelial hiicre
aktivasyonu
Siiperoksit Evet [98]
anyonlar
Sinyalleme Evet [97.99,100] Artrms mitokondrial | Muhtemelen Mitokondrial?
ROS
Oksidatif Evet [ 100] Evet [12,13] Azalmus iiretim;
“patlama’™ [10,12,13.41]
artmis endojen
antioksidanlar[33]
Protein kinaz C Evet Kare kanallann Evet [27] Bilinmivor
fosforilasyvonu;
kinazlarn
aktivasyonu
PI-3-kinaz Evet Artrms eNOS Evet [28,101,102]: Bilinmiyor [27]
aktivitesi, anti- Hayir [26]
apoptotik yolaklar
ERK 1/2 Hayir Evet [15,102]
GSK-3p Bilinmiyor
P70S6K
K e kanallan Evet ROS, RKC,.
fostorilasyon
Mitokondrial Evet [99] ROS stimulasyonu, Evet [15,19] Bilinmiyor
kinazlar lehine
aktivasyon
Sarkelemmal Evet; Hayir Hayir [19]
Efektiirler
mPTP Evet Evet Kapanma, artrmg

kalsiyum
rezistans: [20,79]




Sonkosullama

() / l(#—) \ (+)

Serbest radikaller (x)PI-3K-Akt Adenozin
Sitokinler (-) P38 ve JNK Nitrik oksit
Doku faktérii (+) ERK 1/2 Opioidler
Hiicre-hiicre etkilesimi (+) Protein kinaz C
(+) Katp kanallar (-) mPTP

Sitokrom ¢ Bel-2

Mitokondri

e

]

(-) Hicre &limi

Sekil 2.4. Son kosullanmanin kardiyak korumada gorev alan hiicre ici ileti

yollar1 ve etkileri.

Farmakolojik Kosullama

Iskemi reperfiizyon hasarmin etkilerini azaltmak i¢in kullanilan
yontemler arasinda farmakolojik kosullama en sik tercih edilenlerden
biridir. Farmakolojik kosullama koruyucu (6n kosullama) ve/veya tedavi
edici (ard kosullama) olarak uygulanabilir. Bu amagla bobrek IR hasarinda
farklr ilaglarin kullanildig: bir¢ok calisma yapilmistir. Magnezyum, N-asetil
sistein, aktive protein C, alfa melanosit stimiile edici hormon, statin ve
deksmedetomidin gibi ajanlarm IR hasarini azalttig1 yapilan ¢aligmalar ile
gosterilmistir.

Pravastatin
Statinler mevcut kolesterol diisiiriicii ilaglarin en giiclii grubunu

olustururlar. Statinler, kolesterol sentezinde hiz kisitlayic1 basamaginda 3-
hidroksi 3-metil glutaril koenzim A (HMG-CoA rediiktaz enzimini geri

dontistimlii olarak inhibe ederek karacigerde kolesterol sentezini azaltirlar.



Ayrica disiik  yogunluklu lipoproteinin (LDL) kolesterol’ii
karacigerde reseptdor aracili endositozun arttirarak plazma LDL
kolesteroliinii diisiirti(58). Statinlerin, LDL kolesterol diisiiriicii etkileriyle
birlikte, yiliksek yogunluklu lipoprotein (HDL kolesterol yiikseltici ve
trigliserid diistiriicii etkileri bulunmaktadir. Tedavi ile doz bagimli olara
yaklasitk LDL %20-50 diistirken, HDL diizeyind %10 artis ve trigliserid
degerinde %10-40 oranind diislis saglanmaktadir(59). Statinlerin
kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi azaltic etkileri bircok primer ve
sekonder korunma calismasinda gosterilmistir. Bunlardan bazilarinin alt
grup analizlerinde ise elde edilen olumlu sonlanimlarin sadece lipid
diisiiriicii etki ile aciklanamayacagi goriilmiistiir. Kolesterol diislisiinden
bagimsiz olan bu etkiler “pleiotropik etkiler” olarak isimlendirilir.
“Pleiotropik etki” olarak da adlandirilan antiinflamatuvar, antiproliferatif ve
immiinmodiilator ozellikleri ile statinler kardiyovaskiiler sistemin yan1 sira
diger organ sistemleri ve pek ¢ok hastalik i¢in genis spektrumda bir etki
profiline sahiptir. S6z konusu etkilerin sorumlusunun HMG-KoA rediiktaz
inhibisyo-nu ile kolesteroliin yani sira pek c¢ok izoprenoid bilesigin
olusumunun engellenmesi oldugu iddia edilebilir. Bunlardan farnesil
pirofosfat ve geranil pirofosfat gibi bilesikler posttranslasyonel protein
izoprenilasyonu icin gereklidir ve proteinlerin yaklasik %0.5-1 kadarinin bu
yolla modifikasyona ugradig: bilinmektedir(60).

Statinlerin, antiinflamatuvar ve imminomodiilatuar etkileri ile
bagisiklik sistemindeki abartilmis yanitin baskilanmasinda faydali
olabilecegi o©ne siirlilmiistiir. Statinlerin reseptor-li-gand  etkilesimini
engelleyerek sepsisi baskiladigi diisliniilmektedir.

Molekiiler diizeyde oOne siiriilen mekanizma mavelonat yolagi
inhibisyonundan bagimsizdir: statinler p2-integrin bolgesinden 16kosit
fonksiyon iligkili antijene baglanir ve bdylece lenfosit fonksiyonlarina engel
olur. Ote yandan, endotel disfonksiyonu iizerine olumlu etkileri ve
antitrombotik  Ozellikleri sayesinde statinler sepsis ile tetiklenen
koagiilopatinin baskilanmasinda etkilidir. Sepsis-statin iligkisinde bir diger

mekanizma heme oksijenaz (HO)-1 adli indiiklenebilir, sitoprotektif



Ozellikte bir 151 sok proteininin aktivasyonudur. Statin tedavisi ile HO-1
konsantrasyonu artar. HO- 1 aktivasyonu hem vaskiiler diiz kas, hem de
endotel  hiicrelerinde  gergeklesir ve  bdylece antiinflamatuvar,

antiproliferatif, antioksidan etkiler ortaya ¢ikar(61).
Statinlerin Pleiotropik Etkileri:

1. Statinlerin Antinflamatuar Etkileri

Vaskiiler inflamatuar yanit trombiis olusumu, anjiyogenez, ne-
ointimal kalinlagma ve ateroskleroza yol acan karmagsik bir siirectir. Son
aragtirmalar koroner arter hastaligi ve aterosk-lerozun diger belirtilerinde
inflamasyonun 6nemli bir rol oynadi-gin1 géstermistir ve son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar ateroge-nez patogenezinde inflamatuar siirecin énemini
vurgulamistir. C-reaktif protein, tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a),
monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1), interlokin-6 (IL-6), adezyon mo-
lekiili-1 (ICAM-1) ve serum amiloid A gibi artmis inflamasyon belirtecleri
ilk ve tekrarlayan kardiyovaskiiler olay riski ile ilig-kili bulunmustur. Ridker
ve arkadaglar1 yaptiklar1 5742 ki-silik c¢alismada serum LDL seviyeleri
normal ancak serum CRP (C-reaktif protein) diizeyleri yiiksek hastalarda
statin tedavisinin koroner olay insidansini azalttigini gdstermislerdir. Benzer
calismalarin  artmasiyla statinlerin direk antiinflamatuvar etkile-ri
belirlenmis ve statin tedavisinin inflamasyonun bir gostergesi olan serum
CRP degerlerini azalttigit ve bunu lipid diisiiriicii et-kilerinden bagimsiz
olarak gerceklestirdigi gosterilmistir. C reaktif proteini; endotel hiicreler
tarafindan tiretilen nitrik oksit {liretimini azaltir ve adezyon molekiillerinin
endotelyal ekspres-yonunu artirir. CRP doku faktorii salinimini artirmasi-
nin ve endotel hiicrelerdeki 6ldiiriicii-T hiicrelerinin etkisini po-tansiyalize
etmesinin yan1 sira monositlerin kemotaksisinde ve aterosklerotik plaklarda
koptik hiicre olusumunda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Plak olusumundaki
direkt roliiniin yan1 sira CRP stabil olmayan plaklarin vasoreaktivitesini de
artirir. CRP gibi akut faz reaktan proteinlerinin statine bagli olarak azalmasi
statinlerin antiinflamatuar etkisinin gii¢lii bir gostergesidir. Ayrica ICAM-1

gibi inflamasyonun baslamasi ve devaminda onemli l6kosit adezyon



molekiillerinin ekspresyonu da statinler tarafindan inhibe edilmektedir.
Hasara kars1 erken vaskiiler yanitta 16kosit (CD11b gibi) ve endotel
hiicrelerdeki adhezyon molekiillerinin ekspresyonu artar. Hiicresel
adhezyonu artirma-sina ek olarak sitokinler kemotaksisi artirirlar ve
vaskiiler pro-liferasyonu uyarirlar. Statinler sinyal ileten kaskatlarin resepto-
re bagh aktivasyonunun inhibe ederek inflamatuar kaskatta bu olaylarin
bircogunu etkilerler. Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alisma pravastatinin
MCP-1 ekspresyonunu, monosit infiltras-yonunu ve proliferasyonunu
azalttig1 gosterilmigtir. Simvas-tatinin nitrik oksit eksikligi gosteren
kemirgen modelinde, 16ko-sitlerin damar duvarinda yuvarlanmasini, duvara
yapismalarini ve goglerini azalttigi bilinmektedir. Simvastatin ayn1 zamanda
endoteliyal ve monosit adezyon molekiilii salinimint ve mono-sit CD11b
ekspresyonunu azaltir. Sicanlar {izerinde yapilan baska bir g¢alismada
serivastatininin  serum TNF-o ve IL-1B se-viyelerini disiirdiigii
gozlenmistir. Statinler ayrica inflama-tuar ve vaskiiler hiicrelerde niikleer
faktor kappa B (NFxB) akti-vitesini azaltarak sitokin ve adezyon molekiilii
salimimin1 baski-lamaktadirlar. Bu gozlemler statinlerin inflamatuar prosesi
zayiflatmadaki roliinii ve nihayetinde kardiyovaskiiler hastalikla-rin riskini

azaltmadaki dneminin altin1 ¢izmektedir(62).

2. Statinlerin Endotel Uzerine Etkileri:

Vaskiiler endotel, vaskiiler duvardaki kontraktil durumu ve hiic-resel
kompozisyonu diizenleyen 6dnemli bir otokrin ve parakrin bir organ olarak
hizmet vermektedir. Hiperkolesterolemi endotel fonksiyonunu bozar ve
endotel disfonksiyon aterosklerozun en erken belirtilerinden biridir. Endotel
disfonksiyonunun ge-nel bir gdstergesi endotel kaynakli nitrik oksitin
sentez, salimim ve aktivitesinin bozulmasidir. Statinler; kolesterol seviyesini
diisiirerek, endotelyal nitrik oksit sentezini stimiile ve up-regiile ederek ve
oksidize LDL ‘nin azaltilmasi gibi antioksidatif et-kileriyle nitrik oksit
biyoyararlanimini artirirlar. Vazo-konstriktér ve mitojen bir madde olan
endotelin-1 ekspresyo-nu da statinler tarafindan inhibe edilir. Bu etkileri
sayesinde statinler endotel lizerine olumlu etkiler gosterip aterosklerotik risk

faktorlerinin varhiginda endotel disfonksiyonu azaltip hafif-letirler. Bu



etkilerinin cogu Ras (ras ve rho) siiper ailesinin kiigiik molekiiler agirlikli G
proteinlerinin araciligtyla gerceklesir. Aktif Ras / Rho proteinler nitrik oksit
iretimi ve glikoz metabolizma-sindaki sinyal transducing kinaz
kaskadlarinda yer alan anahtar bilesenleridir. Bu nedenle, bu proteinlerin
inhibisyonu ciddi bir sekilde cesitli hiicresel siirecleri etkileyebilir. Bu
kiicik G prote-inlerini hiicre zarlarina baglamak prenilasyon gerektirir.
Prote-in isoprenilasyon eksikligi sitozolik ayirmaya ve biyolojik aktivi-te
kaybma yol agar. Statinler HMG-CoA rediiktaz enzimini inhi-be etmek
vasitasiyla gosterdikleri kolesterol disiirlicii etkilerinin yani sira bazi
hiicresel isoprenoid ara liriinlerini de azaltirlar ve izoprenilasyonu inhibe
ederek Ras/Rho proteinlerinin membran seviyelerini ve aktivitelerini etkin

bir sekilde diisiiriir ve vaskiiler fonksiyonu iyilestirirler(63).

3. Statinlerin Immiinomodulatér Rolleri:

Bircok caligma statinlerin immiinomodiilator rolleri oldugunu
gostermistir. Makrofajlar; toksik oksijen metabolitleri, proteazlar, nétrofil
kemotaktik faktorler, koagililasyon faktorle-ri, arasidonik asit metabolitleri,
nitrik oksit, bilylime faktorleri, fibrojenik sitokinler ve anjiyojenez faktorleri
gibi doku hasarin-da ve fibrozda rol oynayan bir¢ok faktorii salgilamak i¢in
T hiic-releri tarafindan iiretilen IFN-a tarafindan aktive edilirler. Statinlerin
bu mekanizmada 6nemli rolii olan T hiicrelerinin pro-liferasyonunu 6nledigi
gosterilmistir. Ayrica atorvasta-tin, lovastatin ve pravastatinin antijen sunan
hiicrelerde  MHC-II  ekspresyonunu ve MHC-II aracili T hiicresi
aktivasyonunu azalt-tig1 gosterilmistir. Statinlerin immiinomodiilator etkileri
ilk Francois Mach ve arkadaslar tarafindan arastirilmistir. Franco-is Mach
ve arkadaglar1 statinlerin interferon gamma ile indiik-lenen MHC-II
ekspresyonunu azalttiklarini ve “non-profesyonel” antijen sunucu hiicreler
olarak  adlandirilabileceklerini  sOylemis-lerdir.  Statinler =~ MHC-II
ekspresyonuna etkilerinin yani sira ayrica bir dizi immiinomodiilatér etki
gosterirler. Statinlerin ayrica TNF-o ve IL-1f gibi inflamatuvar sitokinlerin,
IL-8 gibi kemotaktik sitokinlerin ve IL-6 gibi dogal immiiniteyle ilgili olan
proinflama-tuar sitokinlerin {iretimini azalttiklar1 gosterilmistir. Buna ek

olarak statinlerin inflamatuar mediyatorlerin = salintmm ve lipid



peroksidasyonunu azaltarak oksidatif stres/inflamasyon siklusu-nu bozdugu
bilinmektedir. Statinlerin kronik administras-yonu ayrica inflamatuar
mediatorler olarak bilinen peroksizom proliferatoriince etkinlestirilen
reseptor (PPAR) alfa ve PPAR ga-may1 inhibe etmektedir. Bu
Ozelliklerinden dolayr statinler potansiyel immiinosiipresif olarak kabul
edilebilirler(64).

Bu etkiler kisaca; endotel fonksiyon iizerine olan olumlu etkiler,
nitrik oksitin bioyararlannminda artma ve antioksidan o6zellik, trombosi
fonksiyonlar1 iizerine olumlu etkiler aterosklerotik plak stabilizasyonu ve
vaskiiler inflamasyon azaltma seklinde siralanabilir.

Statinler, HMG CoA rediiktaz inhibisyonu ile kolesterol sentezini
engellemekle birlikte 6nemli izoprenoid intermediatorlerin de sentezini
inhibe etmektedir. Bu intermediatorler hiicre i¢i ¢esitli proteinlerin
posttranslasyonel modifikasyonunu engelleyerek NO sentazin endotel
izoformunun aktivitesini arttirdigr gosterilmistir. Bu sekilde statinler
endotelden NO salinimini arttirarak endotel fonksiyonlari tizerine olumlu
etki yapmaktadir. Ayrica endotelin-1 seviyesini sentezini de azaltarak
endotel fonksiyonlarini iyilestirmek-statin alimindan ii¢ saat gibi kisa bir
siire sonra akim bagimli vazodilatasyonda artis oldugu saptanmustir.

Bir diger calismada statinler, endotel- kaynakli vazodilatasyou, siiperoksit
ve

hidroksil radikalleri gibi ROT olusumunu inhibe ederek arttirmistir. Ayrica,
lipid distiriicii etkileriyle de wvaskiiler oksidatif stresi azaltmaktadirlar.
Statinlerin, Rac-1 aracili NADH oksidaz aktivitesini inhibe ederek ve
anjiotensin tip-1 reseptdr ekspresyonunu azaltarak vaskiiler diiz kasta
anjiotensin 2 ile indiiklenen serbest radikal {retimini azalttigl
gosterilmistir(65).

Ayrica statinler C-reaktif protein seviyelerin diisiirerek endotele
bagimli vazodilatasyonu artirtip endotel disfonksiyonunun iyilesmesine

dolayli olarak etki edebilmektedirler.
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Sekil 2.5: Kolesterol sentezinin basamaklar1 ve hiicre i¢i ulaklara etkileri
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2.5 Bobrek Anatomisi ve Fizyolojisi

Bobrek Anotomisi: Bobrekler, retroperitoneal alanda vertebral kolonun

yanlarinda, 12. torakal ve 3. lumbal vertebralar seviyesinde gerato fasiasinin
icinde bulunmaktadir. Uzunlugu 12 cm, genisligi 5-7 cm, kalinlig1 3—4 cm,
agirhg yetiskin erkeklerde ort. 160 gr, kadinlarda 125 gr dir. I¢ kenarmn
ortasinda hilus renalis bulunur . Bébregin hilusunda 6nde renal ven, arkada
renal arter ve en arkada renal pelvis bulunur. Lenf damarlar1 renal pelvisin,
sinirler ise renal arterin etrafinda bulunurlar. Bobrekler uzun ekseninden
ikiye kesildiginde dis kisminda korteks, i¢ kisminda medulla ayirdedilir.
Bobregin  medullasinda koni bicimli bobrek piramidleri bulunur.
Piramidlerin tabani korteks ile medulla sinirindan baslar ve renal papillada
son bulur. Pelvisin dis sinir1 major kaliks denilen agik ceplerle asagi dogru
uzanir ve her papillada tiiplerden idrar toplayan minor kalikslere ayrilir.
Kalikslerin, pelvisin ve {ireterlerin duvarlart idrart mesaneye dogru

ilerletebilen kasilabilir elemanlari i¢erir(66,67).

Bobrek kan akimi: 70 kg'lik normal bir insanda her iki bobrege giden kanin
miktar1 dakikada 1200 ml’dir. Renal arter aortadan orjin almaktadir. Sag
renal arter Vena Cava’y1 ¢aprazladifindan daha uzundur. Renal arter hilus
renalisden bobrek veni ve iireterler ile birlikte bobrege girer ve interlober,
arkuat, interlobuler (radial arter) arterler ve afferent arteriollere ayrilir.
Afferent arterioller, glomeriiler kapillerleri olusturur. Her glomeriil
kapillerinin distal ucu, bobrek tiibiillerini ¢evreleyen ve peritiibiiler kapiller
denilen ikinci bir kapiller ag1 olusturan efferent arteriyolu olusturmak icin
bir araya gelirler. Peritiibiiler kapillerler arteriyoler damarlara paralel
seyreden vendz sistemin damarlarina bosalirlar ve bunlar da sirasiyla
interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve en sonunda bdbregi renal
artere komsu olarak terkeden bobrek venini olustururlar. Bobrege gelen
kanin biiyiik bir cogunlugunu renal korteks almaktadir. Bobrek medullasina
giden kan, peritubuler kapiller sistemin O6zellesmis bir kismi olan vaza
rektatarafindan saglanir. Bu damarlar medullada Henle kivrimlarina paralel

olarak derinlere ilerler ve sonra kortekse donerek venoz sisteme dokiilirler.



Vaza rektalar bdobreklerin  konsantre idrar yapmasinda Onemli rol

oynarlar(68).

Bobrek fizyolojisi: Bobrekte idrarin yapildigr morfolojik {initeye nefron adi

verilir. Her bobrek yaklagik bir milyon nefrondan olusur ve 40 yasindan
sonra islev géren nefron sayisi her on yil igin %10 azalir. Nefronun; kandan
stvinin filtre oldugu glomertl ve bu sivinin idrara doniistiigli toplayici tiibiil
olmak tizere iki ana boliimii vardir. Glomeriil yiiksek hidrostatik basinca (60
mmHg) sahip kapiller bir agdan olugsmustur. Kapillerler epitel hiicreleri ile
ortiilmiistiir ve bowman kapsiili ile sarilmistir. Glomertiler kapillerden filtre
olan proteinsiz fazla miktarda sivi bowman kapsiilii icine ve sonraproksimal
tiibiil i¢ine oradan bobrek medullasinda bulunan henle kulbunun inen ve
sonrasinda ¢ikan koluna dogru akar. Cikan kolun sonundaki plak igeren
kisma makula densa denir. S1vi makula densadan distal tiibiile ulasir. Distal
tiibiilii birlestirici (connecting) tiibiil ve kortikal toplayici (collecting) tubiil
izler. Siv1 buradan kortikal toplayici kanala ulasir. 8-10 adet kortikal
toplayict kanalin baslangi¢ kisimlari birleserek, medullada seyreden ve
mediiller toplayici kanal denilen daha genis bir toplayicit kanal yaparlar.
Toplayic1 kanallar sonunda papillanin tepesi araciligi ile bobrek pelvisine
bosalirlar. Proteinler hari¢ plazmadaki maddelerin ¢ogu serbestce bowman
kapsiilii icine filtre oldugu i¢in bu maddelerin konsantrasyonlar
plazmadakine esittir. Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR); kapiller membrana
etki eden kolloid osmotik basing ve hidrostatik basing arasindaki denge ile
kapillerin filtrasyon yapan yiizey ve gecirgenliginin ol¢iitii olan kapiller
filtrasyon sabitesi tarafindan tayin edilir. Normal yetiskin bir insanda GFR
125 ml/dakikadir(68).

Glomeriiler kapiller membran (filtrasyon bariyeri):

1. Kapiller endotel: Yapisinda binlerce kiiciik aralik vardir.

2. Bazal membran: Endoteli ¢evreler, kollagen ve proteoglikan fibril
agindan yapilidir. Proteoglikanlarin negatif elektrik yiikiine sahiptir ve

plazma proteinlerinin gecisini onler.



3. Epitelyal hiicre (podosit): Glomeriiliin dis yliziinii doser. Renal
medulladan salinan epinefrin, norepinefrin, bdbrek damarlarinin hasar
gormiis endotel hiicrelerinden salinan endotelin ve ayrica anjiotensin II
afferent arteriyolleri daraltarak GFR’yi diisiiriir. Endotelden kaynaklanan
nitrik oksit, PGE2, PGI2 ve bradikinin afferent arteriyollerin daralmasini
Onler ve bobrek damar direncini azaltarak GFR'yi artirir.

Arteriyel kan basincindaki degisikliklere ragmen bobrek i¢i feedback
mekanizmalar bobrek kan akimini ve GFR'yi sabit tutarlar. Kan basincinda
75 mmHg'ye varan diismeler ve 160 mmHg'ye varan yiikselmeler GFR'de
sadece %I-2 kadar degisiklige neden olur.

Bu feedback mekanizma makula densadaki sodyum kloriir
yogunlugu degisiklikleriyle renal arteriyoler direncin kontrolii arasindaki
ilskiye baghdir. Bu feedback, distal tubule oldukca sabit miktarda sodyum
kloriir gonderilmesini garantilemeye yardim eder.

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

Tiibiil obstriiksiyonu ve glomeriiler filtratin ilerleyici geriye dogru
sizintist GFR'y1 dugtiriir. D1s medullada yerlesmis olan proksimal tubulun
pars rektas1 ve daha az olmak iizere henle kulbunun ¢ikan kolu iskemik
hasara en hassas nefron segmentidir. Bunun sebebi belki de aktif solut
transportu icin yliksek ATP ihtiyac1 gostermesi ve dis medullanin diger
bolgelerinden daha hipoksik olmasidir.
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Sekil 2.6. Bobrek kan akimi ve glomertil yapisi

Sekil 2.7. (a) bobregin koronal kesiti; (b) Nefronun sematik diyagrami
(Zhang ve ark 2013)



2.6 Akut tiibiiler nekroz ve renal iskemi - reperfiizyon
Iskemik hasar akut bobrek yetmezligi (ABY) nin olugmasinda ve devam

etmesindeki

tek faktor degildir. Cogu zaman iskemik hasar ile, kisa siireli de olsa ABY
tablosu gelismekte ve uzunca bir siire de devam edebilmektedir. Akut
tiibiiler nekroz (ATN) gelisen hastalarin bobrek dokulart morfolojik olarak
incelendiginde, nekrozun ¢ogunlukla olmadigi ya da fokal oldugu
belirtilmistir. Patolojik kesitlerde tiibiil epitel hiicrelerinin dokiildigi ve bu
dokiilmelerden dolay: tiibiil bazal membranlarinda yer yer bos alanlarin
oldugu rapor edilmistir. Nekroz olmaksizin da oliimciil olmayan hasara
bagli ATN tablosu gelisebilir(74).

Iskemik hasar sirasinda gelisen hiicre ici bir dizi metabolik olay
cesitli sekillerde hiicre oliimiine sebep olur. Bu degisiklikler arasinda ATP
eksikligi, hiicre ici pH degisiklikleri, intraseliiler Ca++ miktarinin artmasi,
serbest radikallerin artmasi, apoptozis gibi degisiklikler yer alir. ABY
vakalarmin 6nemli bir kisminda prerenal ABY séz konusudur. Prerenal
faktorlere kisa siirede miidahale edilirse Oliimciil olmayan hasarin,
apoptozisin veya nekrozun gelismesi 6nlenebilir(69).

Iskemik bobrekte vazokonstriktér maddelerin etkisine kars1 asir1 bir
hassasiyet ve vazodilator maddelerin etkisine karsi da bir direng so6z
konusudur. Oksijenlenmenin bozulmasi1 ile artan intraseliiler kalsiyum
birikimi afferent arteriyollerdeki direng artisi ile iliskilidir. Ca++ kanal
blokerlerinin kaybolan otoregiilasyonu diizeltmesi ve renal sinir
inervasyonuna olan sensitiviteyi azaltmasi bir kanit olarak sunulmaktadir.
Ayrica intraseliiler Ca++ , intraseliiler proteazlar1 ve fosfolipazlar da aktive
ederek hiicre nekrozuna sebep olur(70). Hipoksinin devam etmesi ve
inflamatuvar cevap, ABY nin uzama fazinda rol oynamaktadir. Her iki olay
da medullanin dis kisminda yer almaktadir. Normal fizyolojik sartlarda
oksijen basinci korteksten medullaya dogru inildik¢e azalmaktadir. ATN’ un
baslangicindaki iskemik olay diizelse bile, kan akimi bozukluklar1 ATN
gelistikten sonra da devam etmektedir. Reperfiizyon sirasinda kan akiminda
%40-50 oraninda azalma devam eder. Kan akimindaki bu azalma tam

aciklanamamakla birlikte endojen vazokonstriktorlere karsi antagonistler



kullanildig1 zaman diizeldigine dair bulgular rapor edilmistir(73). Hayvan
modellerinde endotel gegirgenliginin iskemik ABY sonrasinda arttig1
bilinmektedir. Gelisen interstisyel 6dem kan akimini, medulladaki
damarlara basi uygulayarak daha da bozabilmektedir. Plazmanin damar
disina kagagi sonrast hemokonsantrasyon gelisir ve dolasim daha da
bozulur. Bu durum l6kositlerin endotel hiicreleri ile karsilasmasi olasiligini
arttirmaktadir(72). Eritrositler ve 16kositlerin medullada biriktikleri deney
hayvanlarinda gosterilmistir. Endotel hiicrelerinde P ve E selektin
ekspresyonu arttigindan, 16kositlerin endotel hiicrelerine adhezyonu artar.
Ayni sekilde ICAM-1 ekspresyonu da artmaktadir. ICAM-1’e karsi
antikorlarin  kullanilmas1  ile  iskemiden korunulmasi, adhezyon
molekiillerinin ATN gelisimindeki roliinii gostermektedir. Hasarli endotel
hiicrelerinin nitrik oksit salgilamalar1 da bozulmaktadir. Bu olaylar1 takiben
16kosit adhezyonu ve infiltrasyonu ile vazokonstriksiyon ve lokal kan
akimindaki azalma (konjesyon) bir kisir dongii halinde devam eder. Sonugta
GFR’de azalma ile birlikte subletal hasardan apoptozise ve nekroza kadar

gidebilen bir tablo gelisir(70,71).
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Sekil 2.8. Renal iskemi-reperfiizyon hasart mekanizmasi (Prabal K.
Chatterjee: Novel pharmacological approaches to the treatment of renal
ischemia-reperfusion injury: a comprehensive review. Naunyn-

Schmiedeberg’s Arch Pharmacol, 376:1-43,2007)
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Sekil 2.9. Iskemik ve akut tiibiiler nekroz (ATN) patogenezinde rol

oynayan faktorlerin sematik goriiniimii.






3.GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisgma Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi TICAM arastirma
laboratuarinda Etik Kurul (10.10.2013 tarihli 365 karar numarali) onayi
alindiktan sonra yapildi. Calismada agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen
Sprague-Dawley cinsi disi toplam 80 rat kullanildi. Ratlar standart
laboratuar ortaminda rat yemi ve musluk suyu ile beslendi. Biitlin
hayvanlarin anestezisi 12 saatlik ag¢ilig1 taakiben, 50 mg/kg Ketamin
Hidrokloriir (Ketalar, Eczacibast Warner-Lambert ilag sanayi, Levent,
Istanbul) ve 7 mg/kg xylazine Hidroklorit’ in (Rompun, Bayer Sisli.
Istanbul) aseptik sartlarda intramuskiiler verilmesi ile sagland.

Ratlar randomize olarak dort gruba ayrildi.

Tablo 3.1. Grup Dagilim1

Sham grubu n=8 n=8 n=16
Kontrol grubu n=8 n=8 n=16
Reperfiizyon sonrasi bobrek

iskemi(iskemik sonkosullanma) =8 =8 n=16
grubu

Reperfiizyon sonrasi uzak organ(

karaciger iskemik sonkosullanma) n=8 n=8 n=16
grubu

Reperfiizyon sonrasi

pravastatin(farmakolojik n=8 n=8 n=16
sonkosullanma) tedavi grubu

Tiim gruplara laparatomi; Karin bolgesi tiraglanip %10 povidone
iodine sollisyonu (Merkez San. Ltd. Sti. Istanbul, Tirkiye) ile uygun
sterilizasyon saglandiktan sonra midline insizyonla yapildi.

Sham grubundaki hayvanlara sadece laparotomi ve organ(karaciger-
bobrek) pedikiil diseksiyonu yapildi.

Diger gruplarda bobrek iskemisi: Karin orta hattan agildiktan sonra
karin i¢ine ulasild1 ve eksplorasyonda sag ve sol bobrek pedikiil bulundu ve
disseke edilerek askiya alindi. Omentum ve barsaklar aksi yone deviye
edilerek ilk once sag nefrektomi yapildi ve kanama kontrolii yapildi. Sol

bobrek arteri bulunup etrafindan doniildii. Bobrek arteri bobrek seviyesinde



arteryel bulldog klemp (Vascu-statts, Scanlan, USA) vasitasiyla klemplendi.
Pulsasyon olmayist ile arteriel kan akiminin olmadigi anlasildi. 45 dk’lik
iskemi sonrasi1 klempler kaldirildiktan sonra bobrek renginin acilmasi ve
pulsasyonun goriilmesi ile arteriovenéz akimin tekrar basladigi anlagildi.
Islemler sonlanincaya kadar sivi kaybin1 énlemek igin karin igine serum
fizyolojik ile 1slatilmis spang yerlestirildi.

Diger gruplarda karaciger iskemisi: 10 dk renal reperflizyonu takiben
karaciger pedikiiliine portal ven safra kanali ve hepatik arteri igine alacak
sekilde kiigiik buldog vaskiiler klempler konularak 10 dakika siire ile iskemi
saglandi.

Pravastatin grubu; farmakolojik sonkosullanma, renal reperfiizyonu
takiben intraperitonel uygulanan 15 mg/kg(120) dozunda pravastatin
uygulanmigtir.

Laparotomi sonrasi iskemi uygulamalar1 biten ratlar prolen dikis (4/0
polypropylene, Prolene®; Ethicon, USA) ile kapatildi. 24 ve 48 saatlik
reperfiizyon sonunda ilgili gruplardaki ratlara yukarida tariflenen anestezi
uygulamasini takiben relaparatomi yapildi.

Biitiin gruplarda bulunan ratlar randomize olarak 24 ve 48 saatlik iki

alt gruba ayrildi. 24 ve 48 saat sonrasi biyokimyasal, histopatolojik bobrek
doku ve ultrastriktiirel ¢alismalar amaci ile kan ve doku Ornekleri alinarak
dekapite edildi.
Her gruptan alinan bobrek dokulari {i¢ esit par¢aya boliindii. Doku parcalari
asagida  tariflenen  prosediire uyularak  histopatolojik  inceleme,
elektromikroskopik inceleme ve doku biyokimyasal inceleme i¢in ilgili
boliimlere ulastirildi.

Tiim ratlardan intrakardiyak ponksiyonla biyokimyasal inceleme i¢in
5 cc kan ornegi alindi. Alinan kan Ornekleri vakumlu jelli tiiplere (BD
Vacutainer SST, UK) konuldu tiiplerle biyokimya labaratuarina gonderildi

ve deney sakrifikasyonla sonlandirildi.



3.1. Biyokimyasal Ol¢iimler

Uygulanan islemler sonrasinda tiim ratlardan kan ve bobrek dokusu
ornekleri alindi. Kan ornekleri 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek
serum Ornekleri elde edildi. Serum ve doku oOrnekleri alikotlanarak
deneylerde kullanilmak iizere -80 °C’ ye kaldirildi.

Serum Orneklerinde rutin parametrelerden Na, K, Cl, BUN,
Kreatinin, Kreatin kinaz ve ALP; ayrica Malondialdehit diizeyi;
Miyeloperoksidaz aktivitesi ve Timoér Nekroz Faktor Alfa (TNF-o)
diizeyleri 6lgiildii. Doku 6rneklerinde ise Malondialdehit diizeyi ve Katalaz
aktivitesi dl¢timleri yapildi. Doku protein miktar tayini i¢in Biliret yontemi
uygulandi.

Malondialdehid (MDA) Olgiimii:

Serum ve doku Orneklerindeki MDA diizeyini belirlemek igin,
Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan bildirilen yonteme gore, spektrofotometre
cihazinda (Shimadzu UV-1601 UV-vis Spectrophotometer, Shimadzu
Corporation, Tokyo, Japan) 532 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri
yapildi. MDA diizeyleri serum i¢in nmol MDA/ml ve doku igin ise mg
protein basma nmol MDA olarak hesaplandi. Standart olarak 1,1,3,3
tetraetoksipropan (Sigma T9889) kullanildi.

MPO Aktivitesi Olgiimii:

Serum Orneklerindeki Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi Suzuki ve
ark. (1983) tarafindan bildirilen yonteme spektrofotometre cihazinda
(Shimadzu UV-1601 UV-vis spectrophotometer, Shimadzu Corporation,
Tokyo, Japan) 655 nm dalga boyunda absorbans artis1 takip edilerek 6l¢iildii
ve bir dakikadaki MPO aktivitesi U/ml olarak hesaplandi.

Tiimér Nekroz Faktor Alfa Olgiimii:
Serum Tiimdr Nekroz Faktor Alfa 6lgiimii ELISA Kiti (Rat TNF-a

Platinum ELISA, eBioscience,Bender MedSystems GmbH, Vienna,
Austria) (Kit Katalog No:BMS622) kullanilarak ELISA cihazi (VICTOR™
X3 Multilabel Plate Reader, PerkinElmer, Inc., Waltham, USA)’ nda 450



nm dalga boyunda yapildi. Orneklerdeki TNF-o konsantrasyonlar1 pg/ml
olarak ifade edildi.
Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii:

Doku Katalaz aktivitesi 6l¢iimii Beutler (1986) tarafindan bildirilen
yonteme gore yapildi. Hidrojen peroksitin su ve oksijene katalaz tarafindan
bozunum hiz1 spektrofotometre cihazinda (Shimadzu UV-1601 UV-vis
spectrophotometer, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) 230 nm dalga
boyunda absorbans diisiisii takip edilerek olgiildii. Katalaz spesifik aktivitesi
U/mg protein olarak hesaplandi.

Protein Tayini YOntemi

Doku orneklerinde total protein diizeyi Gornall ve ark.(1949)
tarafindan bildirilen; alkali kosullar altinda Cu™ iyonlarinin aminoasit,
peptid, protein ve biliret gibi bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks
olusturmas1 esasina dayanan Biiiret yontemine gore yapildi. Olusan renkli
kompleksin absorbansi spektrofotometrik olarak 550 nm dalga boyunda

Olciildii. Standart olarak bovin serum albumin kullanildi.

3.2. Histopatolojik incelemeler

Bobrek doku orneklerindeki histopatolojik incelemeler Osmangazi
Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Histopatolojik inceleme icin alinan her bir bobrek pargasi %10
formaldehitle fikse edilerek daha sonra alkol ile dehidrate edildikten sonra
parafin bloklara gomiildii. Isik mikroskobisinde inceleme yapilmasi igin
parafin bloklardan ince kesitler elde edildikten sonra bu kesitler
hemotoksilen-eozin boyasiyla boyanarak histolojik degisiklikler kantitatif
olarak degerlendirildi.

Konjesyon, nekroz, silendir, vakuolizasyon parametreleri( hic
gozlenmiyor 0, bobregin %20 sinden azimi etkiliyor 1, bobregin % 20-40
etkiliyor 2, boregin %40-60 11 etkiliyor hi¢ gbzlenmiyor 0, bobregin %20
sinden azini etkiliyor 1, bobregin % 20-40 etkiliyor 2, boregin %40-60 11
etkiliyor 3, boregin % 60 indan fazlasini etkiliyor 4 ) degerlendirildi(84).



3.3. Gecirimli Elektron Mikroskop Doku Takibi (TEM)

Omnekler zaman kaybetmeden 0.1 M fosfat tampon iceren % 2.5’luk
glutaraldehit i¢inde 24 saat 4°C’de primer fiksasyona alinmis, sonra fosfat
tamponuyla 3 kez 15’er dakika yikanmislardir. Daha sonra 0.1 M fosfat
tampon igceren %1’lik osmiyum tetroksit icinde, oda sicakliginda ve
rotatorda 2 saat sekonder fiksasyonlari saglanmis, devaminda dokular
tamponla tekrar 3 kez yikanmislardir. Dokudaki fazla suyun alinmasi
(dehidrasyon) i¢in Ornekler giderek artan derecelerde ve 4°C’de ikiser kez
belirli siirelerde etil alkol serilerinden gegirilmis (%30, %50, %70, %90,
%96, %100 (son yikama ve sonraki iglemler oda isisinda) ve propilen
oksitte 30 dk boyunca (iki kez) seffaflastirma islemine alinmiglardir. 1/1
oraninda propilen oksit- araldite karisiminda 2 saat rotatorda bekletildikten
sonra saf araldite alinan dokular bir gece boyunca rotatorda tutulmuslar ve
ertesi giin araldite gomiilerek 60°C’de 48 saat polimerize edilmislerdir.

Elde edilen bloklar ultramikrotomda (Leica Ultracut R) 700 nm
kalinliginda kesilerek toluidin mavisiyle boyanmig ve biyofilm olmasi
muhtemel olan ylizey kisimlart 151k mikroskobunda (Olympus
BX50) incelenmistir. TEM’de goriintiilenmesi istenilen alanlar
belirlendikten sonra dokular tekrar trimlenmis ve ultramikrotomda 60 nm
kalinliginda tam ince kesitleri alinmistir. 300 meshlik bakir gridlere alinan
bu kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyandiktan sonra JEOL JEM 1220

marka ve modeldeki TEM de incelenmeye alinmislardir.

3.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel ~ ¢alismalar Osmangazi Universitesi Biyoistatistik
Anabilim Dalinda yapildi. Verilerin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda;
MDA tayini ve histopatolojik degiskenlerin 5 grup arasi karsilastirmalarda
iki yonlii tekrarli Slglimler varyans analizi (Two way repeated measures
Anova One factor repetition) kullanildi.

Anlaml farkliliklarin hangi gruplar i¢in s6z konusu oldugu tespit
edildi. Istatistiksel analizler bilgisayar ortaminda Sigma Stat yazilim

programiyla yapildi. Grup degerleri ortalama +/- standart sapma (SD) olarak



gosterilirken, gruplar arasi karsilastirmada p degeri 0.05’in altinda olan

durumlar anlamli farklilik olarak kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Degerlendirme

Gruplar  24.  saatteki BUN  degerleri  acisindan  birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda BUN degerlerinin
artmis oldugu saptandi. Grup 1 e gore grup ILIII de BUN degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu artig; grup I & grup II (P = 0,075), grupll &grup
HI(P = 0,975), grup I & grup IV(p=0,045), grup III & grup IV (P = 0,048),
grup I & grup V(p=0,015) ve grup Il & grup V(p=0,041) olarak saptandi.
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Gruplar  48. saatteki BUN  degerleri  acisindan  birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda BUN degerlerinin
artmig oldugu saptandi. Grup I e gore grup ILII de BUN degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu artig; grup I & grup II( P = 0,075), grupll &grup
HI(P = 0,975), grup I & grup IV(p=0,045), grup Il & grup IV (P = 0,143),
grup I & grup V(p=0,347) ve grup Il & grup V(p=0,040) olarak saptandi.



48. Saat BUN
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Gruplar 24. Saatteki kreatinin degerleri acisindan  birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda kreatinin
degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de kreatinin
degerlerinin yiikseldigi gorildii. Bu artis; grup I & grup II( p=0,000),
grupll &grup 1I(p=0,010), grup II & grup IV(p=0,003), grup III & grup IV
(p=0,672), grup I & grup V(p=0,125) ve grup Il & grup V(p=0,001) olarak

saptandi.
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Gruplar 48. Saatteki kreatinin degerleri acisindan  birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda kreatinin
degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de kreatinin
degerlerinin ylikseldigi goriildii. Bu artis; grup I & grup II( p=0,000), grupll
&grup II(p=0,006), grup II & grup IV(p=0,000), grup III & grup IV
(p=0,128), grup I & grup V(p=0,277) ve grup II & grup V(p=0,000) olarak

saptandi.
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Gruplar 24. saatteki bobrek doku MDA degerleri acisindan birbirleriyle
karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda MDA degerlerinin
distigii saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de MDA degerlerinin
distiigii gortildii. Bu disiis; grup I & grup II( p=0,000), grupll &grup
I(p=0,000), grup II & grup IV(p=0,001), grup III & grup IV (p=0,157), grup I
& grup V(p=0,000) ve grup II & grup V(p=0,000) olarak saptandi.
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Gruplar 48. saatteki bobrek doku MDA degerleri acisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup 1 ve grup ILIILIV arasinda MDA degerlerinin
distiigii saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de MDA degerlerinin
distigii gortldii. Bu disiis; grup I & grup II( p=0,000), grupll &grup
I(p=0,846), grup I & grup IV (p=0,659), grup III & grup IV (p=0,525), grup I
& grup V(p=0,000) ve grup II & grup V(p=0,000) olarak saptandi.
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Gruplar 24. saatteki serum MDA degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup 1 ve grup ILILIV arasinda MDA
degerlerinin,grup 4 harig, yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIII de
MDA degerlerinin yiikseldigi, grup IV de ise diistiigli goriildii. Bu sonuglar;
grup I & grup II( p=0,022), grupll &grup II(p=0,204), grup II & grup
IV(p=0,002), grup III & grup IV (p=0,063), grup I & grup V(p=0,212) ve grup
IT & grup V(p=0,352) olarak saptandi.
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Gruplar 48. saatteki serum MDA degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup 1 ve grup ILILIV arasinda MDA
degerlerinin,grup II harig, diistiigii saptandi. Grup I e gore grup III ve IV de
MDA degerlerinin diistiigii, grup II de ise yiikseldigi goriildii. Bu sonuglar;
grup I & grup II( p=0,000), grupll &grup II(p=0,000), grup II & grup
IV(p=0,000), grup I & grup IV (p=0,685), grup I & grup V(p=0,058) ve grup
IT & grup V(p=0,000) olarak saptandi.



48. Saat Serum MDA
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Gruplar 24. saatteki serum MPO degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda MPO degerlerinin
yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de MPO degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu yiikseklik; grup I & grup II( p=0,006), grupll &grup
I(p=0,871), grup I & grup IV(p=0,867), grup III & grup IV (p=0,742), grup I
& grup V(p=0,025) ve grup II & grup V(p=0,938) olarak saptandi.
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Gruplar 48. saatteki serum MPO degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda MPO degerlerinin
yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILILIV de MPO degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu yiikseklik; grup I & grup II( p=0,004), grupll &grup
[II(p=0,164), grup Il & grup IV(p=0,828), grup III & grup IV (p=0,239), grup I
& grup V(p=0,074) ve grup II & grup V(p=0,262) olarak saptandi.
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Gruplar 24. saatteki serum TNF-o degerleri agisindan birbirleriyle
karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda TNF-o degerlerinin
yiikseldigi saptandi. Grup 1 e gore grup ILIILLIV de TNF-o degerlerinin
yiikseldigi goriildi. Bu ytikseklik; grup I & grup II( p=0,897), grupll &grup
II(p=0,378), grup 11 & grup IV (p=0,228), grup III & grup IV (p=0,742), grup I
& grup V(p=0,455) ve grup II & grup V(p=0,381) olarak saptandi.
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Gruplar 48. saatteki serum TNF-o degerleri agisindan birbirleriyle
karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda TNF-o degerlerinin
grup Il ve III de azalirken, grup IV de yiikseldigi saptandi. Grup 1 e gore
grup ILIII de degerler diiserken grup IV de TNF-a degerlerinin yiikseldigi
goriildi. Bu sonuglar; grup I & grup II( p=0,022), grupll &grup I1I(p=0,169),
grup II & grup IV(p=0,001), grup III & grup IV (p=0,054), grup 1 & grup
V(p=0,101) ve grup II & grup V(p=0,497) olarak saptandi.
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Gruplar 24. saatteki bobrek katalaz degerleri acisindan birbirleriyle
karsilastirildiklarinda; grup I ve grup II ve III arasinda katalaz degerlerinin
yiikseldigi, grup IV de ise diislis saptandi. Grup I e gore grup II ve III de
katalaz degerlerinin yiikseldigi, grup IV de ise distiigi goriildi. Bu
sonuclar; grup I & grup II( p=0,080), grupll &grup II(p=0,107), grup 1l &
grup IV (p=0,069), grup III & grup IV (p=0,828), grup I & grup V(p=0,591) ve
grup II & grup V(p=0,220) olarak saptandi.
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Gruplar 48. saatteki bobrek katalaz degerleri acisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup 1 ve grup II ,IIl ve IV arasinda katalaz
degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup II, III ve IV de katalaz
degerlerinin yiikseldigi goriildii. Bu sonuglar; grup I & grup II( p=0,079),
grupll &grup II(p=0,468), grup 11 & grup IV(p=0,566), grup Il & grup IV
(p=0,879), grup I & grup V(p=0,025) ve grup II & grup V(p=0,607) olarak

saptandi.



48. Saat Doku Katalaz
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme

Ayni bireylerden iki degisik zamanda elde edilen bagimli iki yiizde
arasinda fark olup olmadiginin arastirilmasi iizerine SPSS programinda
Marjinal Homojenlik Testi (Stuart-Maxwell Testi) uygulanmistir.
Gruplar arasinda yapilan karsilastirilmada incelenen parametrelerin grup Il e
kiyasla diger biitlin gruplarda istatistiki olarak anlamli farklilik
saptandi(p<0,005). 24. Saat; konjesyon(p=0,024), vakuolizasyon(p=0,635),
nekroz(p=0,434), silendir(0,024). 48. Saat  konjesyon(p=0,642),
vakuolizasyon(p=0,364), nekroz(p=0,023), silendir(0,012). Her ne kadar
uzak ve lokal iskemik sonkosullanma uygulanmasiyla, kontrol ve iskemik
sonkosullanma gruplar1 arasinda 24. Saat vakualizasyon ve nekroz
yoniinden fark olusmuyorsa da (p=0,0,635, p=0,434), sham grubuyla
iskemik kosullanma gruplar1 arasinda da anlamli farkin bulunmamasi
iskemik sonkosullanma gruplarinin histopatolojik diizeyde iskemi kadar
zarar vermedigi anlaminda yorumlanabilir. Bu sonuglara gore, bireylerin
Konjesyon, Silendir, Vakuolizasyon ve Nekroz agisindan 24.saat ve 48.saat
degerleri arasinda istatistiksel acidan farklilik saptanmadi (Standard MH
Statistic=-0,00, p=1,00).



Resim 4.1: Tiibiil yapilar1 arasinda, liimenleri eritrositler ile dolu,

konjesyone damar yapilari izlenmektedir (HE x 200) (48.saat 3.grup olgusu)

Resim 4.2: Tiibiil yapilar1 limeninde bazilar1 amorf goriinlimde silendirik

materyal birikimi gézlenmektedir (HE x 200) (24.saat 3.grup olgusu)



Resim 4.3: Tibiil epitelinde sitoplamik vakuolizasyon ve berraklagma

mevcuttur (HE x 200) (48.saat 3. grup olgusu)

Resim 4.4: Resmin iist yarisinda tiibiil epitel hiicrelerinin sadece siliietleri
izlenmekte, niikleuslar1 se¢ilememektedir. Alt kisimda kismen korunmus

tiibiil yapilar1 bulunmaktadir (HE x 200) (24.saat 4.grup olgusu)



4.3. Elektronmikroskopi Sonuclari
Gruplarin 24. Saat bobrek dokularinda yapilan elektron mikroskobik
incelemesinde;

1.grup(sham grubu) 24.saat

Resim 1a; Proksimal kivrintili tiibiil hiicreleri. Lateral hiicre dijitasyonlari
belirgin, ¢ok sayida mitokondri gozleniyor. Cekirdek diizgiin ve 6kromatik

yapida.




Resim 1b; Eritrositler ve Glomerular kapiller liimeni. Glomerular bazal

membrana dayanmis podosit yapilari diizgiin olarak gézlenmektedir.

Resim 1c; Bazal yerlesimli mitokondriler bulunmakta. Bazolateral yiiziin

arka kisminda ekstraglomerular mezensiyal hiicreler yerlesmis durumda. En

iist kisimda ise pariyetal hiicreler (bowman kapsiilii) gozlenmektedir.

"
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Resim 1d; Distal kivrintili tiibiil. Mitokondiler ¢ok miktarda, liiminal

yiizeyde diizensiz yapida mikrovilliler gézleniyor. Cekirdekler liiminal



yiizeye yakin bigimde, 0kromatik ve kismen liimen i¢ine ¢ikini yapma
egiliminde. Hiicrelerin liimene bakan kisimlarindaki stoplazma bolgesi
mitokondri bakimindan zayif ancak yer yer kii¢lik vezikiillerle dolu
goriinmekte.

2.orup (Kontrol grubu) 24. saat

Resim 2a; Mitokondrilerde sisme ile beraber krista yapisinin silindigi ve
mitokondri ¢ift yapisinin gdzlenemedigi tespit edilmistir. Cekirdek dis zar1
net olarak gézlenememektedir. ER yapisinda normal bulgularin yanisira yer

yer sismeler de gozlenmistir.



Resim 2b; Odem nedeniyle organel yapilarinda yer yer silinmeler ve

stoplazmada yer yer erimeler gézlenmekte, lizozom ve koful sayisindaki

art1s dikkat ¢ekmektedir.
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Resim 2c¢; Apikal yiizeyde blebbing tarzi yapilar gézlenmektedir.



Resim 2d; Mitokondri yapilarinda ileri derecede sisme ve krista yapilarinda
bozulma gozlenmektedir, 6dem nedeniyle yer yer stoplazma erimeleri
gozlenmektedir. Cekirdek dis zarinda sisme barizdir.

3. grup( bobrek iskemi —bobrek ardkosullanma )24. saat

Resim 3a; Mikrovillus goriiniimleri genel olarak diizgiin ancak ¢ok az yerde

seyrek ve hafif diizensizlik izleniyor.



Resim 3b; Tibiiliin mikrovillus yapisi genel olarak diizgiin.Baz1 kisimlarda

enine kesiti gelen mikrovillus yapilar da izleniyor.

Resim 3c; Cekirdek cift zarinda sismeler var. Hatta {ist kisitmda ¢ekirdek dis
zarmin iyice sistigi ve disa dogru baloncuk tarzinda bir yap1 olusturdugu
gbzleniyor. Organel yapisinda silinmeler var, mitokondri ve ER ler net

olarak ayirt edilemiyor. Koful benzeri yapilar izleniyor.



Resim 3d; Liimene bakan ylizeyde kii¢iik vezikiillere rastlaniyor, mitokondri

az sayida ve diizensiz dagilim gosteriyor.

Resim 3e; Liimene diisen hiicreler dikkat ¢ekmektedir.

4. grup (bobrek iskemi —karaciger ard kosullanma) 24. saat




Resim 4a; Bazal kivrimlarin diizensiz bir dagilim gosterdigi ve mitokondri
sayisinda onemli derecede azalma oldugu gozleniyor. Cekirdek zar1 normal
gérintimdedir.

Resim 4b; Mitokondri sayisinda artis olmakla beraber apikal kisimda gok
daha fazla oldugu goriilmektedir. Yer yer kofullar izlenmektedir ve ¢ekirdek
normal goriiniimdedir.



Resim 4c; Cekirdek normal goriiniimdedir. Cekirdek¢igin genelde merkezde
degil zara dogru bir yerlesimde oldugu goriilmektedir. Yer yer 6dem oldugu
gozlenmektedir. Bol miktarda lizozom gozlenmistir.

Resim 4d; Bazal lamina ve podosit uzantilart normal goriinlimdedir. ER
diizensiz yapilar olarak izleniyor.



Resim 4f; Bazal katlantilar normal goriiniimdedir.

5.grup(pravastatin sonkosullanma) 24. saat




Resim 5a; Mikrovillus yapisi ¢ok diizenli olarak izlenmektedir.

Resim 5b; Cekirdek normal goriinlimde ve bol miktarda mitokondri

izlenmektedir. Liimene bakan kisimda kiiciik vezikiiller dikkat gekmektedir.



Resim 5c¢; Proksimal kivrintilt tiibiil hiicrelerinin diizenli bir yapida oldugu

gozleniyor, ¢cekirdek normal ve 6kromatik goriiniimdedir.




Resim 5d; Krista yapilart net olarak gozlenebilmektedir. Yer yer koful

benzeri yapilar mevcuttur.



Gruplarin 48. Saat bobrek dokularinda yapilan elektron mikroskobik
incelemesinde;

1l.grup (sham) 48.saat

Resim 6a; Glomerular kapillerleri igeren bu bolgede, glomerular bazal
membran podositleri ve kapiller endotelyumu ayirmakta ve yapisal
biitiinltigiin korundugu gozlenmektedir.




Resim 6b; Proksimal katlantili tiibiil, cekirdekler normal histolojik 6zellikler
gozteriyor ve ¢ok sayida lizozom gozleniyor. Hiicreler biitiinliik arzediyor.
Bol miktarda eritrosit gozleniyor.

2.grup(kontrol) 48.saat

Resim 7a; Cekirdek dis zarinda sismeler gozlenmekte, podosit yapilarinda
SHAM grubuna gore biiziilmeler ve diizensizlikler oldugu izlenmektedir.
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Resim 7b; Mikrovillus yapilarinda diizensizlik ve bol miktarda biiyiik, koful
benzeri yapilar gozlenmektedir.



Resim 7c; ER yapisinin ileri derecede sistigi gdzlenmis, mitokondrilerde
krista ve ¢ift zar yapis1 saptanamayacak derecede silinmistir. Stoplazmada
yer yer erimeler gdze ¢carpmaktadir.

Resim 7d; Proksimal kivrinili tiibiil yapisinda bazal lamina ve bazal
yerlesimli mitokondriler normal goriiniimdedirler.



Resim 7e; sham grubu ile karsilastirildiginda, tiibiiliin diizensiz bir yap1
gosterdigi, koyu bir protoplazmaya sahip oldugu, kofullara rastlandig1 ve
o0demden dolayi hiicrelerarasi baglantilarin agildig1 saptanmustir.
3. grup(bobrek iskemi-bobrek sonkosullanma) 48. saat

Resim 8a; Liimen kisminda bol miktarda eritrosite rastlanmaktadir.



Resim 8b; Eritrosit bol miktardadir ve bazal membran ile podositler normal
goriiniimdedir. Podosit yapilarinda herhangi bir biiziilme ya da azalma
~ gdzlenmemistir.

Resim 8c; Liimenlerin tiimiiyle eritrosit ile dolu oldugu, ¢ekirdegin normal
goriinlimde oldugu ve mitokondri sayisinin fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Cekirdekgik dikkat cekmektedir ve merkezdedir.



Resim 8d; Distal kivrintili tiibiil normal morfolojik bulgular géstermistir,
bol mitokondri, normal ¢ekirdek yapisi belirgindir.

Resim 8e; Bol eritrosit gdzlenmektedir. Protoplazmada bol miktarda ve
biiyiik kofullara rastlanmistir.
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Resim 8f; Heterokromatik niikleus yapis1 dikkat cekmekte ve ¢ekirdekeik
belirgin olarak gézlenememektedir.



4. grup( karaciger sonkosullanma) 48 saat

il

Resim 9b; Bol mitokondri ve 6kromatin yapida ¢ekirdek gozleniyor,
belirgin koful olusumuna rastlanilmamastir.



Resim 9c; Mitokondri krista yapisinin iyi derecede korunmus oldugu
gozleniyor. Cekirdek cift zar1 belirgin ve diizgiin olarak izlenmektedir.
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Resim 9d; Mitokondrilerde yer yer sisme ve anormal sekillere rastlanmistir.



Resim 9¢; Mitokondri krista yapisinin ¢ok 1yi kondugu gozlenmisgtir.
Ancak diger organellerin yapisi net olarak izlenememistir. ER lerin yer yer
parcalandiklart izlendi.

Resim 9f; Liimen bakan kisimda diizensiz yapidaki mikrovilluslarin
sayisinda dnemli dl¢iide artis oldugu dikkati ¢cekmektedir.



Resim 9g; Cekirdek dis zarinda anormal derecede sisme ve blebbing
benzeri yapilar oldugu ve bu yapilarin i¢inde kiigiik vezikiiler yapilarin
bulundugu gézlenmistir.

5.grup(pravastatin sonkosullanma) 48 saat

Resim 10a; Mikrografta en dikkat ¢ekici bulgu mitokondrilerin oval ya da

yuvarlak yapida oldugu (sismeye bagli olabilir) ve kristalardaki agilmalara



bagli olarak mitokondri i¢cinde meydana gelen vakuolar olusunlardir. ER
yapisinda biliyiik 6l¢iide azalma oldugu goriilmiistiir. Bol miktada kiigiik

kofullara rastlanmaktadir.

Resim 10b; Cekirdegin yogun heterokromatik yapida oldugu ve ¢ekirdek dis

zarinin sisme gosterdigi saptanmigtir.



Resim 10c; Mitokondrilerdeki bulgunun daha biiyiik magnifikasyonda
cekilmis mikrografi (Sekil 8a’da bahsedilen)



Resim 10d; Yer yer O6demler oldugu, c¢ekirdek goriinlimlerinin diizgiin

yuvarlak sekillerde olmadigr ve yogun heterokromatik yapida olduklari

gozlenmistir.



' 5. TARTISMA
Iskemi bir organa gelen kan akiminin ¢esitli nedenlerle yetersiz hale

gelmesi veya durmasidir. Reperfiizyon ise iskemiye neden olan etkenin
ortadan kaldirilarak dokuya kan akiminin yeniden saglanmasidir(71).

Iskemi, hiicrenin enerji mekanizmasini, iyon transportunu ve hiicre
i¢i voliim regiilasyonunu bozar, bunun sonucunda hiicre iskeleti deforme
olur. Hiicre i¢inde kalsiyum birikir, fosfolipid metabolizmasi
bozulur,serbest radikal formasyonu baslar ve hiicresel diizeyde
bobrektiibiiler genisleme, vazokonstriiksiyon, 6dem, endotel adezyon
molekiillerinde artisina neden olur. Bunlarin sonucunda hiicre nekroza
ugrar(73,74,75).

Her dokunun kendine gore iskemiye dayanma siiresi vardir ve
iskemi siiresince olusacak hasar Dbelli bir seviyeye ulagsmadiysa
reperfiizyonla tekrar diizelmeye baslar. Iskemi siiresince dokuda ozellikle
02 diizeyi azalir ve oksidatif mekanizmalar bozulur. Bu durum sonucunda
iskeminin siiresi ve siddetine bagli olarak dokuda hasar meydana
gelmektedir. Reperflizyonla beraber tekrar kan akimiyla beraber 6zellikle
serbest oksijen radikalleri ve inflamatuvar hiicreler dokuda artmaya baslar.
Bu artigla beraber dokuda iskemik hasara ek olarak reperfiizyon hasarida
eklenmektedir. Hatta reperfiizyonla olusan hasarin iskemik hasardan daha
siddetli olabilecegi gosterilmistir(76,77). Celiski gibi goriinse de, kan
akiminin tekrar baslamasi, daha fazla hiicre hasarina neden olmaktadir; bu
da reperflizyon hasari olarak bilinmektedir.

Renal iskemi; Bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, sepsis,
cesitli tirolojik girisimler gibi klinik durumlarda goriiliir. iskemiden sonra
gelisen akut bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma,
tibiiller nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisi  meydana
gelebilmektedir(72). Renal iskemi sonrasi oksijenlenmis kan ile reperfiizyon
uygulanmasi, serbest radikallerin olusmasina, lipid peroksidasyonuna,
polisakkarit depolimerasyonuna ve DNA yapisinin bozulup, yikilmasina
neden olur. Hasarlanmis endotelde vazodilatasyon olmaz; vaskiiler diiz
kaslar etkili vazokonstriktorler salgilar ve siser. Bunun sonucunda da

vaskiiler gecgirgenlik artar. Renal distal nefronlarda, hiicreler arasi birlesim



yerleri bozulur. Bu da sodyumun emilimini bozarak, hiicre polaritesinin
kaybma yol acar. Vazokonstriiksiyon, hiicre sismesi, ekstraseliiler 6dem
olusur. Sonrasinda, 16kosit ve trombositlerin endotele yapismasiyla doku
perfiizyonu daha da bozulur(78,79,80). Renal kan akiminda olusan
aksamalardan sonra tekrar akimin saglanmasiyla olusan reperfiizyon sonucu
doku hasar1 olusur. Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1,
yine; viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan, dogal antioksidan
molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Yani saghikli bir
organizmada, oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar etkisizlestirme
giicii bir denge icindedir. Oksidanlar, belirli diizeyin lizerine ¢ikar veya
antioksidanlar yetersiz olursa, yani denge bozulursa; sézkonusu oksidan
molekiiller, organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbohidrat,
niikleik asitler ve yararli enzimlerini bozarak zararli etkilere yol agarlar.
Cogu hastaliklarda artmig ROR hastaligin ana sebebi degildir. Ancak primer
bozukluga ikincil olarak olusurlar ve ardindan patogenezde yer alirlar(81).
Organlar transplantasyonlar basta olmak {izere bir ¢ok cerrahi
uygulamada kagimilmaz olarak iskemiye maruz kalmaktadirlar. iskeminin
organ lizerine olusturdugu hasar ve iskemi sonrasi reperfiizyonun etkileri,
tizerinde bircok calisma yapilmasina ragmen heniiz tam olarak
aydinlatilamamis kompleks bir olaydir. Son doénemlerde iskemi-
reperfiizyonun  olusturdugu hasar1  engellemede mekanik ve/veya
farmakolojik preconditioning(6n kosullanma) ve postconditioning(son
kosullanma)  deneysel ve klinik caligmalarda genis yer bulmustur.
Postconditioning remote(uzak organ) etkisi ise sonuglari net olarak ortaya
konmamus dikkat ¢eken diger bir olgudur. Deneysel olarak gerceklestirilen
iskemiden “hemen oOnce” uygulanan kisa siireli tekrarlayan iskemi-
reperfiizyon epizodlari iskemik onkosullanma, “hemen sonra” uygulananlar
ise sonradan kosullanma olarak adlandirilmis ve bu gii¢li endojen
mekanizmalarin dokuyu iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkileri
bugiine dek bir¢ok organda, bir¢ok c¢alisma ile gosterilmistir. Bugiine dek
kalp cerrahisinden organ transplantasyonuna kullanim alani bulan bu

fenomenlerle ilgili birgok etki mekanizmasi ileri stiriilmiistiir.



Son yillarda cerrahi tekniklerde olusan ilerlemeler sonucu organ
transplantasyonlarinin artmasi; organ ihtiyact ve transplantasyon sonrast
greftlerin canliliginin korunmasi gibi sorunlar1 dogurmustur. Remote
postconditioning etki; Iskeminin kagmilmaz oldugu cerrahi girisimlerde,
ozellikle organ transplantasyonlarinda, organ canliligini ve yasam siirelerini
artiran basit ucuz etkili bir yontem olmaya adaydir.

Iskemik postconditioning in Iskemi-reperfiizyon hasarmda koruyucu
etkisi birgok organda gosterilmistir. ilk olarak 1986 da Murry ve arkadaslar1
iskemik  6n  kosullanma  kavramim1i  koroner iskemide ortaya
koymuslardir(82). Bundan dort yil sonra serebral iskemide uygulanmustir.
Ancak iskemik 6n kosullanmanin uygulanabilir olmamasi, serabral iskemik
hastaliklarin takibinin zor olmasindan dolay1 ¢calismalar kisith kalmastir.

2002 de E Ates ve arkadagslart renal iskemi ve karaciger iskemik
Oonkosullanma iizerinde c¢alismislar ve olumlu sonuglar almislardir. Bu
calismada 6n kosullanmanin lokal olarak etkinliginin bir cok calisma ile
kanitlandig1 ancak uzak organ etkilerinin net olarak ortaya konulamadigi
tizerinde durulmus. Karacigerde olusturulan iskemik Onkosullanmanin
bobrek iskemi reperflizyon hasari tizerindeki etkisi aragtirilmistir(85).

Onkosullanmanin uzak organ etkisinin patofizyolojisi net olarak
bilinmemesine ragmen, kollateral kan akiminin olusmasi, koruyucu protein
sentezi, mitokondrial ATP sentez inhibisyonu, paradoksik koruma artisi,
antioksidan tiretimi bu konuda iiretilen teoriler olarak agiklamada yetersiz
kalmistir.

Sadece iskemi reperfiizyona maruz birakilan bdbregin uzak organ
(karaciger) iskemisi ile dnkosullanma yapilan gruba gore daha fazla hasar
gordiigl tespit edilmistir. Bu ¢alismada ilk 24 saatlik erken donem sonuglar
ortaya konmustur.

Caligma sonucu olarak karacigerde uygulanan wuzak organ kisa
iskemik(6nkosullanma) uygulamanin bdbrek iskemisi lizerinde yararh
oldugu gosterilmistir(85).

2003 de zhao ve arkadaslar1 son kosullanmay1 ortaya atmislar ve

uzun donem iskemik zararlar1 baskilayabilir oldugunu gdstermisleridir.



Fakat iskemik peryottan sonra organa uygulanacak olan kisa iskemik
donemler iskemiye ve hipoksiye duyarli organlarda hasara yol acabilecegi
sOylenmis ve bu uygulamay1 ayni organ iizerinde kisitlamistir(52).

2011 Ren ve arkadaslar1 uzak ve iskemiye duyarli olmayan
organlarda uygulancak kisa siireli iskemik peryotlarin asil iskemiye maruz
kalan organlar iizerinde son kosullanma etkisinin yarattigini ortaya
koymuslardir(86). Pignataro ve arkadaslar1 2013 de RiP(remote-uzak organ-
iskemik oOnkosullanma) in endojen bir koruyucu etkiyle beynin iskemik
toleransini artirdigini ortaya koymuslardir. Tlgili calismada RIP in nérolojik
fonksiyon iizerine bir etkisi saptanmamis ancak enfarkt alanini belirgin
azaltti1 belirlenmistir(87).

Li ve arkadaslar1 2006 da Ren ve arkadaslarinin 2009 da SVO
sonrast beyin iskemisi lizerinde gostermis olduklar1 gibi uzak organ o6n
kosullanmanin miyokard: iskemi referfiizyon hasarindan korudugunu ortaya
koymuslardir. Bu koruyucu etkinin ¢esitli sinyal yolaklarindan veya protein
kinazlarin aktivasyonu ile ortaya ¢iktig1 izlenmistir(88,89).

Bazi ¢aligmalarda uzak organ 6n kosullanmanin gastrik mukozay1
iskemi reperfiizyon hasarina kars1 korudugu ortaya konmustur. Ayrica uzak
organ iskemik son kosullanmanin kardiak enfarktiis boyutunu ve SVO
sonrasi beyin hasar oranini azalttig1 ortaya konmustur(90).

Yapilan bir c¢aligmada perkiitan koroner yaklagim gerektiren
hastalarda kalp damarlarida uygulanan kisa iskemik uygulamalarin akut
bobrek yetmezligine karsi koruyucu oldugu tespit edilmistir(91).

Przyklenk ve arkadaslar1 1993 de circumfleks koroner arterde
yapilan kisa siireli iskemilerin sol anterior koroner arter tikanikligina bagl
iskemiyi azalttigini ortaya koymustur. Bunu takiben deneysel g¢aligmalar
uzak organ kisa siireli iskemilerininide iskemi reperflizyon hasariida
azalttig1 gostermistir(92).

Uzak organ iskemik kosllanmanin bobrek iizerindeki koruyucu etkisi
ilk olarak 2002 yilinda Ates ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir(85).
2009 yilinda lazaris ve arkadaslar1 infrarenal arteri kisa stireli okliide ederek

boregin iskemik toleransinin artifini gostermistir(94). Wever ve arkadaglari



aynt koruyuculugu ekstremite iskemileri ile ortaya koymustur(94). Ayni
calismada iki ekstermiteyi iskemiye maruz birakmak daha etkili bulunmus
buda koruyuculugun kosullnanan dokunun kitle ve hacmi ile alakali
oldugunu ortaya koymustur.

RIC in hiicresel ve molekiiler mekanizmasi 2007 kanoria ve
arkadaslar1 2008 yellon ve tapuria ve arkadslari tarafindan ¢alisilmis bir biri
ile alakal1 i¢ yolak ortaya konmustur(95,96).

Endojen faktorlerin olusumu

a) Koruyucu sinyallerin uzak organa ulagmast

b) Uzak organda olusan koruyucu etki
Ayrica bazi ¢alismalarda etki mekanizmasi olarak asagidaki yolaklar ortaya
konulmustur;

Noral yolak: Uzak organla iskemiye maruz kalan organla arasinda ki
baglantilardir. Otonom sinir sitemi ve duyusal sinirlerin ¢ liflerinin etkin
oldugu ortaya konmustur.

Hiimoral yolak: Kan kaynakli endojen mediatorleri temsil eder.

Sitemik respons: Immiin hiicrelerin diizenlenmesini igerir. Proenflamatuar

mediatorler rol alir.

Uzamis  RIPC(remote _iskemik precondition): gecmis c¢alismalarda

reperfiizyona bagli enflamatuar hasarin yanlizaca erken donemde degil gec
donemde de etkili oldugu anlasilmistir.(boyle ve ark)(97). Zhao ve
arkadaslar1 kopek kalbinde reperfiizyon hasarina bagli myokaridial hasarin
reperfiizyonun erken doneminde (6 saat ) ge¢ donemine kadar (24-48 saat)
oldugu gosterilmistir. Ge¢ donem reperflizyon hasar1 iskemi reperfiizyon
sonrasinda meydana gelecek hasari tedavi etmek i¢in bir ara donem
oldugunu gostermistir(98). Wei ve arkadsalr1 2011 yilnda yaptiklar1 ¢alisma
ile MI sonras1 uygulanan RIPC 1n iki hafata tekrarlanir ise reperfiizyon
hasarin1 belirgin derecede azalttiklar1 saptamislardir(99). Shimzu ve
arkadaslari1 2010 yilinda wuzamig RIPC nin dolasimdaki nétrofil
fonksiyonlarin1 negatif yonde etkileyerek hasara karst koruyucu etkileri

oldugu gostermislerdir(100).



Organ transplantasyonunda RIPC(remote iskemik precondition): hostun

organ ve dokularini korumanin yani sira transplante edilen organida
hasardan korudugu tespit edilmistir. Konstantinov ve arkadaslar1 2005
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada kalp nakli sonrasi uygulanan RIPC nin
transplante edilen kalbi akut iskemi reperfiiz hasarindan korudugunu
gostermisleridir. Bu ¢aligmada RIPC nin organ transplantasyonunda
potasiyel koruyucu bir yontem olarak gostermisleridir(101).

RlpostC(remote iskemik postcondition): iskemiye drengli uzak bir organda

yapilan kisa siireli iskemi peryotlarinin iskemiye maruz kalmis olan asil
organ iizerindeki iskemi reperfiizyon hasarmi ortaya koymak ig¢in
arastirilmistir. Cameron ve arkadaslarmin 2013 yilnda yaptiklar1 ¢alismada
beyin iizerinde olusan iskemik hasarin iskemi sonrasi ekstremilerde
uygulanan  kisa  iskemik peryotlar sonrasi  azaldigin1  ortaya
koymuslardir(102).

Noninvaziv ekdtremite iskemisinin fokal serabral iskeminin
etkilerini azalttigin1 ortaya koyan bir calismada yolak olarak STAT 3
artirtlmasi ve apoptpzisin azaltilmasi ortaya konmustur(103).

Yun-he kim ve arkadaslarmin 2014 yilinda yatiklar1 calismada
deneysel olarak olusturulan SIRS {izerinde RIPC nin etkisini arastirmisladir.
Sepsis sirasinda karacigerin kilit rol oynadigt NF kB nin aktivasyonun
karaciger tarfindan indiiklendigi heme oksijenaj 1 in aktivasyonun ise NF-
kB yi inhibe ettigi izerinde durulmus RIPC inin hem oksijenaz 1 1 artirdig1
ortaya konmustur. Sonu¢ olarak RpostC nin sag kalimi artirdigi ve
proenflamatuar stokinleri azaltitigint bulmuslardir. RpostC nin SIRS
tizerinde koruyucu etkili oldugunu gostermisleridir(104).

SOD ve katalaz en 6nemli enzimatik antioksidan sistemlerdir. SOD
hidrojenperokside doniiserek poliansatiire yag asitlerini degrade eder ve
MDA y1 olusturur. Bu sitotoksik reaktif aldehid viicuttaki oksidatif sitresi
Olgmek icin biyomarker olarak kullanilir. Son yillarda iskemik
kosullanmanin uzun siiren letal iskemi siirecini hafiflettii ortaya
konmustur. Yakin tarihte son kosullanmanin (reperfiizyon baslangici itibari

ile kisa aralikli iskemi olusturma) 6n kosullanmadan daha pratik ve daha



koruyucu oldugu ortaya konmustur. Bu c¢alisma renal son kosullanmanin
iskemi reperfiizyona bagl karaciger hasarini azalttigit MDA y1 azalttigi SOD
u artirdig1 izlenmistir(105).

Ilk defa kalpte calisilan ve daha sonra karaciger, beyin, bobrek,
iskelet kasi, deri flebi ve ince barsak ve mide mukozasi gibi bir¢cok organda
arastirilip, bir¢ok ¢alismada da hiicre/ doku koruyuculuklar1 gosterilmis olan
ve kateter-bazli reper-fiizyon, kalp cerrahisi ve organ transplantasyonu gibi
onemli ve ilgili organlarda gittikce yayginlasan bir kullanim alani bulan
iskemik Onkosullanma ve Sonkosullanma’nin mekanizmalar1 ile ilgili
bugiine dek bir¢ok etken one siiriilmiistiir. MitoK ATP kanallarinin da temel
ve Onemli mekanizmalardan biri olma olasiligi iizerinde durulmustur.
Bununla birlikte; mekanizmalar ve etkinlikleri ile ilgili daha ileri,
multidisipliner, deneysel ve klinik ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.

Sonradan-kosullanma ve mitokondrival K(ATP)” kanallari; 2005

yilinda Obal ve ark, seksen rat iizerinde sevoflu-ran yoluyla olusturduklari
kosullanmalarin kardiyak koruyucu etkisinde mitoKATP kanallarinin roli
tizerinde c¢alismis ve kanallarin -daha Once bilinen- iskemik
Onkosullanma’da etkisinin yaninda, Sonkosullanma’da da etkili oldugunu
gostermislerdir. Yine 2007°de, SK’nin kalp ko-ruyucu etkisini kappa-Opioid
reseptorleri ve mitoKATP kanallar1 araciliiyla gerceklestirebilecegi ileri
stirilmiistiir. Kim ve ark, domuz pulmoner arteriyal endotelyal hiicre
kiiltiirlerini  —iskemiye benzer bir durum olarak- oksijen-glu-koz
yoksunluguna maruz birakmiglardir. Daha sonra, solu-num anestezigi olan
izofluran ve desflurani, erken reper-fiizyonu taklit eden donemde uygulamis
ve izofluran SK’sinin etki mekanizmasinin mitoKATP kanallar1 ve PKC
araciligr ile gerceklesebilecegini 6ne atmislardir. Son zamanlarda Bein ve
ark. iskemi sonrasi olusan reper-fiizyonun yarattigr hasardan ilgili organin
korunmasi anlaminda olan SK’nin mekanizmasinda anahtar etkileyici
olarak, mito- KATP kanallar1 iizerinde durmustur. Yine iki ay 6nce Sumi ve
ark Japonya’da graniilosit koloni stimiilan faktor (GCSF) {izeri-nde
calismiglardir. GCSF’iin  miyokard enfarktlisii sonrasinda, kardiyak

fonksiyonlart artiric1 etkisi bildirilmistir. Bununla birlikte GCSF’iin infarkt



sonras1 akut etkisinin, SK’daki sinyali-zasyon yolaklar1 ile ayni yollari
kullanip kullanmadigr hala netlik kazanmamistir. Bu aragtirmanin
sonucunda reperfiizyon sonrasi GCSF uygulanmasinin miyokard infarkt
alanimi, PI3K-Ak, ekstraselliiler sinyal regiile kinaz kaskad (ERK) ve
hedefleri en-dotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS), p70S6 kinaz, GSK3f ve
mi-toKATP kanallar1 aktivasyonu araciligi ile azalttigi gosterilmistir(106).
Normal bir insan bdbreginde, bir saatten kisa siiren sicak iskemi,
gecici disfonksiyondan baska hasar yapmazken, ii¢ saat ve daha uzun siiren
sicak iskemi ise geriye doniisii olmayan hasara neden olmaktadir(79). Renal
cerrahi operasyonlarda, operasyonun geregi olarak, bobregin anatomik
pozisyonunun bozulup farkli yonlere yer degistirtilmesi durumunda renal
vaskiiler hiliislin etkilenerek kan akiminin azalmasi ya da bobregin bazi
bolgelerinin  basiya bagli olarak iskemide kalmasi kagiilmazdir.
Operasyonlardaki bu iskemi siiresi 5-10 dk gibi kisa bir zaman olabilecegi
gibi, 1 saate kadar da uzayabilir. Kan akiminin tekrar saglanmasiyla,

belirtilen I/R hasar1 meydana gelmektedir.

Deneysel bobrek IR hasar modeli olusturmak igin farkli iskemi ve
reperfiizyon siireleri kullanilmistir. Williams ve ark.(107) renal arter ve veni
45 dk. klempleyerek iskemi olusturduklar1 ¢alismalarinda, reperfiizyondan
sonraki 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 9, 24. saatlerde ve 1 hafta sonra kan ve doku
orneklerini almiglardir. Renal hasarin en erken 45 dk’lik iskemiyi takiben 4.
Saatte bagladigini bildirmislerdir Bozkurt ve ark (108) calismalarinda 45
dakika iskemi sonrasi 60 dakika reperflizyon uygulanmis ve 60 dakika
sonunda ratlar sakrifiye edilmistir. Williams ve ark.(107) ile Cochran ve
ark.(109) reperfiizyon sonrasi renal hasarin en erken 4. Saatte gortildiigiini
belirtmislerdir. Bu veriler ile uyumlu olarak bu calismadaki deneysel
modelde 45 dk iskemi sonrasi reperfiizyon ve 24. Ve 48 saatlerde doku ve
kan 6rnekleri alinmasi prosediirii uygulandi. Calismamizdaki model ile renal

hasarin olustugu histomorfolojik olarak saptandi. Iskemi Reperfiizyon grubu



ile Sham grubu arasinda histomorfolojik hasar skorlar1 yoniinden anlamli
fark bulunmasi IR modelinin dogru uygulandigini gdstermektedir.

Renal I/R hasari, glomeriiler fonksiyon bozukluguna ve tiibiiler
hiicre hasarina neden olmaktadir. Serum {ire ve Cr seviyelerinin yiikselmesi,
hasarli bobreklerde fonksiyon bozuklugunun en iyl
gostergelerindendir(110).

BUN: Protein yikiminin son iirlinii olarak karacigerde sentezlenen
irenin  plazma degeri bobrek  fonksiyonlarinin  incelenmesinde
kullanilir(111). I/R sonrasinda serum BUN miktarindaki artis akut bobrek
yetmezliginin gostergesi olabilmektedir. Calismamizda I/R sonrasi serum
BUN diizeyi incelendiginde tiim gruplarda Grup I’e oranla anlamli derecede
yiikselme goriildii. Bu durum I/R’nin bdbrek fonksiyonlarini olumsuz
etkiledigini diistindiirdii.

Gruplar 24. saatteki BUN degerleri acisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda BUN degerlerinin
artmis oldugu saptandi. Grup I e gore grup ILIII de BUN degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu artig; grup I & grup II( P = 0,075), grupll &grup
(P = 0,975), grup I & grup IV(p=0,045), grup III & grup IV (P = 0,068),
grup [ & grup V(p=0,155) ve grup Il & grup V(p=0,061) olarak saptandi.

Gruplar 48. saatteki BUN degerleri acisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda BUN degerlerinin
artmis oldugu saptandi. Grup I e gore grup ILII de BUN degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu artis; grup I & grup II( P = 0,075), grupll &grup
HI(P = 0,975), grup II & grup IV(p=0,145), grup III & grup IV (P = 0,568),
grup I & grup V(p=0,357) ve grup Il & grup V(p=0,060) olarak saptandi.

Kreatinin: _Gruplar 24. Saatteki kreatinin degerleri acisindan
birbirleriyle karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda kreatinin
degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de kreatinin
degerlerinin yiikseldigi goriildii. Bu artis; grup I & grup II( p=0,000),
grupll &grup II(p=0,010), grup II & grup IV (p=0,003), grup lI & grup IV
(p=0,672), grup I & grup V(p=0,125) ve grup Il & grup V(p=0,001) olarak

saptandi.



Gruplar 48. Saatteki kreatinin  degerleri acisindan  birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda kreatinin
degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIILIV de kreatinin
degerlerinin yiikseldigi gorildii. Bu artis; grup I & grup II( p=0,000), grupll
&grup II(p=0,006), grup II & grup IV(p=0,000), grup III & grup IV
(p=0,128), grup I & grup V(p=0,277) ve grup II & grup V(p=0,000) olarak
saptandi.

Gruplar 24 ve 48. Saat serum kreatinin degerleri agisindan kendi
aralarinda karsilagtirildiklarinda; gruplarin kendi arasinda istatiksel olarak

anlamli bir farklilik izlenmedi(p>0,005).

Doku katalaz: Gruplar 24. saatteki bobrek katalaz degerleri agisindan
birbirleriyle karsilastirildiklarinda; grup I ve grup II ve III arasinda katalaz
degerlerinin yiikseldigi, grup IV de ise diisiis saptandi. Grup I e gore grup 11
ve III de katalaz degerlerinin yiikseldigi, grup IV de ise diistiigii goriildii.
Bu sonuglar; grup I & grup II( p=0,080), grupll &grup II(p=0,107), grup 11
& grup IV(p=0,069), grup Il & grup IV (p=0,828), grup I & grup V(p=0,591)
ve grup II & grup V(p=0,220) olarak saptandi.

Gruplar 48. saatteki bobrek katalaz degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup II ,III ve IV arasinda katalaz
degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup II, III ve IV de katalaz
degerlerinin yiikseldigi goriildii. Bu sonuglar; grup I & grup II( p=0,079),
grupll &grup I(p=0,468), grup 11 & grup IV(p=0,566), grup Il & grup IV
(p=0,879), grup I & grup V(p=0,025) ve grup II & grup V(p=0,607) olarak
saptandi.

Gruplar 24 ve 48. Saat bobrek doku katalaz degerleri agisindan kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda; grup III ve grup IV de anlamli istatiksel
farklilik saptandi(p=0,017,p=0,014). Diger gruplarda ise anlamli istatistiksel
farklilik saptanmadi(p»>0,005). 48. Saatte bobrek doku katalaz diizeyinin
grup III ve IV de anlamli olarak artt1g1 izlendi.



INF a: TNF-a iskemik renal hasarda, makrofaj, 16kosit ve renal
tiibiiler hiicreler tarafindan sekrete edilir. TNF-a glomeriiler kan akimini,
glomertler filtrasyon hizin1 azaltir; glomeriiler alblimin permeabilitesini
arttirir; serbest oksijen radikali, IL-1 gibi endojen pirojen ve diger
proinflamatuar sitokinlerin {iretimini stimiile eder; nétrofil ve monosit
(recruitment) infiltrasyonunu arttirir; ICAM-1 ve L-selektin ekspresyonunu
arttirir; hiicresel apoptosisi indiikler; glomeriiler fibrin depozisyonunu
arttirir(112). Renal TNF-a iiretimi i¢in 30 dakikalik iskemi yeterli olmakla
birlikte TNF-a proteininin ekspresyonu ve biyoaktivitesi 1 saatlik iskemi ve
bunu takip eden 2 saatlik reperfiizyonda tepe yapmaktadir(113,114).

Bizim calismamizda Gruplar 24. saatteki serum TNF-a degerleri
acisindan birbirleriyle karsilastirildiklarinda; grup 1 ve grup ILIILIV
arasinda TNF-a degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup
ILIILIV de TNF-a degerlerinin yiikseldigi goriildii. Bu yiikseklik; grup I
& grup II( p=0,897), grupll &grup I(p=0,378), grup 11 & grup IV(p=0,228),
grup III & grup IV (p=0,742), grup 1 & grup V(p=0,455) ve grup Il & grup
V(p=0,381) olarak saptandi.

Gruplar 48. saatteki serum TNF-o degerleri agisindan birbirleriyle
karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda TNF-a degerlerinin
grup II ve III de azalirken, grup IV de yiikseldigi saptandi. Grup I e gore
grup ILIII de degerler diiserken grup IV de TNF-a degerlerinin yiikseldigi
gorildii. Bu sonuglar; grup I & grup II( p=0,022), grupll &grup [1(p=0,169),
grup II & grup IV(p=0,001), grup III & grup IV (p=0,054), grup I & grup
V(p=0,101) ve grup II & grup V(p=0,497) olarak saptandi.

MDA:

Mark ve ark.(115) ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, renal iskemide
MDA artisinin, reperfiizyonla daha da arttigini gostermislerdir. ROR;
iskemiyle hiicresel hasar olustuguzaman, hiicre membranindaki poliansatiire
lipitlerin peroksidasyonu sonucu membrandakigecirgenligi bozar. Ayni
sekilde hiicre i¢indeki mitokondri ve lizozomal membranlarindaoksidatif

hasar olusup mitokondrial membranda onarimi olmayan fosforilizasyon



velizozomal membranda gecirgenlik artisina bagli hidrolitik enzimlerle
hiicre yikimi meydanagetirir. Tibiiler hiicrelerde de ayni olaylar olurken,
tiibiiler transportta bozulur. 1980’liyillardan beri oksidatif doku hasarmin
gostergesi olarak, serum ve doku MDA degerlerinebakilmakta oldugunu
belirten Singh ve Chopra (116) ratlarda yaptiklari renal I/R’de renaloksidatif
doku hasarinin gostergesi olarak doku MDA diizeylerine bakmislardir.

Bizim c¢alismamizda, Gruplar 24. saatteki bobrek doku MDA
degerleri agisindan birbirleriyle karsilastirildiklarinda; grup I ve grup
ILIILIV arasinda MDA degerlerinin diistiigli saptandi. Grup I e gore grup
ILIILIV de MDA degerlerinin distiigi goriildii. Bu disis; grup I & grup
II( p=0,000), grupll &grup II(p=0,000), grup II & grup IV(p=0,001), grup III
& grup IV (p=0,157), grup I & grup V(p=0,000) ve grup II & grup
V(p=0,000) olarak saptandi. Gruplar 48. saatteki bobrek doku MDA
degerleri acisindan birbirleriyle karsilastirildiklarinda; grup I ve grup
ILILIV arasinda MDA degerlerinin diistiigii saptandi. Grup I e gore grup
ILILIV de MDA degerlerinin diistiigii goriildii. Bu diislis; grup I & grup
II( p=0,000), grupll &grup II(p=0,846), grup 11 & grup IV (p=0,659), grup III
& grup IV (p=0,525), grup 1 & grup V(p=0,000) ve grup II & grup
V(p=0,000) olarak saptandi. Tiim gruplarda bobrek doku MDA diizeyinin
belirgin derecede diistiigii izlendi.

Gruplar 24. saatteki serum MDA degerleri agisindan birbirleriyle
karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda MDA
degerlerinin,grup 4 haric, yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILIII de
MDA degerlerinin yiikseldigi, grup IV de ise diistligii goriildii. Bu sonuglar;
grup I & grup II( p=0,022), grupll &grup II(p=0,204), grup II & grup
IV(p=0,002), grup III & grup IV (p=0,063), grup [ & grup V(p=0,212) ve grup
IT & grup V(p=0,352) olarak saptandi.

Gruplar 48. saatteki serum MDA degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup 1 ve grup ILILIV arasinda MDA
degerlerinin,grup II harig, distiigii saptandi. Grup I e gore grup III ve IV de
MDA degerlerinin diistiigii, grup II de ise yiikseldigi goriildii. Bu sonuglar;
grup I & grup II( p=0,000), grupll &grup III(p=0,000), grup II & grup



IV(p=0,000), grup I & grup IV (p=0,685), grup 1 & grup V(p=0,058) ve grup
II & grup V(p=0,000) olarak saptandi.

MPO: Calismamizda noétrofil infiltrasyon ve aktivasyon parametresi
olan MPO verilerine bakildi. Post-iskemik durumda PMNL’de icerdikleri
MPO enzimi ile I/R hasarinda rolii olan SOR"un olusumuna neden
olmaktadir(109).

Bizim calismamizda Gruplar 24. saatteki serum MPO degerleri
acisindan birbirleriyle karsilastirildiklarinda; grup I ve grup ILIHLIV
arasinda MPO degerlerinin yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILILIV
de MPO degerlerinin ylikseldigi goriildii. Bu yiikseklik; grup I & grup II(
p=0,006), grupll &grup III(p=0,871), grup Il & grup IV(p=0,867), grup Il &
grup IV (p=0,742), grup I & grup V(p=0,025) ve grup Il & grup V(p=0,938)
olarak saptandi.

Gruplar 48. saatteki serum MPO degerleri agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda; grup I ve grup ILIILIV arasinda MPO degerlerinin
yiikseldigi saptandi. Grup I e gore grup ILILIV de MPO degerlerinin
yiikseldigi goriildii. Bu yiikseklik; grup I & grup II( p=0,004), grupll &grup
II(p=0,164), grup 11 & grup IV (p=0,828), grup III & grup IV (p=0,239), grup I
& grup V(p=0,074) ve grup II & grup V(p=0,262) olarak saptandi.

5.1. Histopatoloji

Literatiirde histopatolojik incelemede bobrekte I/R hasari1 sonrasi
tiibiiler atrofi, tiibiiler llimen cap artis1, tiibiiler hyalinizasyon, reaktif atipi,
fircams1 kenar kaybi, hiicresel sisme, nukleus deformasyonu, lokosit
infiltrasyonu gibi parametrelerin  kullamildigir  goriilmektedir. Bizim
calismamizda tiibiiler nekroz, tiibiil liimen dilastasyonu, tiibiil hiicre
vakuolizasyonu, intratiibiiler silendirler, tiibliler hiicre nekrozu ve
interstisyel fibrozis seviyelerinin belirlenmesi planlanmustir.

Bobrek dokusu histopatolojik olarak incelendiginde Grup I‘e ait doku
orneklerinde, bobrek tiibiil ve glomeriil yapisinin normal gériiniimde oldugu

ve herhangi bir hasarin olmadig1 goriildi. Grup II de Onemli derecede



glomeriilus ve bowman kapsiiliinde degisim ve kapsiil araliginda genisleme
ayrica tiibiillerde firgamsi1 kenar kaybu, tiibiiller aras1 kanamalar tespit edildi.
Tibiil hiicrelerinde sisme ve buna bagli olarak tiibiiller icerisinde sivi
birikimi ve hiicre dokiintiilerinin olusturdugu tiibiiler deformasyon goriildii.
Gruplar arasinda yapilan karsilagtirilmada incelenen parametrelerin grup Il e
kiyasla diger biitlin gruplarda istatistiki olarak anlamli farklilik
saptandi(p<0,005). 24. Saat; konjesyon(p=0,024), vakuolizasyon(p=0,635),
nekroz(p=0,434), silendir(0,024). 48.Saat konjesyon(p=0,642),
vakuolizasyon(p=0,364), nekroz(p=0,023), silendir(0,012). Her ne kadar
uzak ve lokal iskemik sonkosullanma uygulanmasiyla, kontrol ve iskemik
sonkosullanma gruplar1 arasinda 24. Saat vakualizasyon ve nekroz
yoniinden fark olusmuyorsa da (p=0,0,635, p=0,434), sham grubuyla
iskemik kosullanma gruplar1 arasinda da anlamli farkin bulunmamasi
iskemik sonkosullanma gruplarinin histopatolojik diizeyde iskemi kadar
zarar vermedigi anlaminda yorumlanabilir. Bu sonuglara gore, bireylerin
Konjesyon, Silendir, Vakuolizasyon ve Nekroz a¢isindan 24.saat ve 48.saat
degerleri arasinda istatistiksel acidan farklilik saptanmadi (Standard MH
Statistic=-0,00, p=1,00).

Renal I/R hasar ile ilgili caligmalardaki histolojik degerlendirmeler
1/R’den sonra bdbrek tiibiil hiicrelerinde vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon,
nekroz alanlari, hiicreler arasi kanama gibi bulgular rapor edilmistir(118).

Bu da bizim histolojik verilerimizle uyumludur.

5.2. Elektron Mikroskobisi

Aragtirmalarimiza ragmen Iskemik uzak organ sonkosullanmanin
etkilerini degerlendiren herhangi bir elektron mikroskopisi g¢aligmasina
rastlamadik. Bobrek iskemi elektron mikroskopisi bulgularini degerlendiren
bir ¢calismada Shimizu ve arkadaglar1 60 dakikalik reanl iskemiden sonra 6
ay takip ettikleri ratlarda, elektron mikroskobik incelemde en fazla hasarin
24 saatlik reperflizyon sonrasinda goriildiigiinii  bildirmislerdir(119).

Calismamizda bu ¢alismada belirtilen kriterler baz alinmistir.



Calismamizda grup III ve grup IV de glomeriillerin voliim olarak
normale daha yakin oldugu bowman kapsiiliinde visseral ve parietal
yapraklar arasindaki mesafenin normale daha yakin oldugu izlendi.

Sonkosullanma  uygulanan  gruplarda bazal = membranlarda
diizensizlesme ve ondiilasyonun diger gruplara gore daha hafif oldugu
izlendi. Yine bu gruplarda kontrol grubuna gore tiibiiler epitel hiicrelerinin
normal yap1 gosterdigi izlenmistir. Gorlintiileme alani igerisinde farkl
dejenerasyon asamalarindaki hiicrelerde sik olmamakla beraber ilgili
gruplarda izlenmistir.

Onceki yapilan ¢alismalarla (Ates, E 2002) uyumlu olarak son
kosullanma uygulanan gruplarda hiicre biitiinliigliniin ve organellerin
normal yapi1 ve dagilimda oldugu izlendi. 24 ve 48. Saat bulgular1 gruplar ve
kendi aralarinda karsilagtirildiginda iskemik sonkosullanma uygulanan
gruplarda tiibiilleri doseyen hiicrelerin ve glomeriiler hiizre anatomisinin
diger gruplara oranla belrigin bir sekilde korunmus oldug: izlendi. 48. Saat
sonuclar1 gz Oniine alindiginda kontrol grubunda glomertiiler yapilarin ve
tiibiiler yapilarin tamamen dejenere oldugu izlenirken diger gruplarda bu

yapilarin biiylik oranda korundugu tespit edildi.

Farmakolojik son kosullanma:

Iskemiye bagli akut bdbrek yetersizligi; renal vazokonstriksiyon,
tiibiiler hasar, glomertiler filtrasyon yetersizligi ve glomeriiler hasardan
olusan kompleks bir sendromdur . Iskemi reperfiizyon hasarmi olusturan
mekanizmalar lizerinde etkili olabilecegi diisiiniilen c¢esitli ilaclar
profilakside (farmakolojik 6n kosullama) ve tedavide (farmakolojik ard
kosullama) kullanilmistir (121,122,123). Fujii ve ark. (92.0) yaptiklar
calismada; bobrek IR hasar1 {izerine L-karnozinin etkilerini arastirmislar ve
L-karnozinle farmakolojik 6n kosullama yapilan ratlarda hasarin belirgin
olarak dnlendigini bildirmislerdir.

Bizde calismamizda son kosullanma igin statinlerden biri olan
pravastatini kullandik. Statinlerin kolesterol diisiiriicli etkisinden bagimsiz
etkileri oldugu son c¢aligsmalarda ortaya konmustur. Kolesterol diisiistinden

bagimsiz olan bu etkiler “pleiotropik etkiler” olarak isimlendirilir.



“Pleiotropik etki” olarak da adlandirilan antiinflamatuvar, antiproliferatif ve
immiinmodiilatdr 6zellikleri ile statinler kardiyovaskiiler sistemin yan1 sira
diger organ sistemleri ve pek cok hastalik i¢in genis spektrumda bir etki
profiline sahiptir. S6z konusu etkilerin sorumlusunun HMG-KoA rediiktaz
inhibisyo-nu ile kolesteroliin yan1 sira pek c¢ok izoprenoid bilesigin
olusumunun engellenmesi oldugu iddia edilmektedir. Bunlardan farnesil
pirofosfat ve geranil pirofosfat gibi bilesikler posttranslasyonel protein
izoprenilasyonu i¢in gereklidir ve proteinlerin yaklasik 9%0.5-1 kadarinin bu
yolla modifikasyona ugradigi bilinmektedir.

Statinlerin, antiinflamatuvar ve immunomodiilatuar etkileri ile
bagisiklik sistemindeki abartilmis yanitin baskilanmasinda faydali
olabilecegi o©ne siirlilmiistiir. Statinlerin reseptor-li-gand ~ etkilesimini
engelleyerek sepsisi baskiladigi diisiiniilmektedir. Molekiiler diizeyde one
siriilen mekanizma mavelonat yolagi inhibisyonundan bagimsizdir.
Statinler B2-integrin bdlgesinden 16kosit fonksiyon iligkili antijene baglanir
ve boylece lenfosit fonksiyonlarma engel olur. Ote yandan, endotel
disfonksiyonu {izerine olumlu etkileri ve antitrombotik 6zellikleri sayesinde
statinler sepsis ile tetiklenen koagiilopatinin baskilanmasinda etkilidir.
Sepsis-statin 1iliskisinde bir diger mekanizma heme oksijenaz (HO)-1 adh
indiiklenebilir, sitoprotektif 6zellikte bir 1s1 sok proteininin aktivasyonudur.
Statin tedavisi ile HO-1 konsantrasyonu artar. HO- 1 aktivasyonu hem
vaskiiler diiz kas, hem de endotel hiicrelerinde gerceklesir ve bdylece

antiinflamatuvar, antiproliferatif, antioksidan etkiler ortaya ¢ikar(124).



6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak calismamizda 45 dakikalik bobrek iskemi sonrasi
uygulanan lokal (bobrek) sonkosullanma ve uzak(karaciger) iskemik
sonkosullanmanin bobrekte olusan iskemi reperfiizyon hasarini azalttig
histopatolojik olarak, ultrastriiktiirel olarak ve laboratuar bulgulari ile ortaya
konmustur. Calismamizda daha dnceki yayimnlarda degerlendiriligi i¢in ¢ok
erken donem (1. saat) sonuglar1 bakilmamis ve ge¢ donem (1 hafta ve {lizeri)
sonuglar1 degerlendirilememistir. Ancak iskemi ve reperflizyona bagl
hasarin yogun olarak izlendigi ilk 48 saaat ayrintili parametrelerle
incelenmis olup elde edilen sonuglar iskemi reperfiizyon hasarini

engellemede klinik uygulamalar icin yol gosterici oldugu ortaya konmustur.
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