T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ANESTEZiYOLOJi VE REANIMASYON
ANABILIM DALI

SICANLARDA OLUSTURULAN RENAL ISKEMi
REPERFUZYON MODELINDE ASKORBIK ASIT VE
MAGNEZYUMUN ETKINLIiGININ KARSILASTIRILMASI

DR. URAL CAN EKMEKCI

UZMANLIK TEZi

[ZMIR-2020



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ANESTEZiYOLOJi VE REANIMASYON
ANABILIM DALI

SICANLARDA OLUSTURULAN RENAL ISKEMIi
REPERFUZYON MODELINDE ASKORBIK ASIT VE
MAGNEZYUMUN ETKINLIGININ KARSILASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi

DR. URAL CAN EKMEKCI

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Saniye Deniz OZZEYBEK



TESEKKU

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yaralandigim, hekimlik sanatinin
ve anesteziyolojinin temel ilkelerini 6grendigim degerli hocalarim, Saym Prof. Dr. Erol
Gokel’e, Sayin Prof. Dr. Semih Kiigiikgii¢lii’ye, Sayin Prof. Dr. Bahar Kuvaki Balkan’a, Sayin
Prof. Dr. Ali Necati Gokmen’e, Saym Prof. Dr. Leyla lyilik¢i Karaoglan’a, Sayn Prof. Dr.
Hasan Hepaguslar’a, Sayimn Prof. Dr. Ayse Karci’ya, Saym Prof. Dr. Fikret Maltepe’ye, Sayin
Prof. Dr. Sevda Ozkardesler’e, Sayin Prof. Dr. Ugur Koca’ya, Saymn Prof. Dr. Cimen Olguner’e,
Sayin Prof. Dr. Biilent Serhan Yurtlu’ya, Sayin Prof. Dr. Volkan Hanci’ya, Saym Dog. Dr.
Ferim Giineng’e, Saym Dog. Dr. Yiiksel Erkin’e, Sayin Dog. Dr. Aydin Tasd6gen’e, Saymn Dog.
Dr. Dilek Omiir Arca’ya, Sayin Dog. Dr. Elvan O¢men’e, Saym Dog. Dr. Hale Aksu Erdost’a,
degerli bilgilerinden yararlandigim ve egitimime katkida bulunan uzmanlarimiz Sayin Uzm.
Dr. Nilay Boztas’a, Saym Uzm. Dr. Icten Ezgi Ince’ye, Sayin Uzm. Dr. Giil Inan’a, Saymn Uzm.
Dr. Sibel Biiyiikcoban’a, Sayin Uzm. Dr. Mine Sar1’ya, Sayin. Uzm. Dr. Zeynep Tuncer’e,

Uzmanlik egitimim boyunca ve tez aragtirmami yapmaya basladigim ilk giinden
bitimine kadar tiim calismalarimda yardimlarin1 esirgemeyen, destekleyen ve katki sunan

danisman hocam Prof. Dr. Saniye Deniz Ozzeybek’e,

Tez caligmamin her asamasinda biiyiik bir sabir ve 6zveriyle katkida bulunan ve
deneysel uygulamasinda bilgi ve deneyimlerini 6zveri ile paylasan Saym Dog¢. Dr. Sule

Ozbilgin’e ve Sayin Dog. Dr. Miicahit Ozbilgin’e,

Tezimde emegi gegcen ve ¢alismanin sonuglarina en hizli sekilde ulasmami saglayan
Sayin Prof. Dr. Semra Kogtiirk’e, Sayin Prof. Dr. Giiven Erbil’e, Aras. Gor. Gokgen Bilici’ye,

Aras. Gor. Tugba Erkmen’e ve Aras. Gor. Ozgiin Kimizoglu'na,

Uzmanlik egitimi ve tez ¢aligmam siirecinde destegini ve sevgisini her zaman

hissettigim Anesteziyoloji ve Reanimasyon ABD Sekreteri Emine Cetinkaya’ya,
Uzmanlik egitimim boyunca beraber ¢alistigimiz tiim asistan arkadaslarima,

Bugiinlere gelmemde biiylik emekleri bulunan, her zaman yanimda olan, desteklerini ve

sevgilerini hep hissettiren aileme,

Sevgi ve saygilarimla sonsuz tesekkiir ederim.

URAL CAN EKMEKCI



ICINDEKILER Sayfa No

TABLO LISTESI.....ccoooiiiiiiiiiiiis s I
SEKIL LISTEST ......cooiiiieeeeeeeeee ettt v
GRAFIK LISTESI ......ocoviiiiiiiiitiiieceessese s \%
RESIM LISTESIT ....coooiiiiiii s Vi
KISALTMALAR . ... Vil
OZET ... 1
SUMMARY ..ottt 2
LGIRIS VE AMAC ..ottt 3
2.GENEL BILGILER ........coccoooiiiiiiiies e 5
2.1.Iskemi 5
2.2 REPETTUZYON ... 6
2.3.Bobrek Iskemi Reperflizyon Hasarm ......ccccc.vcececieieiieiceeeieeseeeceee e 8
2.4.Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidanlar...............cccoovieniiiiiiiniinnnn, 9
2.5 Iskemik ONKOSUIAMA. ........cvovveeeeeeieeeceeteie et ess ettt es st es s seeeesas 11
2.6.Farmakolojik Kosullama ...........cccoveiiiiiiiiiiiiee s 12
2.7 ASKOTDIK ASTE....ciuiiiiiiiiie ettt 13
2.8 MANEZYUM .....ooiiiiiiiiiie it 14
3. GEREC VE YONTEM ......cocooviiiiiieiieese e teees s tenes st anenes s, 18
3.1.Anestezi Uygulamasi.......c.cocveiiiiiieiiiiieie e 18
3.2.Deney Gruplart ve Protokol .........ccccooviiiiiiiiiiii 18
3.3.Deneysel Calisma MoOdeli ........ccoouieiiiiiiiiiciiiece e 20
3.4.Biyokimyasal INCEIEMEIET .............ccoeveviiiiriiireieiiecee e, 21
3.5.Renal Dokunun Histomorfolojik Incelemeleri............ccooovcvrverriiierererereeennne, 22
RO DT E: 0 s G 4 1S 4 (S o PR 22
3.7.Istatistiksel Degerlendirie. ..........c..cveviveveieieeiieieiieeeieee e, 22
4. BULGULAR ..ottt ettt 23
4.1.Biyokimyasal Bulgular...........ccocovoiiiiiiiii e 23

4.2 Histomorfolojik Bulgular ..........cccoceviiiiiiiiiiic 26



5. TARTISMA .....ocoviiiiieeeeeeeeeee ettt sttt sttt en ettt an s
6. SONUC VE ONERILER ..........ocooioioioioieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteteeeee oot
ToKAYNAKLAR ...ttt ettt ettt st

EK: Etik Kurul Onay1



TABLO LIiSTESI Sayfa No

Tablo 1. Antioksidanlarin SINIflamasI. ........cceeiviveiieiieiiie e 11
Tablo 2: Biyokimyasal BUIGQUIAK ...........c.coeiiiieiieice e 23
Tablo 3: TUNEL Sayim SONUGIATT.......ccceiieiiiiiiiiiiieiieeeese e 30



SEKIL LIiSTESI Sayfa No

Sekil 1. Iskemi sonucunda hiicrelerde gerceklesen metabolik degisiklikler....................... 5
Sekil 2. iskemide piirin metabolizmas1 Ve reperfiizyonda oksijen radikali olusumu.......... 7
Sekil 3. Serbest oksijen radikallerinin hiicredeki etkileri ..........ccocvvviiiiiiiiiiiiniieis 10
Sekil 4. Deney protokoliiniin sematik gorinimil............cccvviveriiiiiiiiieie e 19
Sekil 5. Tiibiiler hasarin belirlenmesi i¢in segilen 5 standart alan ............ccceeeeiiieienienns 22



GRAFIK LISTESI Sayfa No

Grafik 1. Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde 6lgiilen BUN diizeyleri..........cccocoviviinnnne 23
Grafik 2. Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde dlgiilen kreatin diizeyleri.............cc.cevvnene 24
Grafik 3. Sicanlardan alinan bobrek dokularinda 6lgiilen MDA diizeyleri ...........c.cc..c..... 24
Grafik 4. Sicanlardan alinan bobrek dokularinda 6lgiilen GSH diizeyleri............ccccvvuenene 24
Grafik 5. TUNEL boyamaya gore apoptotik hiicre say1lart ............cccvvvereenenencniennnnnnnns 30



RESIM LiSTESI Sayfa No

Resim 1. Anestezi altinda laparotomi uygulanmasi...........cccecererinininieieienese e 20
Resim 2. Renal pedikiillerin agiga ¢ikarilmasi ve pedikiillerin Klemplenmesi................... 21
Resim 3. Sham grubuna ait KESIIEr ...........ccoiieiiie e 26
Resim 4. Iskemi reperfiizyon grubuna ait KESItIEr ............ccoevvvvvvveveeeiceeeeeee e, 27
Resim 5. Askorbik Asit grubuna ait KeSItler.............ccovvieieeiiiie e 27
Resim 6. Magnezyum grubuna ait KeSItIEr ............cccovveiviii e 28
Resim 7. Askorbik Asit + Magnezyum grubuna ait Kesitler............c.cocooveviiiiieiiciiciec, 28
Resim 8. PAS boyamasi yapilan gruplarin Kesitleri .........ccooeevreriiiiniiiiniiieiese s 29
Resim 9. TUNEL incelemesi yapilan gruplarin kKesitleri..........ocoovviviiiininienencnciescns 31

Vi



KISALTMALAR

IR: Iskemi-Reperfiizyon

I0K: iskemik On Kosullama
UIOK: Uzak Iskemik Onkosullama
Oz2: Oksijen

Na*: Sodyum

K*: Potasyum

ATP: Adenozin Trifosfat

H2COs: Karbonik Asit

Ca*2: Kalsiyum

AMP: Adenozin Monofasfat

KDH: Ksantin Dehidrogenaz

KO: Ksantin Oksidaz

NAD: Nikotinamid Adenin Diniiklotid
NADP: Nikotinamid Adenin Diniiklotid Fosfat
SOR: Serbest Oksijen Radikalleri
BUN: Kan Ure Azotu

ADP: Adenozin Difosfat

C: Kompleman

TNF: Tiimor Nekroz Faktor

IL: interlokin

cGMP: Siklik Guanozin Monofosfat

GFH: Glomeriiler Filtrasyon Hiz1

Vil



NO: Nikrik Oksit

NOS: Nikrik Oksit Sentaz

CAMP: Siklik Adenozin Monofosfat
ip: Intraperitoneal

MDA: Malonil Dialdehid

GSH: Glutatyon

NMDA: N-Metil D-Aspartat

H&E: Hematoksilen&Eozin

PAS: Periyodik Asit Schiff

TUNEL: Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP nick end labeling

viii



OZET

Sicanlarda Olusturulan Renal iskemi Reperfiizyon Modelinde Askorbik Asit Ve
Magnezyumun Etkinliginin Karsilastirilmasi

Dr.Ural Can EKMEKCI, DEUTF Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, IZMIR

Amag: Cerrahi girisimler sirasinda iskemi reperfiizyon hasarindan en c¢ok etkilenen
organlardan biri bobrektir. Bu c¢alismanin amaci; siganlarda olusturulan renal iskemi
reperfiizyon hasari modelinde iskemi Oncesi uygulanan askorbik asit ve magnezyumun ayr1
ayr1 ve birlikte uygulanmasinin etkinliginin arastirilmasidir.

Gerec ve Yontem: DEU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onaymin ardindan agirliklart
250-300 g arasinda degisen 35 adet Wistar albino cinsi erkek sigan 5 gruba ayrildi. Sham Grubu
(n=7)’na laparotomi, diger gruplara 45 dak iskemi ve 240 dak reperfiizyon uygulandi. IR
Grubu (n=7)’na ilag uygulanmadi. Askorbik Asit Grubu(n=7)’na iskemiden 1 saat dnce 250
mg/kg askorbik asit, Magnezyum Grubu (n=7)’na iskemiden 1 saat once 200 mg/kg
magnezyum siilfat, Askorbik Asit + Magnezyum Grubu) (n=7)’na iskemiden 1 saat dnce ayni
dozlarda askorbik asit ve magnezyum siilfat intraperitoneal olarak uygulandi. Alinan renal
dokularda MDA ve GSH konsantrasyonlar1 belirlendi, kan 6rneklerinde serum BUN ve
Kreatin diizeyleri 6lgiildii. Histolojik incelemeler i¢in H&E ve PAS boyamalari, apopitotik
hiicre incelemeleri i¢gin TUNEL immiinohistokimyasal boyamasi yapildi. p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Bulgular: BUN degeri Askorbik Asit + Magnezyum grubunda iR grubuna kiyasla anlamli
diisiik bulundu (p:0,021). Kreatinin degeri Magnezyum grubunda IR grubuna kiyasla anlamli
diisiik bulundu (p:0,002). MDA degeri Askorbit Asit (p:0,034) ve Askorbik Asit + Magnezyum
(p:0,001) grubunda IR grubuna kiyasla anlamli diisiik bulundu. GSH degeri Magnezyum
(p<0.001) ve Askorbik asit+ Magnezyum (p<0.001) gruplarinda diger gruplara kiyasla anlaml
olarak yiiksek bulundu. H&E ve PAS boyamalar: sonucunda ilag uygulanan gruplarda daha az
hasar tespit edildi ancak birlikte uygulamanin ayri ayr1 uygulamaya gore bir avantaj
olusturmadig: gozlendi. Askorbik Asit + Magnezyum grubunun TUNEL sayimlari IR grubu
sayimlarindan anlamli olarak diisiik bulundu (p:0,005).

Sonug: Elde edilen veriler dogrultusunda sican renal IR modelinde iskemi éncesi uygulanan
250 mg/kg askorbik asit ve 200 mg/kg magnezyum siilfatin ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulanmasinin IR hasarinin azalttigi kanisma varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bébrek, Iskemi Reperfiizyon Hasar1, Askorbik Asit, Magnezyum



SUMMARY

Comparison of the Effectiveness of Ascorbic Acid and Magnesium in Renal Ischemia

Reperfusion Model in Rats

Dr.Ural Can EKMEKCI, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Dept. of
Anaesthesiology, IZMIR
Background: Kidney is one of the most affected organs of ischemia reperfusion injury during
surgical procedures. The aim of this study is to determine effectiveness of ascorbic acid and
magnesium administration seperately or combined before ischemia on the rat model of renal
ischemia and reperfusion damage.
Materials and Methods: After the approval of the DEU Local Ethics Board of Animal
Experiments, 35 Wistar albino male rats ranging in weight from 250-300 g were divided into 5
groups. The Sham Group (n=7) was a laparotomy, 45 min ischemia and 240 min reperfusions
were applied to other groups. No drugs were applied to the IR Group (n=7). 250 mg/kg ascorbic
acid 1 hour before ischemia in the Ascorbic Acid Group (n=7), Magnesium Group (n=7) was
administered to 200 mg/kg magnesium sulfate 1 hour before ischemia, ascorbic acid and
magnesium sulfate intraperitoneal in the same doses 1 hour before ischemia (n=7). MDA and
GSH levels were determined in the renal tissues received, serum BUN and creatine levels were
measured in blood samples. H&E and PAS paintings for histological examinations, TUNEL
immunohistochemical staining for apoptotic cell examinations. p<0.05 value was considered
statistically significant.
Results: The BUN value was found significantly lower in the Ascorbic Acid + Magnesium
group compared to the IR group (p:0.021). The value of creatine was found significantly lower
in Magnesium group compared to the IR group (p:0,002). The MDA value was found
significantly lower in the Group of Askorbit Acid (p:0.034) and Group of Askorbic Acid +
Magnesium (p:0.001) compared to the IR group. GSH value of Group of Magnesium (p<0.001)
and Group of Ascorbic Acid + Magnesium (p<0,001) were significantly higher in other groups.
Less damage was detected in the groups applied to the drug as a result of H&E and PAS
paintings, but together it was observed that the application did not constitute an advantage over
the individual application. TUNEL counts of the Group of Ascorbic Acid + Magnesium was
found significantly lower than the IR group counts (p:0,005).
Conclusions: According to the data obtained, it was concluded that the separate and combined
of 250 mg/kg ascorbic acid and 200 mg/kg magnesium sulfate applied before ischemia in the
rat renal IR model reduces the damage of the kidney.

Key words: Kidney, Ischaemia Reperfusion Injury, Ascorbic Acid, Magnesium



1.GiRIiS ve AMAC

Iskemi, doku veya organa giden kan akiminda bir siire azalma veya kesilme; reperfiizyon
ise, iskemi sonrasinda doku veya organin yeniden kanlanmasi olarak tanimlanir. Reperfiizyon
dokulara iskemik hasardan daha fazla zarar verebilmektedir!. Bu durum reperfiizyon hasari seklinde
adlandirlir. Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarina maruz kalan dncelikli organlardan biri bobreklerdir
ve akut bobrek hasar1 yiiksek morbidite ve mortaliteyle iligkili kritik klinik bir durum olarak
tanimlanir. Bobrek IR hasar1 bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner
bypass, sepsis, iirolojik girisimler ve hidronefroz gibi ¢esitli klinik kosullarda ortaya ¢ikabilir?.
Bobreklerin IR hasarma duyarli olmasinin nedenleri arasinda karmasik mikrovaskiiler ag yapisi ve

yiiksek enerji gereksinimi olmas1 sayilmaktadir®,

Iskemi-reperfiizyon hasarinin  olusmasinda reaktif oksijen radikallerinin iiretimi,
kompleman aktivasyonu, 16kosit-endotelyal hiicre adezyonu, transendotelyal 16kosit migrasyonu,
trombosit-16kosit agregasyonu, artmis mikrovaskiiler gegirgenlik ve endotele bagimli artmis
gecirgenlikle karakterize lokal ve sistemik inflamatuvar yanitlar rol oynar®. Artmis olan reaktif
oksijen radikalleri iiretimi antioksidan sistemin disfonksiyonuna yol acar. Bu disfonksiyon tiibiiler
hiicre hasar1 ve apopitoza neden olur. inflamatuvar sitokinlerin serbestlesmesi sonucu immiin yanit

baslar. Aktive olan kompleman sistemi de bir baska hasar yolu olusturur®.

Strese karsi koruma mekanizmalar1 yoluyla dokunun adaptasyonu olarak tanimlanan
iskemik 6nkosullamanin, IR hasarindan korunmada iyi bilinen bir mekanizma oldugu saptanmustir®.
Iskemik 6nkosullama igin kullanilan yéntemler arasinda uzak iskemik énkosullama ve farmakolojik

kosullama en sik tercih edilenlerdir’.

Bobrek IR hasarmda farmvakolojik kosullama uygulanarak farkli ajanlarm koruyucu
etkinliginin arastirildig1 birgok ¢alisma yapilmustir. C vitamini (askorbik asit)®**, magnezyum
siilfat>1>18 E vitamini®, hidrokortizon®, L-arginin®, atorvastatin'®, tadalafil?’, monoaminooksidaz
inhibitorleri?t, deksmedetomidin?® ve mannitol?® gibi ajanlarin iR hasarini azalttigimin gosterildigi

caligmalar s6z konusudur.

Yiiksek doz askorbik asitin nikotinamid adenin NADP-oksidaz ve indiiklenebilir NOS
aktivasyonunu inhibe ederek oksidatif hasara bagli mikrodolasim bozuklugunu azalttigi veya
onardigi; bdylece IR hasarmin etkilerini hafiflettigi preklinik caligmalarda gosterilmistir®™?,
Askorbik asitin inflamatuvar hiicreler ve endoteliyal hiicreler arasindaki oksidatif kaynakli

etkilesime miidahale edebilecegi ¢esitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. P-selektin sulu faz oksijen



radikallerinden etkilenebilirken, askorbik asitin bu radikalleri notralize ederek bu kritik adhezyon
molekiiliiniin upregiilasyonunu azaltabildigi éne siiriilmiistiir'®. Aym zamanda, suda ¢dziinebilen
antioksidanin, lipoprotein lipitleri etkilemeden dnce sulu faz oksijen radikallerini kestigi ve boylece

lipit peroksidasyonunun baslatiimasini da énleyebildigi belirtilmistir®®.

Magnezyum hem intraselliiler hem de ekstraselliiler alanlarda biiyiik miktarlarda bulunan
bir elektrolittir. Ayni1 zamanda protein sentezi, kas ve sinir iletimi, néromiiskiiler sinyal iletimi, kan
sekeri kontrolii ve kan basinci regiilasyonu dahil olmak {izere viicutta biyokimyasal reaksiyonlari
diizenleyen 300'den fazla enzim sisteminde yer alan bir kofaktdrdiir. Iyon kanal diizenleyicisidir,
hiicresel iyon dengesinin korunmasina katkida bulunur. Hiicre zarlar1 boyunca kalsiyum ve

potasyum iyonlarinimn aktif tasinmasinda énemli bir rol oynadig1 gdsterilmistir®.

L tipi kalsiyum kanallarinin uyarilmasiyla ortaya cikan hiicre ic¢i kalsiyum artisinin
inflamatuvar yanit1 arttirdigi; mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma, hiicrede nekroz ya da
apopitoza yol agtig1 saptanmistir?. L tipi kalsiyum kanal blokeri olan magnezyum ile olusturulan L
tipi kalsiyum kanal blokajmin IR hasarindan korumada etkili olabilecegi belirlenmistir?.
Magnezyum ayrica iyi bilinen bir NMDA reseptdr antagonistidir!®. Lipit peroksidasyonunu direkt

inhibe ederek endoteliyal ve ndronal reperfiizyon hasarini azalttig1 gsterilmistir®®,

Bugiine dek askorbik asitin veya magnezyumun IR hasar1 iizerindeki etkinliginin
arastirildig ¢cok sayida calisma bulunmasina karsin bu iki ajanin birlikte kullanilmasinin etkilerinin

irdelendigi bir aragtirmaya ulasilamamustir.



2.GENEL BiLGILER

2.1 iskemi

Iskemi, dokunun kanlanmamasi yani oksijen (O2) ve diger metabolitlerin dokulara
dolasim tarafindan yeterli diizeyde saglanamamasi ve bu siirecte olusan atik iiriinlerin yine
dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Bu durum geri doniisiimlii veya

doniisiimsiiz hiicre hasart ile sonuglanir®®.

Oksijen hiicre fonksiyonlarmin devami icin temel gereksinimdir. iskemi sonucu
dokulara yeterli O saglanamamasi ile hiicre Sliimiine kadar giden bir dizi kimyasal olay baslar.
Olusan anaerobik metabolizma ile laktik asit artar ve asidoz normal hiicre isleyisini bozarak
yiiksek enerjili baglarin azalmasina ve hiicre dengesinin korunmasi ic¢in gereken enerjinin
yetersiz kalmasina sebep olur?>?%, Sodyum (Na*)/Potasyum (K*) pompasinin ¢alismasi bozulur.
Potasyum iyonlari hiicre disina ¢ikarken Na* ve klor iyonlar1 da hiicre igine girerler. Anaerobik
glikolizle adenozin trifosfat (ATP) tiretilmeye caligilir. Karbondioksit birikimi H2COg tiretimi

ile sonuglanir, boylece asidoz artar (Sekil-1)%".
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Sekil-1: Iskemi sonucunda hiicrelerde gerceklesen metabolik degisiklikler



Adenozin trifosfat bagimh c¢alisan diger bir pompa ise ekstraselliiler ve intraselliiler
kalsiyum (Ca*?) dengeleyici pompadir. Intraselliiler Ca*? artis1 ile proteolitik enzimler ve
fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipaz A aktivasyonu ile membran fosfolipitleri bozulmaya

baslar, plazma ve mitokondriyal membran biyoenerjetikleri ve gecirgenlikleri de degisir®.
2.2 Reperfiizyon

Ilaglarla veya mekanik olarak iskemik dokunun kan akimmmn yeniden saglanmasina
reperfiizyon adi verilir. Iskemik dokuda kan akiminin yeniden saglanmasinin, enerji
gereksiniminin yeniden yapilanmasi ve toksik metabolitlerin ortadan kaldirilmasi gibi yararh
etkileri olmaktadir®®. Ancak kan akiminin tekrar baslamasi paradoksal bir sekilde iskeminin
olusturdugu hasar1 artirir ve dokuda iskeminin yarattigi hasardan daha fazla hasara da yol

acabilir?®30,

Reperflizyon hasarindan serbest O2 radikalleri, kompleman (C) sistemi ve polimorf

niiveli 16kositler ve endotel hiicreleri sorumlu tutulmaktadir?.

Reperfiizyon ile dokuya tekrar ulasan Oz nedeniyle olusan toksik Oz radikalleri, hiicre
membraninda lipit peroksidasyonuna neden olarak direkt hiicre hasarina yol agmakta ve
arasidonik asit {iretimiyle prostoglandin olusumunu artirarak 16kositleri aktive etmektedir®?.
Stiperoksit radikalleri ile aktive olan lokositler vaskiiler endotel ile etkilesime girerek
transmigrasyonla sonuglanan yolag: baglatir. Lokosit yiizeyindeki P-selektin glikoprotein | ile
endoteliyal P-selektin etkilesimi 16kosit gogiindeki ilk adimi olusturur. Dokuya gelen aktive
l1okositler toksik oksijen radikalleri, proteaz, elastaz, Kkollajenaz, laktoferrin ve katyonik
proteinleri agiga ¢ikarirlar. Bu da mikrovaskiiler gecirgenlik artisi, 6dem, tromboz ve

parankimal hiicre &liimii ile sonuglanir®®,

Hipoksi sirasinda ATP iiretiminin durmasina ragmen kullanimi devam eder. Yiiksek
enerjili ATP’nin fosfat baglarinin kopmasiyla AMP olusur ve ATP adenozine kadar indirgenir.
Adenozin, inozin iizerinden hipoksantine indirgenecegi ekstraselliiler araliga hizla
dagilir’®3334 fskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi, dokuda ksantin ve
hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve KDH’in KO doniisiimiine yol acar.

Adenozin Al reseptorleri iizerinden sinaptik transmisyonu ve presinaptik Ca*?’

nin gegisini
inhibe ederek intraselliiler Ca*? artigina neden olur, K* iliskili glutamat salinimim azaltir®®.
Normal sartlarda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici

nikotinamid adenin diniikleotidin okside formudur. Ancak hipoksi ya da iskemi nedeniyle KDH



KO’ya doniistiiglinden hipoksantinin iirik asite doniistimii KO tarafindan gerceklesir ve bu
reaksiyonda ise elektron alic1 olarak molekiiler oksijen kullanilir®3, Reperfiizyonun baslamasi

ile KO hipoksantini ksantine, ksantini de {irik aside doniistiiriir ve bu sirada serbest oksijen

radikalleri olusur?®333* (Sekil-2).
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Serbest oksijen radikallerinin ilk olusani ve dnciisii genellikle stabil olmayan ve hidrojen
peroksit ile oksijene doniisen siiperoksit (O radikalidir®®. Fagositoz gérevi yapan makrofaj,
notrofil ve monositler tarafindan enzimatik olarak diretilirler. Hidrojen peroksit hiicre
membranlarindan kolaylikla gecebilen, endotelyal hiicreleri hasarlayabilen gii¢lii bir sitokindir.
Hidroksil radikali bilinen serbest radikaller i¢inde en giiclii olan ve doku hasarindan sorumlu
olan radikaldir®”. Bu radikal hidrojen atomlarmi hiicre membranindaki poliansatiire yag
asitlerinden ayirir, lipit peroksidasyonu ile hiicre membraninda ¢oziilme ve buna baglh hiicre
oliimii olur®. Hidroperoksil radikali ise Oz radikalinin protonlanmastyla olusan ve Oz ‘den
daha giiclii bir ajandir. Biyolojik membranlardan kolay gecer ve yag asitleriyle direkt olarak

reaksiyona girer3®:

Reperfiizyon ile ayn1 zamanda kompleman sistemi aktive olarak bir¢ok proinflamatuvar
mediyator salinir. En potent mediyatér olan CS5a ienflamatuvar cevabi artirarak monosit
kemoatraktan protein 1, TNF-alfa, interlokin (IL)-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin {iretilmesine neden
olur. C5b-9 kompleksi ise endotel bagimli relaksasyon ve endoteliyal CGMP’yi azaltarak

vaskiiler tonusu artirir®.



2.3 Bobrek Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Bobrek yiiksek enerji gereksinimi ve karmasik mikrovaskiiler damar ag1 nedeniyle IR
hasarma ¢ok duyarlidir. Renal IR hasari transplantasyon sonrasi gecikmis greft fonksiyonu, sok

komplikasyonu ve kardiyak veya aortik cerrahide artmis mortalite ve morbidite ile iligkilidir*!~
44

Iskemik bobrekte vazodilatér maddelerin etkisine karsi bir direng, vazokonstriktor
maddelerin etkisine karsi da asir1 duyarlilik vardir. Oksijenlenmenin bozulmasi ile artan

intraselliiler Ca*?, afferent arteriollerde direng artigina neden olur®.

Fizyolojik sartlarda oksijen basinci korteksten medullaya dogru inildik¢e azalir.
Bébregin IR hasari 6ncelikle hipoksiye duyarli olan medulladan baslar. Bobregin kan akimmin
bliylik kismi renal korteksten gecer ve renal medullanin kanlanmasini saglayan vaza rektaya

¢ok az kan gider. Bu da renal medullay: hipoksiye daha duyarli hale getirir®>°,

Iskemik hasar tiibiiler disfonksiyona ve Na* geri emiliminde azalmaya neden olur;
boylece distal kisimlara giden Na* miktar1 artar, glomeriiler vazokonstriksiyon ve glomeriiler
filtrasyonda azalmaya sebep olan tiibiilloglomeriiler feedback denilen refleksin aktiflesmesine
neden olur. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji depolarinin azalmasina, endotel ve diiz kas
hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasina yol agar. Bunlarin sonucunda hiicresel sisme

meydana gelir ve ¢cevre dokularda hipoksik etkilenme artar?’,

Apopitoz, organizmada genetik olarak programlanmig bir hiicre 6limii seklidir. Renal
hasarm bir sonucu olan tiibiiler hiicre apopitozu renal IR patofizyolojine primer ve major bir
katkida bulunur. Renal IR hasarinda inflamasyon ve apopitoz bir arada bulunmaktadir. Hipoksi
sirasinda intraselliiler Ca*? birikimine bagl kaspaz aktivitesi artar. Kaspaz iskemik dokuda
aktive olur ve iskemik hiicre liimiiniin bir gdstergesidir*®. Kaspaz 3’iin aktiflesmesi hiicrenin
apopitoza gidecegini gosterir. Tiibiiler hiicrelerde izlenen degisiklikler proksimal tiibiil
hiicrelerinin fircams1 kenarlarimin kaybina, hiicrelerin bazal membrandan koparak tiibiil
liimenine dokiilmesine ve tiibiil liimeninde tikanmaya sebep olur**#’. Oksidatif stres de IR
hasarinda rol oynayan diger bir hasar mekanizmasidir. Tiibiil hiicrelerinin metabolik a¢idan
yogun olmalar1 nedeniyle IR hasarinda mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik Ca*? artar, buna

bagl olarak da oksidatif molekiiller fazla miktarda olusur®*’.

Preglomeriiler vazokonstriksiyon glomertiler filtrasyon hizi (GFH) nin azalmasindaki

en onemli nedendir. Nérohumoral cevabin uyarilmasi ile renin anjiyotensin aldosteron sistemi
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aktive olur ve vazopressin salgilanmasi artar. Glomeriiler plazma akimi % 30-50 oraninda
azalir. Katekolaminler, anjiyotensin II ve endotelin seviyesi artar, bu artis da vazokonstriksiyon

gelisimine yol agar®.

Reperfiizyon sirasinda kan akiminda % 40-50 oraninda azalma gozlendigi belirtilmistir.
Kan akimindaki bu azalmanin nedeni tam ag¢iklanamamis; ancak, birlikte endojen
vazokonstriktorlere karsi antagonistler kullanildig1 zaman kan akiminin diizeldigi bildirilmistir.
Gelisen interstisyel 6dem medulladaki damarlara bas1 uygulayarak kan akimini bozabilir. Bu
durum l6kositlerin endotel hiicreleri ile karsilagsma olasiligini artirir. Eritrositler ve 16kositlerin
medullada biriktikleri deney hayvanlarinda gosterilmistir®4®®. Ayrica renal IR’ye maruz
birakilan hayvanlarda azalmis GFH’ye glomeriillerde biriken fibrin depozitleri de katkida

bulunurd%2,

Reperflizyon sonrasi artmis 16kosit endotel adezyonu, trombosit-16kosit agregasyonu ve
azalmis endotel bagimli relaksasyon mekanik olarak kan akimini azaltabilir. Bu klinik olarak
transplante greft veya reperfiize olmus miyokard iskemisinde devam eden organ disfonksiyonu

ile iligkilidir>3°4,
2.4 Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidanlar

Serbest oksijen radikalleri dis yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklagsmamis
elektron igeren molekiil veya atomlardir. Bunlar stabil olmadigindan ¢ok kisa dmiirliidiirler.
Elektriksel yiikleri pozitif, negatif veya notr olabilir. Aerobik canlilarda serbest radikaller i¢in
en onemli kaynagin molekiiler oksijen oldugu kabul edilmektedir. Normal metabolizma
sirasinda oksijenin %98’1 suya indirgenmektedir. Geriye kalan %2’lik kisim ise siiperoksit ve

hidroksil radikaline déniisiir (Tablo-1) *°.

Reperfiizyon sirasinda dokuda iskemi siiresince biriken hipoksantin atilmaya ¢alisilir.
Oksijen varhiginda ksantin oksidaz enzimi aktive olarak SOR’u olusturur (Sekil-3). Artan
SOR’un baglattig: lipit peroksidasyonu ve protein hasari sonucu hiicre fonksiyonlar1 bozularak
doku nekrozu ortaya cikar*®. SOR hucrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tiim 6nemli bilesiklerine etki eder. Sitoplazma, mitokondri, nukleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipit peroksidasyonuna sebep olur. Lipit peroksidasyonu sirasinda, karbon
baglarinin kopmasi ile aldehit yapisinda yikim iirtinleri ortaya ¢ikar. Bu iirtinlerden en 6nemlisi

MDA ’dir.
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Sekil-3: Serbest oksijen radikallerinin hiicredeki etkileri

Iskemi reperfiizyon olayinda lipit peroksidasyonunun yikim {iriinii olan MDA,
proteinlerin amino gruplar ile sift baz1 olusturur ve tiyol gruplan ile etkilessir. Bu sekilde
olusturdugu protein fragmantasyonu ve prolimerizasyonunun yani sira MDA’ nin mutajenik
etkisi de gosterilmistir®”®8, Lipit peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asitleri, oksijen ve
metal katalizoorler bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin
olusumuna neden olur. Bu nedenle reperfiizyon dénemi, lipit peroksidasyonu igin gerekli
kosullar1 saglamasi bakimindan ¢ok uygundur®®. Lipit peroksidasyonu reperfiizyonsuz
iskemide ve spesifik antioksidanlar tarafindan oksijen radikalleri inaktiflestirildiginde

gozlenmez®’.

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
iizere ¢ok sayida savunma mekanizmasi oldugu saptanmistir. Bu mekanizmalar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Organizmada bu savunma
sistemleri vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen bilesiklerinin meydana
gelmesi de oksidatif stres olarak tamimlanir. Reperfiizyon hasarinda siklikla gorilir.
Antioksidanlar toplayici, bastirici, zincir kirici ve onarici olmak tizere dort ayr1 sekilde etki

ederler. Antioksidanlar, endojen kaynakli veya egzojen kaynakl olabilirler (Tablo-1)°.
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Tablo-1: Antioksidanlarin Siniflamasi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q10
Katalaz Melatonin Selenyum
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Urik asit Alfa lipoik asit

Glutatyon Rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albumin Seruloplazmin

a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibit6rleri

Karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitérleri

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
Notrofil adezyon inhibitérleri
Sitokinler
Demir selatorleri

Glutatyon hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyan hiicre igindeki en 6nemli antioksidan
bilesiktir. Karaciger ve bobrek basta olmak tizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol
alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril gruplarini rediikte halde tutarak oksidasyona kars1 korur.
Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin membrandan transportunu da saglar. GSH

hiicreleri oksidatif strese kars1 korumada hayati dneme sahiptir®.-62,

2.5 Iskemik Onkosullama

Uzamis iskeminin zararl etkilerinden korunmak amaciyla dokularin kisa siireli olarak
iskemiye maruz birakilmasi ile IR sonrasi olusan hasara kars1 adaptasyon saglanmis olur. Bu
IOK olarak adlandirilir®. ilk kez 1986 yilinda Murry ve ark.5 tarafindan kalpte tarif edilmistir.
Kalpte 40 dak’ lik tek bir iskemiyi takiben ciddi bir ATP diisiisti ve hiicre 6liimii oldugu halde,
dort kez tekrarlanan 10 dak’lik IR periyodunun IR hasarmi azaltti1 gdsterilmistir. Bu koruyucu
etkinin mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte takip eden iskemi periyotlarinda ilk
iskemi donemine gore ATP diisiisiinde azalma oldugu, ayrica laktat, hidrojen ve amonyak gibi

zararl maddelerin her perfiizyonla birlikte ortamdan uzaklastirildig1 gosterilmistir®®©®.
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Iskemik 6nkosullama mekanik veya farmakolojik olarak uygulanabilir. Mekanik olarak
yapilan 10K direkt veya UIOK seklinde ikiye ayrilir. Direkt IOK’de hedef organm kendisi
iskemi siiresi oncesinde kisa araliklarla IR periyotlarina maruz birakilarak IR hasarindan
korunmus olur. Ancak bu yontemin biiyiik damarlara travma ve organa stres olusturmasi gibi
dezavantajlar1 vardir. Uzak 10K ise hedef organdan farkli bir dokunun kisa araliklarla IR
periyotlarina maruz birakilarak hedef organin hasardan korunmasi yontemidir. Boylece hedef

organ direkt olarak strese maruz kalmaz®’.

Iskemik &nkosullamani koruyucu etkisinde fosfolipaz C veya D’nin aktiflesmesini
saglayan adenozin veya alfa-1 adrenerjik reseptor aktivasyonu kritik baslangi¢c basamagini
olusturmaktadir. Onkosullamanin akut yararli etkileri ATP duyarli K* kanallarmin Protein
kinaz C’ye bagiml fosforilasyonuna baglidir. Protein kinaz C bagimli, 5 niikleotidazin hiicre
yiizeyine translokasyonu artarak, hiicresel adenozin iiretimi artar ve hiicresel enerji depolari
korunur, 16kosit tutunmasi azalir®®. Onkosullamanin uzamis etkileri ise artmis gen
ekspresyonuna bagli yeni protein (antioksidan enzimler, NO sentaz, 1s1 sok proteinleri)
sentezine baglidir®. Iskemik onkosullamanin hem ¢cGMP, hem de cAMP diizeylerinde artisa
neden oldugu gosterilmis olup, IOK’de bunlarin tetikleyici rolleri olabilecegi diisiiniilmiistiir®®.
Dokuda IOK sonrast ATP’nin stabil kaldigi, adenozin, ksantin ve inozinin ise arttig

bulunmustur.
2.6 Farmakolojik Kosullama

Iskemi reperfiizyon hasarmi azaltmak veya onlemek igin kullanilan diger yontem
farmakolojik kosullamadir. Farmakolojik kosullama koruyucu (6nkosullama) ve/veya tedavi
edici (ardkosullama) olarak uygulanabilir®. Bu amagla bébrek IR hasarinda farkli ilaglarin
kullanildig: bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Aktive protein C, alfa melanosit stimiile edici hormon,
statin ve deksmedetomidin gibi ajanlarin IR hasarmi azalttii yapilan calismalar ile

gosterilmistir’ 73,

Farkli birgok farmakolojik ajanin sinyal yolaklarmi farkli noktalarda aktive ettigi ve
boylece IOK’yi taklit ettigi gdzlemlenmistir’™®. Bu gozlemler IOK nin sagladigi etkileyici

korumanin terapétik ajanlarla da saglanabilecegi diisiincesini dogurmustur’7®.
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2.7 Askorbik Asit

C vitamini yapica, glukoza ve diger alti karbonlu monosakkaritlere benzeyen bir
ketolaktondur. insan, kobay ve diger primatlarda sentez edilemedigi halde incelenen diger
memeli tiirlerinde glukozdan baslayarak L-glukronik asit iizerinden sentez edilir. Dokularda bir
enzimin katalitik aracilifi olmadan bile kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir. Dehidro
sekline donlismesi molekiil basina iki hidrojen atomunun serbest kalmasina neden olur. Bu
ozelligi nedeniyle askorbik asit, indirgeyici nitelik gosterir. Dehidroaskorbik asit, ortamda iki
H+ almak suretiyle kolaylikla askorbik aside indirgenir. Bu kimyasal 6zelliklerinden dolay1
askorbik asit ve dehidroaskorbik asit viicut sivilarinda denge halinde bulunurlar, birbirlerine
kolayca doniisiirler ve bdylece redoks niteligi gosterirler. Her iki formu da esit derecede
fizyolojik etkinlik gdsterir’’,

Vitaminler i¢inde kimyaca en labil olan askorbik asittir. Ortamin asit olmasi askorbik
asitin dayanikliligin1 arttirir. Askorbik asit mide-bagirsak kanalindan doyurulabilir bir transport
olay1 ile kolayca absorbe edilir. Kanda 16kosit ve trombositlerin igerisinde plazmadaki
konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu nedenle 16kositlerin
askorbik asit i¢eriginin 6l¢iimii C vitamini eksikliginin teshisinde kullanilir. Giinde 75 mg veya
daha yiiksek dozlarda askorbik asit verilmesi halinde viicudun bu vitamine doydugu kabul
edilir. Doygunluk halinde plazma askorbik asit konsantrasyonu 1,4 mg/dl veya bunun
iizerindedir. Bobreklerden atiliminda esik degeri s6z konusudur ki bu esik deger asag1 yukari
s0zl edilen doygunluk miktari ile esittir. Normal alim halinde C vit.nin viicuttan eliminasyonu
icin yarilanma Omrii yaklasik 16 giin olarak saptanmistir. Askorbik asit kismen karacigerde
oksalik aside déniistiiriilerek kismen de siilfatlanarak elimine edilir’’.

C vitamini dehidroaskorbik asit ile aralarinda olusturdugu oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonunun yani sira viicutta pek cok oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonuna da katilir.
Askorbik asit hematopoetik dokuda tetrahidrofolik asitin oksitlenmeden kalmasini saglar’.

Askorbik asit ekstraseliiler sivida bulunan en 6nemli antioksidan maddedir. Hiicrelerin
icerisinde de antioksidan 6zellik gosterir. O-2, H2O2, OH. gibi pek ¢ok radikali giiglii bir sekilde
baglayarak inaktive eder, lipit peroksidasyonunu inhibe eden en Onemli plazma
komponentlerindendir. Boylece biyomembranlart ve DNA’y1 peroksidatif zedelenmeden
koruyabilir. Ayrica tokoferoliin antioksidan etkinligini giiglendirir. Folik asitin tetrahidrofolik
aside ve midede non-hem ferrik demirin ferro demire indirgenmesine katkida bulunur. C
vitamininin diger bir 6nemli fonksiyonu, belirli hidroksilasyon ve amidasyon reaksiyonlarinin

koenzimi olmasidir. Bu 6zelligi nedeniyle kollajen sentezinde, zenobiyotiklerin mikrozomal
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metabolizmasinda, hemoglobin sentezinde, ndrohipofiz hormonlarinin biyosentezinde ve
muhtemelen adrenal korteksteki steroid hormon sentezinde rol oynar. Askorbik asit ayrica lipit
peroksidasyonunu 6nleyen antioksidan bir molekiil olan karnitinin biyosentezini olumlu yonde
etkiler”’.

Ergin ve ark.® askorbik asitin renal mikrosirkiilatuvar oksijenizasyon iizerine etkisini IR
hasar1 olusturduklar1 rat modelinde arastirmiglardir. Calismacilar, iskemiden 15 dakika once
100mg/kg bolus ve ardindan 2 saatlik reperfiizyon doneminde 50 mg/kg/saat dozunda inflizyon
halinde askorbik asit uygulamislar ve bu tedavinin oksidatif stres ile inflamatuvar parametreleri

baskiladig1 sonucuna varmislardir®.

Azari ve ark.® ratlarda renal IR hasar1 modelinde reperfiizyondan hemen sonra 50 mg/kg
C vitamini intravendz, 50mg/kg hidrokortizon intravendz, 20mg/kg E vitamini intramiskiiler
ya da her ii¢ ajan1 uygulamuslar; her ii¢iiniin uygulandig1 grupta IR hasarinin anlamli olarak

azaldigini gostermislerdir.

Mohamed ve ark.!° ratlarda renal IR modelinde C vitamini ve L-argininin koruyucu
roliinii karsilastirmislardir. Iskemiden 24 saat 6nce 500mg/kg ip C vitamini, iskemiden dnceki
3 giin boyunca her giin 400mg/kg L arginine i.p. ve her iki ilac1 da uyguladiklar {i¢ grubu
karsilastiran bu ¢alismacilar; L arginine’in tek basina bir etki olusturmadigini, C vitamininin

uygulandig1 gruplarda ise renal IR hasarindan koruyucu etki olustugunu saptamislardir®.

Korkmaz ve ark.!® ratlarda renal IR hasarin1 degerlendirdikleri calismalarinda,
iskemiden 1 saat once uyguladiklart 250mg/kg askorbik asitin renal IR hasarindan koruyucu

etkisi oldugunu gostermislerdir.

Seo ve ark.!* ratlarda hepatik IR hasarin1 degerlendirdikleri galismalarinda, iskemiden
5dak once 30mg/kg, 100mg/kg, 300mg/kg ve 1000mg/kg dozlarmi dort fakli gruba
uygulamislardir. Diisiik dozlarda antioksidan etkinlik gosterilmisken, yiiksek doz uygulamada

ise preoksidan etkilerinin oldugu gostermislerdir.
2.8 Magnezyum

Magnezyum insan viicudunda hiicre i¢i s1vida potasyumdan sonra ikinci en ¢ok bulunan,
total olarak da viicutta kalsiyum, sodyum ve potasyumdan sonra dordiincii sirada yer alan bir
katyondur. Hiicre biiyiime ve ¢cogalmasi, enerji metabolizmasi, protein ve niikleik asit (DNA-
RNA) sentezi gibi adenozin fosfat igeren {i¢ ylizden fazla enzimatik reaksiyonda kofaktor olarak

gorev alan bir elementtir.
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Insan viicudu Mg iiretemediginden, bu elementi besin yolu ile almaktadir. Viicut gerekli
Mg’yi besin ile alamazsa, kemiklerdeki Mg’yi kullanmaya baglamaktadir. Bireylerin Mg
gereksinimi yasam tarzina ve yasa gore degismekte olup; gilinliikk gereksinim kadinlarda 300
mg/giin, erkeklerde 350 mg/giindiir’®.

Viicutta ortalama 20-30 g Mg bulunur. Bunun %60°1 kemiklerde, %39’u intraseliiler
alanda ve kalan %1°1 ekstraseliiler alanda bulunmaktadir. Mg’nin beyin ve kalpte daha yogun
olarak bulundugu bilinmektedir. Normal Mg plazma degeri 1,7-2,4 mg/dl (0.7-0.99 mmol/L)
olup ve toplam viicut miktarinin % 0,3’{inii olusturur. Mg viicutta, iyonize (serbest form) (serum
Mg miktarinin %62’s1); proteinlere bagli (serum Mg miktarin %33°1) (6zellikle albiimine);
kompleks anyonik ¢iftler (serum Mg miktarinin %5°1) (Mg sitrat ve Mg fosfat) olmak tizere ii¢
farkli sekilde bulunabilir’®.

Magnezyumun homeostazinda gastrointestinal sistem ve kemik dokusu rol
oynamaktadir, ancak temel organ bdbrektir. Mg, bdbrekte filtrasyon ve reabsorbsiyon
islemlerinden geger. Serum Mg’ nin yaklasik % 75°1 glomeriiler membrandan filtrasyona ugrar,
bunun % 15’1 proksimal tiibiillerden, % 50-60’lik kismi ise Henle kulpunun ¢ikan kolu
tarafindan reabsorbe edilir. Normal sartlar altinda filtrasyona ugrayan Mg’nin % 3-5’1 idrarla
atilir. Bobrek metabolizmasi ile idrarla atilan giinliik ortalama Mg miktar1 erkekler i¢in 150 mg,
kadinlar i¢in ise 120 mg’dir’®.

Magnezyum, hiicre membran potansiyelini etkileyerek bir¢ok hormonun, gidanin ve
norotransmitterin alinmasini ve salgilanmasini kontrol eder. Mineral ve elektrolitlerin,
hormonlarin, nérotransmitterlerin iletilmesinde rol oynar’®,

Viicudun kalsiyum, fosfor, sodyum, potasyum ve C vitaminini daha etkili bir sekilde
kullanabilmesi i¢cin Mg gereklidir. Mg, sinir sisteminin ve kaslarin gevsemesine yardimci
oldugu i¢in "anti-stres minerali" olarak da tanimlanir. Kalp damarlarinin esnekligini saglayarak
kan basincinin regiilasyonunda gorev alir, olasi bir kalp krizini &nleyici etki gosterir®.

Na-K ATPaz ve Ca-ATPaz aktivasyonunda gorev alir. Her iki pompa i¢in gerekli olan
ATP, Mg varhiginda hidrolize olarak pompa igin gerekli enerjiyi saglar®. Mg eksikliginde
Mg’ye bagimli bir enzim olan Na-K ATPaz aktivitesi azalarak, hiicrenin potasyum tutma
kapasitesinde azalmaya neden olur’.

Enerji metabolizmasindaki ve niikleik asit sentezindeki hekzoinaz, protein kinaz, kreatin
kinaz, fosfofruktokinaz enzimleri gibi {i¢ yiizden fazla enzimin kofaktdriidiir®?,

Protein sentezi, oksidatif fosforilasyon, glikoliz, hiicre replikasyonu, niikleotid

metabolizmasi gibi bircok metabolik olayda fonksiyon gérmektedir®,
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Kalsiyum antagonisti gibi davranarak noromiiskiiler uyarilabilirligi artirir. Vaskiiler
tonus, kardiyak uyarilabilirlik, kas kasilmasi, néronal aktivitede gorev alir. Kardiyak kasilma
ve periferik vaskiiler tonusun devamliligi ig¢in gerekli olan diiz kas hiicrelerindeki kalsiyum
hareketini diizenler®.

Hiicre proliferasyonu ve apopitoz, hiicresel ve hiimoral immiin reaksiyonlar, iyon
kanallarmin diizenlenmesi, hiicre permeabilitesi ve mitokondriyal fonksiyonlarda fonksiyonu
vardir®,

Magnezyumun hiicre i¢ine giris ve ¢ikisi hiicre i¢i CAMP aracilig1 ile olmaktadir. Hiicre
ici cCAMP azaldiginda Mg hiicre i¢ine girerken, hiicre i¢i cAMP artinca Mg hiicre disina ¢ikar.
Mg cAMP sentezinde gorev yapan adenilat siklazin aktivasyonunda rol alir. Ayrica adenilat
siklaz aktivasyonu, hiicre i¢ci cCAMP artiG1 ile mast hiicrelerinin degraniilasyonunu durdurarak,
anaflaktik reaksiyonlarda fonksiyon goriir. Mg eksikliginde ise cAMP iiretiminin inhibisyonu
ile mast hiicrelerinden histamin salinim1 uyarilmaktadir2-8°,

Magnezyum lipit metabolizmasinda rol alan 6nemli bir kofaktordiir. Kolesterol
biyosentezinde hiz kisitlayici enzimin diizenleyicisidir. HDL seviyelerini arttiran ve trigliserid
seviyelerini azaltan lipoprotein lipaz ve lesitin kolesterol agil transferaz enzim aktivitelerini
diizenlemektedir®’.

Egzersize bagli olusan hasarda, hiicre ve organel membranlarindaki fosfolipitlerin fosfat

grubuna baglanarak membran stabilizasyonu saglanmasinda rol alir®®,

Akan ve ark.? diyabetik rat renal IR hasar1 modelinde magnezyum siilfatin koruyucu
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, iskemiden 5 dak once 200mg/kg ip magnezyum siilfat

vermisler ve bilateral renal IR hasarina bagl akut bobrek hasarini azalttigini gostermisler.

Pundir ve ark.'® bilateral renal iR hasari modeli olusturduklari ratlarda NMDA reseptor
agonist ve antagonistlerinin akut bobrek hasari iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda
iskemi doneminden 1 saat once ve oOnceki 4 giin boyunca, toplam 5 giin olacak sekilde

600mg/kg i.p. magnezyum siilfat vermisler ve akut bobrek hasarini azalttigini gostermislerdir.

Ming-Chang ve ark.!® bilateral alt ekstremite IR hasarina bagh akciger zedelenmesinde
Mg siilfatin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, reperfiizyondan hemen sonra 100
mg/kg intravendz Mg siilfat vermisler ve magnezyum siilfat ile bilateral alt ekstremite IR

hasarina bagl akut akciger hasariin azaldigimi gostermislerdir.
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Kaptanoglu ve ark.®® intrauterin IR hasarinda magnezyum siilfatin fetal deride koruyucu
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda ratlara IR hasarmdan 20 dak énce 600 mg/kg Mg siilfat

1.p. olarak vermisler ve magnezyum siilfatin koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir.

Xiao ve ark.*®® tavsan renal IR modelinde Mg siilfatin koruyucu etkisini aragtirmislardir.
Calismalarinda renal iskemiden Once ve iskemi sirasinda 1ml/kg/sa (25mg/kg) Mg siilfat
vermisler ve sonug¢ olarak Mg siilfatin renal iskemide koruyucu etkinlik gosterdigini

belirtmislerdir.
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3.GEREC VE YONTEM

Sicanlarda Renal IR modelinde askorbik asit ve Mg’un etkinliginin arastirildigi bu
calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 01/09/2018 tarih ve
47/2018 protokol numarali onayr (EK 1) alinmasmin ardindan Dokuz Eyliil Universitesi
Multidisipliner Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Calismaya Wistar cinsi,
agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen, 35 adet erkek sigan alindi. DEUTF Deney Hayvanlari
Laboratuvari’ndan saglanan denekler standart sican yemi ve su ile beslendiler. Siganlar standart
laboratuvar kosullarinda (12 saat giindiiz- 12 saat gece olacak sekilde 1siklandirma, 20-22 °C
oda 1s1s1, % 50-60 nem) izlendi. Deneysel uygulama sirasinda laboratuvar hayvanlarinin

bakilmasina yonelik uluslararasi kilavuzlara bagli kalindu.

3.1 Anestezi Uygulamasi

Deneklere anestezi i.p. 50 mg/kg ketamin (Ketalar flk., Pfizer Pharma GMBH,
Germany) ve 5-10 mg/kg arasi ksilazin hidroklorid (Alfazyne % 2, Alfasan International,
Holland) ile saglandi. Gerektiginde siganlarin anestezi derinligini sabit tutmak igin ketamin
(yar1 dozda, 25 mg/kg) refleks yanitlara (pensetle ayaga agrili uyaran verilmesi-pedal refleks,

palpebral ve korneal refleksler) bakilarak tekrarlandi.

3.2 Deney Gruplar ve Protokol

Sham Grubu (Grup 1, n=7): Laparotomi sonrasi sag ve sol renal pedikiiller agiga

cikarildi. Bagka bir girisim yapilmadan anestezi altinda 285 dak bekletildi.

Iskemi Reperfiizyon Grubu (Grup 2, n= 7): Laparotomi sonrasi sag ve sol renal

pedikiiller agiga ¢ikartilarak her iki pedikiile atravmatik klemp yerlestirilerek 45 dak iskemi
uygulandiktan sonra klempler agilarak 240 dak reperfiizyon uygulandi.

Askorbik Asit Grubu (Grup 3, n=7): Laparotomi 6ncesi 250 mg/kg askorbik asit toplam

voliim 1ml olacak sekilde %0,9’luk NaCl ile sulandirilarak intraperitoneal (IP) yolla uygulandh.
Laparotomi sonrasi sag ve sol renal pedikiiller agiga ¢ikartilarak (ilag uygulamasindan 1 saat
sonra) her iki pedikiile atravmatik klemp konuldu. 45dak iskemi uygulandiktan sonra klempler

acilarak 240 dak reperfiizyon uygulandi.

Magnezyum siilfat Grubu (Grup 4, n= 7): Laparotomi 6ncesi 200 mg/kg magnezyum

siilfat toplam voliim 1ml olacak sekilde %0,9’luk NaCl ile sulandirilarak IP yolla uygulandh.

Laparotomi sonrast sag ve sol renal pedikiiller agiga ¢ikartilarak (ilag uygulamasindan 1 saat
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sonra) her iki pedikiile atravmatik klemp konuldu. 45dak iskemi uygulandiktan sonra klempler

acilarak 240 dak reperfiizyon uygulandi.

Askorbik Asit + Magnezyum siilfat Grubu (Grup 5, n=7): Laparotomi dncesi 250 mg/kg
askorbik asit ve 200 mg/kg magnezyum siilfat toplam voliim 1ml olacak sekilde %0,9’luk NaCl
ile sulandirilarak IP yolla uygulandi. Laparotomi sonrasi sag ve sol renal pedikiiller aciga
cikartilarak (ilag uygulamasindan 1 saat sonra) her iki pedikiile atravmatik klemp konuldu. 45
dak iskemi uygulandiktan sonra klempler agilarak 240 dak reperfiizyon uygulandi.

Gruplara uygulanacak deneysel modelin ayrintili sematik goriinimii  Sekil-4’da

sunulmustur.
Anestezi
Uygulamasi Laparotomi Sakrifikasyon
Grup 1 | | 285 DK |
Anestezi
Uygulamasi Laparotomi Klempaj Reperfuzyon Sakrifikasyon
Grup 2 | 45DK 240DK |

Askorbik  Anestezi

Asit i.P Uygulamas Laparotomi Klempaj Reperflzyon

Sakrifikasyon

1

|lllll

Grup 3

600K 45DK 240DK |
Magnezyum Anestezi
siilfat I.P Uygulamasi Laparotomi Klempaj Reperflizyon Sakrifikasyon
Grup 4 f 60DK 45DK 240DK |
Askorbik Asit+ Anestezi
Magnezyum Uygulamas! Laparotomi Klempaj Reperfizyon Sakrifikasyon
Siilfat i.p.
Grup 5 | 500K 450K 240DK |

Sekil-4. Deney modelinin sematik goriiniimii
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3.3 Deneysel Calisma Modeli
Tiim sigcanlar anestezi uygulamasindan sonra supin pozisyonda operasyon masasina

sabitlenerek abdomen orta hat insizyonu ile agild1 (Resim-1).

Resim-1: Anestezi altinda laparotomi uygulanmasi

Sol ve sag bobrek agiga ¢ikarildi ve pedikiiller diseke edildi. Siganlar1 hipotermiden
korumak icin ¢aligma siiresince operasyon masast isitict bir lamba ile 1sitild1 ve rektal prob ile
Olgiilen viicut sicakligr 37-37,5 °C arasinda tutuldu. Dehidratasyonu onlemek amaciyla
subkutan serum fizyolojik soliisyonu saat bast 3 ml/kg dozda uygulandi. Bekleme siireleri
boyunca batin 1slak steril tamponlar ve cerrahi pens ile kapatildi. Calisma boyunca siganlarin

normotermik kalmasi i¢in, ¢alisma ortaminin sicakligi 1sitici bir lamba ile korundu.

Sol ve sag renal total iskemisi; atravmatik klemp ile renal pedikiiller sikistirilarak
olusturuldu (Resim-2). Yeterli okliizyon renal solukluk olusmasi ile gdzlendi. Iskemi siiresi

tamamlandiktan sonra klempler serbestlestirilip reperfiizyon saglandu.
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Resim-2: Renal pedikiillerin agiga ¢ikarilmasi ve pedikiillerin klemplenmesi

Tim gruplardaki siganlara anestezi uygulanarak laparotomi tamamlandiktan sonra
histopatolojik inceleme icin sag ve sol nefrektomi uygulandi, biyokimyasal testler i¢in kardiyak
ponksiyon ile tiim kanlar1 alindi, ayn1 zamanda bu yontemle ¢alisma sonlandirilip siganlarin

eksanguinasyon ile sakrifiye edilmesi saglandi.

3.4 Biyokimyasal Degerlendirme

Oksidatif stres parametresi olarak MDA ile antioksidan parametrelerden GSH
degerlendirme amaciyla kullanildi. Alinan sag ve sol bobrek ornekleri -80 °C de saklandiktan
sonra homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra numuneler santrifiij edilerek slipernatantta
MDA (ng/mg prot) ve GSH (ng/mg prot) konsantrasyonlari belirlendi. Bu biyokimyasal
parametre kitlerinin  degerlendirilmesi DEUTF Tibbi Biyokimya Anabilimdali’nda
gerceklestirildi. Kan oOrneklerinde serum BUN (mg/dl) ve Kreatin (mg/dl) degerlerinin

calisilmasi i¢cin DEUTF Hastanesi Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alind.
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3.5 Renal Dokunun Histomorfolojik Degerlendirilmesi

Deneklerin sakrifikasyonu sonrasi alinan bdbrekler renal pelvisten horizontal olarak
kesilerek %10’luk formol soliisyonu i¢ine alinacak ve dokularin fiksasyonu saglandi. 48 saat
fikse olan dokular rutin doku takibi isleminden gecirilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin
bloklara gémiilen dokulardan Sum kalinliginda kesitler alinarak histolojik ve immiinohistolojik
boyamalar yapildi. Histolojik incelemeler i¢in Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Periyodik Asit
Schiff (PAS) boyamalari, apopitotik hiicre incelemeleri icin TUNEL immiinohistokimyasal
boyamasi yapildi.

H&E boyama ile genel doku morfolojisi degerlendirildi. PAS boyama ile tim
glomertiler, tiibiiler, interstisiyel ve vaskiiler lezyonlar incelendi. Kortikal bolgeden secilecek 5

farkl1 standart randomize alan x20 biiyiitmede 151k mikroskobu ile incelendi (Sekil-5).

Sekil 5: Tiibiiler hasarin belirlenmesi igin secilen 5 standart alan®

TUNEL immiinohistokimyasal boyamanin degerlendirilmesi i¢in hazirlanan preparatlar
incelendi. Apopitotik hiicrelerin kantitatif degerlendirmesi her kesitte, x20 biiyiitmede, rastgele
10 alan, yaklagik 200 hiicre sayilarak degerlendirildi. Yukarda agiklanan tiim histomorfolojik
analizler deney gruplarina kars1 kor iki histolog tarafindan yapildi.

3.6 Dislama

Resiisitasyon gereksinimi olan sigcanlarin ¢alisma disinda birakilmasi planlandi.

3.7 Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme icin Statistical Package of Social Sciences 15 (SPSS 15.0,
Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Gruplararasi karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis
analizi; grup i¢i karsilagtirmalar igin Mann-Whitney U testi kullanildi. Degerler ortalama
+Standart Sapma (Ort +£SS) olarak sunuldu. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda

gerceklestirilen bu ¢alismaya Wistar cinsi ortalama agirliklar1 281.65 (£15.77) gr olan toplam

35 adet erkek sican dahil edildi. Resiisitasyon gereksinimi olan si¢can olmadi, tiim siganlar

caligsmay1 tamamladi.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tiim gruplardaki si¢anlara ait biyokimyasal degerlendirmeler Tablo 3’te, Grafik 1, 2, 3

ve 4’te sunulmustur.

Tablo-2: Biyokimyasal Bulgular (Degerler ortalama + SS olarak sunuldu)

Sham iR Askorbik Asit Magnezyum Askor Asit + p
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) Magnezyum
(n=7)
BUN (mg/dl) 34,35+11,41* 54,4144,49+ 52,97+4,55% 49,38+4,07 48,0443,71 0,003
KREATININ 0,32+0,07§ 0,97+0,07 0,88+0,11 0,680,141 0,86+0,20 <0,001
(mg/dl)
MDA 3,05+1,11P 5,40+2,54 3,32+1,434# 5,92+1,88 3,10+1,03** | <0,001
(ng/mg prot)
GSH 0,013+0,004+% | 0,011+0,003%% | 0,011+0,00288§ 0,039+0,004 0,037+0,004 <0,001
(ng/mg prot)

*IR (p: 0.009), Askorbik Asit (p: 0.006) ve Magnezyum (p: 0.025) Grubuna kiyasla anlamli fark.

tAskorbik Asit+Magnezyum Grubuna kiyasla anlamli fark (p: 0.021).

1 Askorbik Asit+tMagnezyum Grubuna kiyasla anlamli fark (p: 0.035).

§IR, Askorbik Asit, Magnezyum ve Askorbik Asit+Magnezyum Grubuna kiyasla anlamli fark (p: 0.002).
I IR (0.002) ve Askorbik Asit (0.035) Grubuna kiyasla anlaml fark.

P IR (p: 0.008) ve Magnezyum (p: 0.001) Grubuna kiyasla anlaml fark.

# IR (p: 0.034) ve Magnezyum (p: 0.003) Grubuna kiyasla anlaml fark.

** IR (p: 0.014) ve Magnezyum (p: 0.001) Grubuna kiyasla anlaml fark.
+1 Magnezyum (p<0.001) ve Askorbik Asit+Magnezyum (p<0.001) Grubuna kiyasla anlamli fark.
11 Magnezyum (p<0.001) ve Askorbik Asit+Magnezyum (p<0.001) Grubuna kiyasla anlaml fark.
§§ Magnezyum (p<0.001) ve Askorbik Asit+Magnezyum (p<0.001) Grubuna kiyasla anlamli fark.

Grafik-1
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. Siganlardan alinan kan 6rneklerinde 6l¢iilen BUN diizeyleri
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Grafik-2: Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde 6lgiilen kreatin diizeyleri
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Grafik-3: Siganlardan alinan bobrek dokularinda 6lgiilen MDA diizeyleri
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Grafik-4: Siganlardan alinan bobrek dokularinda 6l¢iilen GSH diizeyleri
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Kan iire azotu degerleri karsilastirilan Sham, IR, Askorbik Asit, Magnezyum ve
Askorbik Asit + Magnezyum gruplar1 arasinda ortaya ¢ikan fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p:0,003). Sham grubundaki BUN degerinin IR (p:0,009), Askorbik Asit (p:0,006) ve
Magnezyum (p: 0,025) gruplarindan anlaml olarak daha diisiik oldugu belirlendi. Bu sonug IR
hasarinin olustugu, boylece deney sartlarinin saglandigi seklinde yorumlandi.

Askorbik Asit + Magnezyum grubundan elde edilen BUN degerinin, hem IR (p:0,021), hem de
Askorbik Asit (p:0,035) grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmasi da askorbik asit ve
Mg’un birlikte BUN degerini diisiirmede daha basarili oldugunu diistindiirdii.

Kreatinin degerleri agisindan degerlendirilen Sham, IR, Askorbik Asit, Magnezyum ve
Askorbik Asit + Magnezyum gruplar1 arasinda ortaya ¢ikan fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,001). Sham grubundaki kreatinin degerinin diger dort deney grubundan anlamli
olarak diisiik oldugu belirlendi (p:0,002). Bu sonu¢ da BUN i¢in elde edilen sonuca benzer
sekilde IR hasarmin olustugu ve deney sartlarmin saglandig seklinde yorumlandi. Magnezyum
grubunda kreatinin degerinin hem IR (p:0,002) hem de Askorbik Asit (p:0,035) Grubuna
kiyasla daha diisiik bulunmasi Magnezyumun en azindan deneyde kullanilan doz ve siirelerde

Kreatinin yiikselmesini azaltabildigi seklinde yorumlanda.

Malondialdehit degerleri agisindan Sham, IR, Askorbik Asit, Magnezyum ve Askorbik
Asit + Magnezyum gruplari karsilastirildiginda gruplar arasi ortaya ¢ikan fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,001). Askorbit Asit grubu MDA degerleri IR (p:0,034) ve
Magnezyum (p:0,003)grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu. Benzer
sekilde Askorbik Asit + Magnezyum grubu MDA degeri de IR (p:0,014) ve Magnezyum
(p:0,001) grubundan istatistiksel olarak anlamli diigiik bulundu. Askorbik Asit verilen iki grupta
da MDA degerlerinin Sham Grubu diizeyine diismesi, askorbik asitin MDA diizeyini

distirmede tek basina yeterli oldugunu diistindiirmiistiir.

Glutatyon degerleri agisindan Sham, IR, Askorbik Asit, Magnezyum ve Askorbik Asit
+ Magnezyum gruplart karsilastirildiginda gruplar arasi ortaya ¢ikan fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001). Magnezyum ve Askorbik Asit grubunda diger gruplara kiyasla
anlamli fark saptanmis olmasi1 (p<0.001), Magnezyumun tek basina GSH diizeyini yiikseltmede

yararli oldugu seklinde yorumlandi.
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4.2. Histomorfolojik Bulgular

Histolojik incelemeler icin Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS)
boyamalar1 ile doku morfolojisi, glomeriiler, tiibiiler, interstisiyel ve vaskiiler lezyonlar
incelendi. Bu degerlendirmeler farkl: iki uzman tarafindan kor bir sekilde yorumlanarak yapildi.
Her iki uzman goriisii de degerlendirilen gruplardaki sicanlar iginde uyumluydu. Askorbik Asit
ve Magnezyum ayr1 ayri ve birlikte uygulamasmin IR hasarmi 6nleyici etkisi tiim drneklerde
gortilerek tespit edildi.

Sham grubuna ait renal kesitler incelendiginde, korteksin disinda fibroz kapsiiliin
saglam olarak bulundugu, korteksteki renal korpiiskiillerin normal yapida oldugu belirlendi.
Proksimal tiibiil ve distal tiibiil ve toplayici tiibiillerin yapilarinin normal oldugu gézlendi.
Epitel hiicreleri karakteristik yapt ve Ozelliklerini korumaktaydi, glomeriil normal yapida

izlendi (Resim-3).

Resim-3. Sham grubuna ait kesitler (G: Glomertil, DT: Distal Tiibiil, PT: Proksimal Tiibiil,
TT: Toplayici Tiibiil)

Iskemi Reperfiizyon grubuna ait renal kesitler incelendiginde kortikal damarlarda
genisleme gozlendi. Kortikal bolgede daha fazla olmak {izere peritiibiiler alanda mononiikleer
hiicre enfiltrasyonu, proksimal tiibiil hiicrelerinde firgams1 kenar kaybu, tiibiiler atrofi, tiibiiler
dilatasyon gozlendi. Ozellikle kortikomedullar bileskede peritiibiiler eritrosit ekstravazasyonu

izlendi (Resim-4).

26



Resim-4. iskemi reperfiizyon grubuna ait kesitler (G: glomeriil,TT: toplayici tiibiil, PH:
peritiibiiler hemoraji)

Askorbik asit grubuna ait kesitler incelendiginde Kortikal peritiibiiler alanda
mononiikleer hiicre infiltrasyonunda, tiibiil hiicrelerinde gozlenen dejenerasyonlarda ve
kortekste eritrosit ekstravazasyonunda IR grubuna gore belirgin azalma gozlendi. Ayrica
tiibiiluslarda gozlenen fircamsi kenar kaybi, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon askorbik asit

grubunda daha az oranda gozlendi (Resim-5).

Resim-5. Askorbik asit grubuna ait kesitler (G: Glomeriil)

Magnezyum grubu’na ait kesitler incelendiginde Kortikal peritiibiiler alanda
mononiikleer hiicre infiltrasyonunda, tiibiil hiicrelerinde gozlenen dejenerasyonlarda ve

kortekste eritrosit ekstravazasyonunda IR grubuna gore belirgin azalma gozlendi. Ayrica
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tiibiiluslarda gozlenen fircamsi kenar kaybi, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon askorbik asit

grubunda daha az oranda gozlendi (Resim-6).

Resim-6: Magnezyum grubuna ait kesitler (G: glomeriil)

Askorbik Asit + Magnezyum grubuna ait kesitler incelendiginde daha 6nce ayr1 ayri

uygulama sonucu olusan degisiklerden farkli 6zellikte preparat yapisina rastlanmadi. Birlikte

Resim-7: Askorbik asit + magnezyum grubuna ait kesitler (G: glomeriil)
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PAS boyamasinda IR grubunda villus kaybi oldugu goézlendi. Ozellikle medullar
hiicrelerde vakuolizasyon ve PAS+ yogun alanlar gozlendi. Askorbik asit, magnezyum siilfat
ve askorbik asittmagnezyum siilfat gruplarinda belirgin iyilesmeler olsa da villuslarin
diizelmedigi, medulladaki PAS+ birikimlerin varligini korudugu gozlendi. Medullar

hiicrelerdeki vakuolizasyonda yer yer azalmalar gézlendi (Resim-8).

Resim-8: PAS boyamas1 yapilan gruplarim kesitleri (A,B: Sham; C,D: IR; E,F: Askorbik Asit;
G,H: Magnezyum; J,K: Askorbik Asit + Magnezyum)
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Renal doku incelemesi sonucunda elde edilen TUNEL immiinohistokimyasal boyama
sonuglarina gore apoptotik hiicre sayilar1 ortalamalar1 asagidaki Tablo-3’te ve Grafik-5te

sunulmustur.

Tablo-3: TUNEL Sayim Sonuglari (Degerler ortalama +SS, olarak sunuldu)

Sham Grubu iR Grubu Askorbik | Magnezyum | Askorbik Asit p
(n=7) (n=7) Asit Grubu Grubu + Magnezyum
(n=7) (n=7) Grubu (n=7)

Apoptotik

. 29,28 +4,49 * | 96,85+ 12,41 | 65,14+ 29,72 | 57,28+11,04 63,28+20,53
Hiicre Sayisi

<0,001

* R (p: 0.002), Askorbik Asit (p: 0.04), Magnezyum (p: 0.002) ve Askorbik Asit+Magnezyum Grubuna (p: 0.007)
kiyasla anlamli fark.

+ Askorbik Asit (p: 0.002), Magnezyum (p: 0.002) ve Askorbik Asit+Magnezyum Grubuna (p: 0.005) kiyasla
anlamli fark.
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Grafik-5: TUNEL boyamaya gore apoptotik hiicre sayilari

TUNEL boyamaya gére apoptotik hiicre say1 ortalamalari karsilastirildiginda Sham, IR,
Askorbik Asit, Magnezyum ve Askorbik Asit + Magnezyum gruplari arasinda ortaya ¢ikan fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Sham grubundaki ortalama hiicre sayilarmin IR
(p:0,002), Askorbik Asit (p:0,04), Magnezyum (p: 0,002), Askorbik Asit + Magnezyum
(p:0,007) gruplarindan anlamli olarak daha diisiik oldugu belirlendi. Bu sonug IR hasarmin
olustugu, boylece deney sartlarinin saglandig1 seklinde yorumlandi.

Askorbik Asit (p:0,02), Magnezyum (p:0,002) ve Askorbik Asit + Magnezyum (p:0,005)
gruplarinin apoptotik hiicre sayilari ortalamalar1 IR grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik
saptandi. Bu da uygulanan Askorbik Asit ve Magnezyumun apopitotik hiicre sayisini benzer

derecede azalttigini diistindiirdii.
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TUNEL boyasi inceleme kesitleri Resim-9’da gosterilmistir.

~ ok < P .
Resim-9. TUNEL incelemesi yapilan gruplarin kesitleri(A,B: Sham; C,D: IR; E,F: Askorbik
Asit; G,H: Magnezyum; J,K: Askorbik Asit + Magnezyum)
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S. TARTISMA

Sican renal IR modelinde iskemi dncesi uygulanan askorbik asit ve magnezyumun ayri
ayr1 ve birlikte uygulanmasinin etkinliginin arastirildigi bu deneysel ¢alismada, her iki ajanin
da biyokimyasal parametreler, histomorfolojik ve immiinohistolojik sonuglari olumlu yonde

degistirdigi saptanmustir.

Renal IR hasar1 deneysel olarak iki farkli yontemle olusturulabilir. Bunlardan biri tek
tarafli nefrektomi ve karsi taraf renal arter ya da renal pedikiil klemplenmesi, digeri ise bilateral
renal pedikiil ya da renal arterlerin klemplenmesidir. En ¢ok tanimlanan yontemlerin sadece
renal arterin ya da renal arter ve venin beraber gegici olarak kapatilmasi oldugu saptanmaistir.
Calismalardan elde edilen sonuglar renal arter ve venlerin birlikte klemplenmesinin iskemi
hasarini olusturmada ideal yontem oldugunu telkin etmektedir®?®3, Bu calismada bilateral renal
iskemi atravmatik mikrovaskiiler klemplerle olusturulmustur. Akimin durdugu bobrek renginde
solukluk ve arteriyel nabzin ortadan kalktiginin izlenmesiyle dogrulanmis; iskemi siiresinin
sonunda klemplerin agilmasiyla kan akiminin yeniden basladigi da benzer sekilde fizik

muayanede renal pedikiillerde arter nabzinin alinmasi ve soluklugun gegmesi ile belirlenmistir.

Iskemi reperfiizyon yontemi kadar renal iskemi siiresinin de énemli oldugu belirtilmistir.
Yapilan kaynak taramasinda IR hasar1 olusturmak igin farkl siireler kullanildigi, kullanilan
stirenin organa gore de degisiklik gosterdigi saptanmistir. Kritik iskemi siiresi organ bagimli
olup beyinde 5dak’dan daha fazla iskemi dikkate deger 6l¢iide ndron 6liimii ve infarktiise neden
olurken, karaciger ve bobrek icin bu siirenin 15-20 dak oldugu bildirilmistir'": Bébrekteki
iskemi siiresi genellikle 30 ile 60 dakika ile sinirlandirilmistir. Altmis dakikadan fazla olan bir
renal iskemi siiresinin akut tubiiler nekroza ve renal yetmezlige neden olabildigi One
striilmiistiir. Renal iskemi stiresi 30 dakikadan kisa oldugunda ise tiibiiler epitel hiicrelerinin
hizli proliferasyonu ile hasarlanmig renal tiibiillerinin onarilabildigi ve buna renal
fonksiyonlarin iyilesmesinin eslik edebildigi saptanmistir®-*. iskeminin bobrekte hasara yol

97-104

acmast icin gereken siire konusunda farkli veriler elde edilmistir . Bu c¢alismada,

literatiirden elde edilen bilgiler 1s18inda 45 dakikalik iskemi siiresi uygulanmstir.

Williams ve ark.®® renal IR hasarmin etkilerini 45 dak’lik iskemiyi takiben
reperfiizyonun 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 9 ve 24. saatler ile 1 hafta sonrasindaki kan ve doku 6rneklerinde
arastirmiglardir. Bu ¢alismacilara gore renal IR hasarmin etkileri en erken 4. saatte baslamakta

ve 24. saatte de pik yapmaktadir. Cochrane ve ark.!® ise reperfiizyon sonrasi renal hasarin en
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erken 4. saatte goriildiigiinii belirtmislerdir. Bu veriler ile uyumlu olarak c¢alismamizdaki

deneysel modelde 4 saatlik reperfiizyon siiresi yeglenmistir.

Calismamizda elde edilen histomorfolojik, immiinohistolojik, biyokimyasal verilerin
Sham Grubunda IR Grubuna kiyasla anlamli bir fark sergilemesi de segilen iskemi ve
reperfiizyon siirelerinin hasar olusturmaya yetecek diizeyde oldugunu ve IR modelinin dogru

uygulandigini géstermistir.

Literatiirde sigan renal IR hasarinda koruyucu olarak farmakolojik ajanlarin ayr1 ayr
veya birlikte kullanildig1 galismalar s6z konusudur. Ancak, hem renal IR hasarmi dnlemede
arastirilan ajanlar ¢ok cgesitlidir hem de ¢alismalarda belli bir standart bulunmamaktadir. E
vitamini®, hidrokortizon®, L-arginin®, atorvastatin’®, tadalafil®®, monoaminooksidaz
inhibitorleri?t, deksmedetomidin?? ve mannitolun?® iR hasarina kismen olumlu etkileri oldugu
aragtirmalar yapilmis; askorbik asit ve magnezyumun renal IR hasarin1 6nlemek amaciyla

birlikte uygulandigi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

IR sonucunda olusan mitokondriyal hasarlanmanm patogenezinde SOR’nin asir1
tiretiminin ve antioksidan enzimlerin roliiniin belirlenmesi antioksidan ve serbest radikal
yakalayic1 tedavileri giindeme getirmistir. Renal IR hasarimi dnlemek veya tedavi etmek
amactyla uygulanan yéntemlerden biri olan askorbik asitin IR hasarmndaki olumlu etkileri daha
once yapilan bircok ¢alismada gosterilmistir. Seo ve ark.!* ratlarda hepatik iskemi reperfiizyon
hasarin1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda, iskemiden 5dak 6nce 30 mg/kg, 100 mg/kg, 300
mg/kg ve 1000 mg/kg dozlarin1 dort fakli gruba uygulamislardir. Diisiik dozlarda antioksidan
etkinlik gosterilmisken, yiiksek doz uygulamada ise preoksidan etkilerinin oldugu
gostermislerdir. Bu ¢alismada da askorbik asit dozu 250 mg/kg olarak segilmistir.

Mohamed ve ark.1° sigan renal IR modelinde C vitamini ve L-argininin koruyucu roliinii
aragtirdiklari bir calisma yapmislardir. 30dak iskemi ve 30 dak reperfiizyon siiresi planladiklari
bu caligmada iskemiden 24 saat 6nce 500 mg/kg i.p. C vitamini, iskemiden dnce 3 giin boyunca
her giin 400 mg/kg L arginine i.p. ve her iki ilact da uyguladiklar1 3 grup olusturmuslardir. C
vitamini ve her iki ilac1 uyguladiklari gruplarda BUN, kreatinin ve MDA &lgiimlerinde renal IR

hasarindan koruyucu etki ortaya ¢iktigim gostermislerdir. Ji ve ark'%

yine ayni modelde, renal
iskemi belirteci olarak kabul edecekleri siireyi saptamaya ¢alismiglardir. Bu amagla 0. 6. 12.
24. 48. ve T72. saatlerde alman kan orneklerinde serum BUN ve kreatinin degerlerini
belirlemisler ve 24. saatteki artisin daha anlamli oldugu sonucuna varmuslardir. Shokeir ve ark.®

yaptig1 bir ¢alismada renal hasar i¢in bakilan BUN ve kreatinin degerlerini 2. 24. ve 48. saatte
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incelemisler, en yiiksek degerlere 24.saatte ulasan BUN ve kreatininin 48.saatte diismiis
oldugunu saptamislardir. Bizim ¢alismamizda askorbik asit verilen gruplarda BUN ve Kreatinin
degerlerinde anlamli bir diisme saptanmamis olmasi, s6zii edilen ¢alismalardakinin aksine 24
saatlik siirenin beklenmemesinden kaynaklanabilecegi kanisina varilmistir.

Ergin ve ark.® siganlarda IR hasari modelinde askorbik asitin etkisini arastirdiklar:
caligmalarinda iskemiden 15 dakika 6nce 100 mg/kg bolus ve ardindan 2 saat siiren reperfiizyon
doneminde ise 50 mg/kg/saat dozunda infiizyon halinde askorbik asit uygulamiglardir.
Uyguladiklar1 askorbik asitin doku MDA diizeylerinde IR hasarmi azaltic1 etkisini
gostermislerdir. Benzer sekilde ¢alismamizda da renal doku 6rneklerindeki MDA sonuglarina
gore IR grubunda MDA diizeylerinde artis saptanmis ve bu veri IR hasarinm lipit
peroksidasyonunu artirdigi seklinde yorumlanmustir. Uygulanan askorbik asitin MDA diizeyini
diistirdigli, oysa magnezyum uygulamasinin etki etmedigi saptanmistir. Askorbik asit ve
Magnezyumun birlikte uygulandigi grupta goriilen MDA diizeylerindeki azalisin askorbik asit
uygulanan gruba benzerlik gostermesi de MDA azalisinin askorbik asite bagli oldugunu
dogrulamaktadir. Calismamizla ayni iskemi siiresinin uygulandigi bir ¢alismada Korkmaz ve
ark.B® 3 saatlik reperfiizyon siiresinin ardindan IR Grubunda GSH degerlerinin anlamli olarak
diistigiinii saptamislardir. Benzer iskemi siiresine karsin 48 saatlik reperfiizyon uygulayan Zhu
ve ark.? da IR grubunun GSH degerlerinin diistiigiinii belirlemislerdir. Farkli reperfiizyon
strelerine karsin GSH degerlerinin  diistiigiiniin saptandigt bu c¢alismalarin tersine
calismamizdaki IR grubunda GSH degerinde bir diisiis gdozlenmemistir. Bunun olas1 nedeninin
uygulanan modelde olusan oksidatif stresi GSH'in kompanze edebilme kapasitesi i¢cinde oldugu
diistiniilmiistiir. Azari ve ark.® sicanlarda hidrokortizon, C Vitamini ve E Vitamini'nin renal IR
hasarina kars1 tek basina veya birlikte koruyucu etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda dort grup
olusturmuslar. Reperfiizyondan hemen sonra 50 mg/kg C vitamini intravenoz, 20mg/kg E
vitamini intramiskiiler, 50 mg/kg hidrokortizon intraven6z ve son gruba da her {i¢ ajani
uygulamiglardir. Kombinasyon tedavisinin uygulandigi grupta tiibiiler dejenerasyon, nekroz ve
dokudaki inflamasyon derecesine gore histomorfolojik verileri bir skorla formiile ederek
histolojik degerlendirmelerini yapmus ve renal dokuda IR hasarlarinim anlamli olarak azaldigimi
gostermislerdir. Calismamizda da Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS)
boyamalar1 kesitlerini iki uzman histolog yorumlar1t sonucunda degerlendirilmistir.
Histomorfolojik inceleme sonrasi askorbik asit ve magnezyumun IR hasarini 6nleyici etkisi
oldugu gosterilmistir.

Renal IR hasarini 6nlemek veya tedavi etmek amaciyla arastirilan ajanlardan digeri olan

magnezyumun IR hasarindaki olumlu etkileri de daha 6nce yapilan birgok calismada
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gosterilmistir. Bu ¢alismada yeglenen200 mg/kg’lik magnezyum dozu, literatiirde Onerilen
dozlardan secilmistir>!87%107:198 " Akan ve ark.? in diyabetik sican renal IR hasari modelinde
magnezyum siilfatin koruyucu etkinligini arastirdiklar1 calismalarinda, iskemiden 5 dakika
once 200 mg/kg ip magnezyum siilfat uygulanmus ve bilateral renal IR hasarini tespit icin BUN,
kreatinin degerleri ve histomorfolojik skorlamadan yararlanilmistir. Magnezyumun her tig¢
parametrede de anlamli degisiklik olusturdugunun saptandigi bu ¢alismada veriler akut bobrek
hasarini azalttig1 yoniinde degerlendirilmistir. Calismamizda da magnezyumun kreatinin
degerlerinde IR Grubuna kiyasla anlamli bir diisme olusturdugu saptanmistir.
Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamalar1 ile TUNEL immiin
boyama sonuglar1 da IR hasarinda anlamli1 bir azalmaya yol agtigini telkin etmistir. Siganlarda
renal dokuda apopitotik hiicrelerin tespit edilmesinde DNA kiriklarinin in situ olarak
taninmasini saglayan TUNEL testi ¢ogu histolog tarafindan kabul edilen bir gostergedir. 1,
Yoon Kyung ve ark.!? olusturduklari renal IR modelinde apopitotik hiicre sayilarmm
ortalamalarin1 degerlendirerek TUNEL boyamanin apopitozu gosterdigini 6ne siirmiistiir. Diger
yandan Yang ve ark. ! renal IR modelinde apopitotik hiicreleri degerlendirirken sayilarin
ortalamalar1 yerine apopitotik indeks hesaplayarak karsilastirma yapmislardir. Bu ¢aligmada
Yoon Kyung ve ark*%nin 6ne siirdiigii sayilarin ortalamasi alinarak degerlendirme yapilmis ve
IR grubundaki TUNEL pozitif hiicrelerde sham grubuna gore belirgin bir artis oldugu
gozlenmis; askorbik asit ve magnezyum uygulamasinin apopitotik hiicre sayisinda IR grubuna
kiyasla anlaml bir azalmaya yol agtig1 saptanmigtir. Apopitozda saptanan bu anlamli azalma
IR hasarinda 6nemli bir yolak olan apopitozun magnezyum ve/veya askorbik asit uygulayarak
onlenebilecegini telkin etmistir. Pundir ve ark.™® bilateral renal iR hasar1 modeli olusturduklari
sicanlarda NMDA reseptor agonist ve antagonistlerinin akut bobrek hasari tizerine etkilerini
aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda iskemiden 1 saat donce ve Onceki 4 giin boyunca (toplam 5 giin)
600 mg/kg i.p. magnezyum siilfat vermislerdir. Calismada kreatinin ve GSH degerlerinde
anlamli azalma saptayan arastirmacilar magnezyumun akut bobrek hasarini azalttigini
gostermislerdir. Calismamizda da magnezyum grubunun kreatinin degerleri IR grubuna gore
anlamli olarak azalmis ve bobrekleri IR hasarindan korudugu gdzlenmistir. Calismamizda
ayrica magnezyum grubu ile askorbik asit + magnezyum gruplarinda GSH diizeylerinde artig
saptanmis, askorbik asit uygulanan grupta ise GSH degisim gdstermemistir. GSH’in
magnezyum grubu ile askorbik asit + magnezyum grubunda artis gostermesi, uygulanan
magnezyuma bagli olarak GSH 'm arttigini, bunun da magnezyumun GSH sentezinde anahtar

enzim olan GSH sentetazin kofaktorii olmasina bagl olabilecegini diisiiniilmiistiir''?
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6. SONUC VE ONERILER

Sicanlarda olusturulan IR modelinde 250 mg/kg askorbik asit ve 200 mg/kg magnezyum
stilffatin etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada, doku MDA ve doku GSH, kan BUN ve kan
Kreatinin  ol¢iimleri ile histomorfolojik ve immiinohistolojik inceleme sonuglari

degerlendirilmistir.

Sican renal IR modelinde iskemi &ncesi uygulanan 250 mg/kg askorbik asit ve 200

mg/kg magnezyumun ayri ayri ve birlikte uygulanmasi ile IR hasarinin azaldigi saptanmustir.

IR hasarin1 6nlemek igin iskemi oOncesi askorbik asit ve magnezyum siilfat
uygulamasinin basit, noninvaziv ve giivenli bir yontem olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu
uygulamanin etki mekanizmalart ve etkinlikleri agisindan farklarinin ortaya konacagi,

insandaki doz ve siirelerinin belirlenecegi daha ayrintili galigmalara gereksinim vardir.
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