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OZET

Renal Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Olusturulan Ratlarda Mannitol ve
Udenafil’in Etkilerinin Arastirilmasi

Renal iskemi-reperfiizyon hasart (I/R) yogun bakim iinitelerinde, bobrek nakli,
kardiyovaskiiler ve iirolojik cerrahilerde sik karsilagilan bir durumdur. Akut bobrek
yetmezligi (ABY) 6zellikle hastanede yatan hastalarda sik karsilasilan bir durumdur.
Son 50 yilda saglik alinindaki gelismelere ragmen ABY’ye bagli mortalite ve
morbidite oranlarinda azalma goriilmemistir. ABY nin en sik nedeni akut tiibiiler
nekrozdur ve altta yatan etyoloji renal iskemi ve/veya renal hipoperfiizyondur. Biz de
calismamizda bobrek I/R hasarinda fosfodiesteraz 5 inhibitorii udenafil ile osmotik
ditiretik mannitoliin etkilerini arastirmayr amacladik. Calismamizda 64 adet disi
Wistar albino cinsi rat kullanildi. Tiim gruplara sag nefrektomi yapildi. Kontrol
grubuna I/R hasar1 yapilmadi. I/R grubunda sol renal pedikiil vaskiiler klemp ile 45
dk klemplendi ve ardindan 60 dk ve 24 saat reperflizyon uygulandi. Mannitol
grubunda klemp konulmasindan 15 dk 6nce 1 ml %20 mannitol yavas infiizyonla
intravendz olarak verildi. Udenafil grubunda klemp konulmasindan 1 saat Once
10mg/kg udenafil oral yolla verildi. Deneklerin doku, serum ve idrar 6rneklerinde
kreatinin (Kr), kan iire azotu (BUN), kreatinin klirensi (Kr klirensi), malondialdehit
(MDA), notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL), nitrik oksit (NO), histopatolojik
inceleme ve DNA hasar diizeyi (komet Ornekleme yontemi ile) karsilastirildi.
Biyokimyasal parametreler (Kr, BUN, Kr klirensi ve NGAL diizeyleri) ve
histopatolojik bulgulara gore udenafilin mannitole gore hasar diizeyini azaltmada
daha iyi oldugu saptandi. NO diizeyi ve Komet 6rneklemede gruplar arasinda anlamli
diizeyde fark izlenmedi. Sonug¢ olarak udenafilin I/R hasarinda bdbrek koruyucu
etkinliginin mannitole gore daha belirgin oldugunu, sadece deneysel caligmalarda

degil klinik uygulamalarda da kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: renal iskemi-reperfiizyon, akut bdbrek yetmezligi, udenafil,
mannitol, NGAL
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SUMMARY

Investigation of Effect of Mannitol and Udenafil on Renal Ischemia-Reperfusion
Injury in Rat
Renal ischemia-reperfusion injury (I/R) is commonly seen in intensive care units,
renal transplatation, cardiovascular and urolojic surgeries. Acute renal failure (ARF),
is also a common condition especially in hospitalized patients. During the last 50
years, despite developments in the field of health mortality and morbidity rates were
not decreased as expected. The most common cause of ARF is acute tubular necrosis
and underlying etiology is renal ischemia and/or renal hypoperfusion. The aim of our
study was to investigate the effects of udenafil which is a phosphodiesterase type 5
inhibitor and mannitol which is an osmotic diuretic. A total of 64 female Wister
Albino rats were used in our study. Right nephrectomy was performed in all groups.
In the control group; I/R injury was not performed. In the I/R group; left renal
pedicle was clamped for 45 minutes with vascular clamp and then underwent 60 min
and 24 hours of reperfusion. In the mannitol group; 1 ml %20 mannitol was given as
a slow intravenous infusion before 15 minutes of clamping. In the udenafil group; 10
mg/kg udenafil was given orally before 1 hour of clamping. Creatinine (Cr), blood
urea nitrogen (BUN), Cr clearance, malondialdenyde (MDA), neutrophil gelatinase
associated lipocalin (NGAL), nitric oxide (NO), histological examination and DNA
damage (comet assay method) levels were compared in tissue, serum and urine
samples. Udenafil had a better protective effect than manninol according to
biochemical parameters (Cr, BUN, Cr clearance and NGAL levels) and
histopathological findings. There was no significant difference between the groups
according to NO levels and comet assay findings. In conclusion, udenafil has a better
renoprotective effect than manninol and we suggest that udenafil can be used in

further clinical trials to prove those effects in humans.

Key Words: renal ischemia-reperfusion, acute renal failure, udenafil, mannitol,
NGAL
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1. GIRIS

Bobregin iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari; bobrek transplantasyonu,
parsiyel nefrektomi, kardiyopulmmoner bypass cerrahisi, sepsis, sok ve benzeri
durumlarda goriilmektedir (1-3). Bobreklerin hayati fonksiyonlar iizerine etkileri
diistintildiigiinde bu hasarin 6nlenmesi veya olusacak hasarin en aza indirilmesi
mortalite ve morbititeyi azaltmaktadir. Saglik alaninda yasanan birgok gelismeye
ragmen gilinlimiizde I/R hasarinda bobregi korumak i¢in klinik kullanimda olan

tedavi rejimleri hala yetersiz kalmaktadir.

Akut bobrek yetmezliginin (ABY) etyolojisinde asil neden akut tiibiiler
nekrozdur (ATN). Renal iskemi ve renal hipoperfiizyonda ATN’un en sik sebebidir.
Iskemi nedeninin ortadan kaldirilmasi ve iskemi siiresinin kisaltilmasi dokuda olusan
hasar1 azaltmaktadir. ABY hastanede yatan hastalarin % 5’inde goriilebilmekte ve bu
hastalarin yaklagik % 10’unda bobrek transplantasyonu gerekmektedir (4). Yogun
bakimda ABY gelisen hastalarda son 50 yilda mortalite ve morbibite oranlarinda
belirgin bir azalma olmazken hayatta kalanlarin % 2-10’unda son donem bobrek
yetmezligi (SDBY) gelismekte ve uzun dénem diyaliz yapilmaktadir (5-8). Ayrica
ABY gelisen hastalarin gelismeyenlere gore hastanede yatis siiresi 2 giin daha fazla

olmakta ve mortalite oranlari 4.1 kat artmaktadir (9).

Bobrek tiimorleri %50 oraninda raslantisal olarak bulunmaktadir (10, 11).
Ozellikle 4 cm altinda evre Tla tiimérlerde ve teknik olarak uygun olan 4-7 cm
arasindaki evre T1b tiimorlerde altin standart tedavi parsiyel nefrektomidir. Parsiyel
nefrektomi sirasinda renal arter kitle eksizyonu boyunca klemplenir ve bobrek
dokusunda bu siire zarfinca iskemi meydana gelir. Kitlenin ¢ikarilmasi sonrasi1 kan
akimi tekrar saglanmasiyla beraber reperfiizyon baglar ve I/R hasar1 meydana gelir.
Amag bobregin iskemi siiresini kisaltarak olusan hasar1 azaltmak olsada reperfiizyon

sonrasi olusan hasar1 azaltmakta bir o kadar 6nemlidir.

Giiniimiizde SDBY gelisen hastalarda tedavi se¢enegi olarak periton diyalizi,
hemodiyaliz veya renal transplantasyon uygulanmaktadir. Renal transplantasyon,

yasam Kalitesine yaptigi katkilarin yaninda hasta sagkalimmi da uzattigi igin



SDBY ’'nin giiniimiizde en iyi tedavi se¢enegidir. Transplant hastalarinin morbidite ve
mortalite oranlar1 diyaliz hastalarina gore daha diigiiktiir. Ayrica maliyet agisindan da
belirgin avantaja sahiptir. Her ne kadar renal transplantasyon daha iyi bir tedavi
secenegi olarak goziikse de, transplantasyon sirasinda ortaya ¢ikan bobrekteki I/R
hasarina bagli, bobrekte primer fonksiyon bozuklugu, gecikmis graft bozuklugu,
artmis akut rejeksiyon ve ge¢ allograft fonksiyon bozuklugu ortaya ¢ikabilmektedir
(12, 13).

Renal iskemi, selliiler enerjinin azalmasi, intraselliiler sodyum (Na*), kalsiyum
(Ca™) ve reaktif oksijen radikallerinin birikmesi, proteaz, nitrik oksit sentaz (NOS),
fosfolipaz ve endoniikleaz gibi multiple enzim sistemlerinin aktivasyonuna neden
olan bir siirectir (8). Bu siire¢ iskemi siiresi ve siddetine bagli olarak hiicre hasarina
ve Oliimiine yol acabilir. Iskemik organlar reperfiize oldugunda hiicre oliimii
Onlenebilir ancak reperfiizyonun da dokuda aktive olan polimorf niiveli 16kosit ve
trombosit infiltrasyonu araciligiyla akut inflamatuar cevaba ve dolayisiyla kendi
basina lokal hasara neden olabilecegi de bilinen bir gergektir (14). Sitokin, nitrik
oksit (NO), endoteliyal hiicre adezyon molekiilii, platelet aktive edici faktor ve
serbest oksijen radikalleri (SOR) doku hasarinda rol oynayan araci parametrelerdir
(15).

Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest
radikaller arasinda bir denge bulunmaktadir. SOR’un potansiyel zararlarina karsilik,
hiicre koruyucu enzimleri ile karsi koyulur ve antioksidan maddeler ile bu hasar
siirlandirilmaya ¢aligilir. Bobrekte I/R sirasinda olusan serbest oksijen radikalleri
endojen antioksidan kaynaklarinin hizla tilkenmesine yol agmaktadir. Serbest oksijen
radikallerinin zararl etkileri, eksojen antioksidan maddeler tarafindan da azaltilir

veya tamamen ortadan kaldirilir.

Fosfodiesteraz 5 (PDES) inhibitorlerinin bobrek I/R hasarlanmasinda yararli
etkileri gosterilmistir. PDES inhibitorleri siklik guanozin monofosfat (cGMP)
yikilimini azaltmakta ve NO salimmmi ve seviyesini arttirmaktadir. Bu sayede
endotelyal fonksiyon {izerine olumlu etki gostermektedir. Bu ilaglarin etki

mekanizmalari, PDE5S enziminin aktif inhibisyonu ve bunun sonucunda da cGMP



artis1 ve diiz kas relaksasyonu olarak siralanabilir. PDES inhibitorlerinin miyokart
iskemisi yapilan hayvan modellerinde iskemik reperfiizyon hasarina karst koruyucu
oldugu ¢esitli ¢aligmalarda gosterilmistir (16, 17). Sildenafil ve tadalafil kullanilarak
yapilan deneysel ¢alismalarda bobrek I/R hasarin1 6nlemede olumlu sonuglar
alimmistir. Yeni jenerasyon PDES inhibitorii olan udenafil ile ¢ok fazla ¢alisma

bulunmamasina ragmen mevcut ¢aligsmalarda bobrek koruyucu etkisi gortiilmektedir.

Mannitol, bobrek I/R hasarinda hiperosmolar 6zellikleri sayesinde iskemi
sonrasi dokuda O0demi azaltir, l0kositlerin mikrovaskiiler yatakta olusturduklar
tikaclar1 temizler, renal kan akimini arttirir, renin salimini azaltir ve serbest radikal
toplayic1 Ozellikleri sayesinde serbest radikallere bagli olusan hasar1 6nlemektedir
(18). Bu etkileri nedeniyle yillardir bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi ve

kardiyovaskiiler cerrahi vakalarinda kullanilmaktadir (19).

Calismamizda, Mannitol ve Udenafil’in renal iskemi reperfiizyon hasarinin
azaltilmasinda etkinliklerinin karsilagtirilmas1 amaglanmistir. Literatiirde bobrek I/R
hasar1 ¢alismalarinda mannitol ve udenafil’in karsilastirildigi  bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica bobrek /IR hasarinda komet 6rnekleme yontemi ilk kez

bizim ¢alismamizda kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANATOMIi

2.1.1. Bobreklerin Genel Ozellikleri ve Makroskopik Anatomisi

Bobrekler, retroperitonda sagda ve solda olmak birer tane olmak tizere iki adet
kirmizi-kahverengi renkli solid organlardir. Eriskin erkekte normal bobrek agirlig
yaklagik 150 gr, kadinda ise yaklasik 135 gr kadardir. Bobreklerin uzunlugu 10-12
cm, eni 5-7 cm ve kalinligr yaklagik 3 cm’dir. Tim kardiak output’un %20’si

bobreklere gelmektedir.

Sol bobrek tipik olarak T12-L3 vertebralar arasinda yer alir. Sag bdbrek ise
genellikle L1 ile L3 vertebralar arasindadir Karacigerin varlig1 nedeni ile sag bobrek
sola gore 1-2 cm daha asagidadir. Bununla beraber bobrekler olduk¢a mobil organlar

olup diafragma hareketleri ile vertikal diizlemde yer degistirirler.

Bobrek parankimi korteks ve medulladan olusur. Daha agik renkli olan korteks
koyu renkli medulladan c¢iplak gbz ile bile ayirt edilebilir. Medulla devamlilik
gosteren bir yapidan ziyade renal piramid adi verilen ¢ok sayida konik segmentlerden
olusur. Piramidlerin tepe noktasina renal papilla ad1 verilir ve renal papillalar renal
siniise dogru uzanarak toplayici sistemde ayr1 ayri bir kiigiik kalikse ag¢ilirlar. Renal
korteks, renal piramidlerin etrafini kusatmanin yani sira renal piramidler arasindan
renal hilusa dogru da uzanir. Renal korteksin piramidlerin arasindan yaptigi bu uzanti

aracilig1 ile bobrek vaskiiler yapilar renal parankime giris ve ¢ikis yaparlar.

2.1.2. Bobregin Komsuluklar:

Bobrekler psoas major kasinin 0n tarafina yerlesmektedirler. Laterade
quadratus lumborum kasi ve transversus abdominis kasi aponevrozu yer alir.
Bobrekler, psoas major kasi lizerinde ve longitudinal aksina paralel ve oblik olarak
yer almasi nedeniyle superior pol, inferior pole gore daha medial ve posterior

yerlesimlidir. Hilar bélgenin anteriora dogru rotasyonu nedeniyle her iki bobregin de



lateral kenarlar1 posterior yerlesimlidir. Bu rotasyon sonucu bdbregin frontal ekseni
ile viicudun frontal ekseni yaklasik 30°°lik ac1 yapar. Diafragma, her iki bobregin iist

pol veya yaklasik 1/3’liik kesimini kaplar.

Diafragma, plevral uzantiya dogru uzanir, bu nedenle, bdbregin {ist
kesimlerine dogrudan yapilacak herhangi bir cerrahi miidahalede plevral yaralanma
riski vardir. 12. kosta her iki tarafta bobregi yaklasik olarak diafragmanin alt sinir
hizasinda ¢aprazlar. Sol bobrek biraz daha yiiksek yerlesimli oldugundan iist sinir1

11. kosta hizasindadir.

On kesimde her iki bébregin komsuluklar1 oldukca farklilik gdsterir. Sag
bobrek karacigerin arkasinda uzanir ve st polde ki kiiglik bir kisim hari¢ peritoneal
uzanti ile karacigerden ayrilir. Bu peritoneal uzanti ile her iki organin birbirinden
ayrilmasi her zaman olmasa da ¢ogu zaman renal bir kitlenin karacigere invazyonunu
engellemesi acisindan onem arzeder. Bobrek cerrahisi sirasinda, sag bobrek iist
poliinii saran perirenal fasya ile karacier arasinda uzanan peritoneal katlanti1 olan
hepatorenal ligament veya hepatokolik ligamente asir1 traksiyon uygulanmasi
sonucunda karacigerde parankimal yirtiklar olusabilir. Sag bobrek hiler yapr ve
medial kistmda duodenum ile komsudur. Kolonun hepatik fleksurasi sag bobrek alt
pol ile komsudur. Her iki bobregin siiperiomedial bolgesinde ise adrenal bezler

vardir.

Sol bobrek orta-list kisimlart pankreas kuyrugu ve splenik damarlar ile
komsudur. Pankreas kuyrugunun yukarisinda bobrek periton ile kaplhidir ve posterior
gastrik duvar ile komsudur. Pankreas kuyrugunun altinda sol bobrek periton ile
kaplidir ve jejunum ile komsudur. Sol bobrek alt pol, kolonun splenik fleksurasi
tarafindan ¢aprazlanir ve genellikle ekstraperitonealdir. Dalak, bir peritoneal uzanti
ile bobrekten ayrilir ve iist lateralde yer alir. Bu bolgede, sol bobrek ile dalak kapsiilii
arasinda yer alan ve cerrahi sirasinda asirt gerilmeye bagli olarak dalak

yaralanmasina neden olabilecek splenorenal ligament vardir.



2.1.3. Gerota Fasyasi

Gerota fasyasi, bobrek etrafinda onemli bir anatomik bariyer olusturarak
bobrek kaynakli patolojik olusumlari sinirlar. Gerota fasyasinin 6n ve arka yapraklari
bobregin 6n ve arka yiiziine dogru uzanarak bobregin lateral, medial ve siliperiorunda
kaynasirlar. Inferiorda ise, gerota fasyasi acik bir alan olarak kalarak iireter ve
gonadal damarlar igerir. Solid lezyonlarin yani sira perinefrik sivi koleksiyonlari,
lirinom, abse veya hematom gibi siv1 birikimlerinin de sinirlandirilmasinda rol oynar.
Bununla beraber, bobrek inferiorunda gerota fasyasinin bir agiklik halinde olmasi

nedeni ile agir1 s1vi koleksiyonu inferior agikliktan pelvise uzanir.

2.2. BOBREGIN VASKULER ANATOMISi

2.2.1. Renal Arter ve Venler

Renal pedikiil klasik olarak bir arter ve daha genis olan bir venden meydana
gelir ve renal hilustan medial olarak bobrege girer. Onde renal ven ve arkasinda renal
arter yer alir. Her iki vaskiiler yap1 renal pelvisin 6niinde yer alir. Renal arter ve ven
tipik olarak aort ve inferior vena kava’nin dallar1 olup L2 vertebra seviyesinden

koken alirlar.

Renal arter ve dallar1 endarterdirler, kollateral veya anastomoz yapmadiklar
i¢in bu vaskiiler yapilarin herhangi bir nedenle hasara ugramalar1 durumunda dagilim
alanlarinda ki renal parankimde iskemi veya infark olusacaktir. Sag renal arter
genelde sol renal artere gore biraz daha yukar1 seviyede aort’tan ayrilir ve inferior
vena kava’nin arkasindan gecip bobrege ulasmasi nedeni ile daha uzundur. Aksesuar
sag renal arter olasilifi %30°dur. Adrenal bez, renal pelvis ve iiretere uzanan kiigiik
dallar verirler. Ana renal arter, anterior ve posterior dalin1 verdikten sonra anterior
dal apikal, ist, orta ve alt segmental arterlere ayrilir. Segmental arterler renal hilus
boyunca ilerler ve her bir piramid ic¢in bir lober artere boliiniirler. Lober arterler
tekrar boliinerek renal parankime interlober arter olarak girerler ve kortekse dogru
uzanirlar. Kortikomediiller bolgede piramid tabanina paralel olarak uzanmak igin

donerler ve arkuat arter adimi alirlar. Arkuat arterler birgok interlobiiler artere



boliiniirler ve kortekse dik olarak uzanirlar. interlobiiler arterlerin bir kismu fibroz
kapsiilii delerek burada adrenal, frenik ve gonadal damarlarin yaptigir pleksusa
katilirlar. Ana renal arterden ayrilan posterior dal renal pelvisin arkasina dogru

ilerleyerek bobrek posteriorunun biiytik bir kismini besler.

Postglomeriiler kapillerler interlobiiler venlere ve ardindan sirasiyla arkuat,
interlober, lober ve segmental venlere dokiiliirler. Siklikla 3 genis venoz kok genelde
renal hilus i¢inde ancak bazen disinda birlesereck ana renal veni olustururlar. Renal

arterlerin aksine renal venler 6zellikle arkuat ven diizeyinde iken anastamoz yaparlar.

Sag renal ven genellikle daha kisa (2-4 cm) ve genellikle herhangi bir vendz
dal almaksizin inferior vena kavaya dogrudan agilir. Sol renal ven yaklasik 3 kat
daha uzun (6-10 cm) olup aort’u 6nden ¢aprazlayarak gecer ve inferior vena kavaya
ulagsmadan Once adrenal ven, Lomber ven ve gonadal veni alir. Bobregin venleri
arasindaki siki anastamozlar sayesinde, vendz yaralanma sonrast bobrekte
parankimal konjesyon ve 6dem gozlenmez. Korteksin kiiclik venleri interlobiiler
venlere drene olur ve bir ark olusturur. Bu arklar bobregin longitutinal ekseninde
uzanirlar. Ug adet ana anastamoz arki vardir ve bunlar genellikle degisik
seviyelerdedir. Anastamozlar siklikla satalit venler arasinda, arkuat venler arasinda

ve interlobar venler arasinda bulunur.

2.2.2. Renal Lenfatik Sistem

Bobregin lenfatik drenaji oldukca zengindir. Renal kolonlar boyunca kan
damarlarini izleyerek renal parankimden ayrilir ve renal siniiste bir¢ok genis lenfatik
kok olustururlar. Renal kapsiil ve perinefrik dokulardan gelen lenfatikler bu koklere
karigir. Ek olarak, renal pelvis ve st iireterlerden gelen lenfatikler de bu koklerle
birlesebilirler. Renal hilusta genellikle 2 veya daha fazla sayida lenf nodu vardir ve

bunlar bobrek tiimorlerinde metastaza ilk ugrayan bolgedirler.

Sol bobrekten gelen lenfatik kokler sol lateral paraaortik lenf nodlarina

dokiliirler. Nadiren, bazi lenfatikler retrokrural nodlara ve/veya torasik kanala



dokiilebilirler. ileri dénem hastalik durumu hari¢, sol bdbrekten interaortokaval

nodlara dokiilen lenf drenaji olmaz.

Sag bobrekten gelen lenfatikler ilk olarak interaortokaval ve sag parakaval
lenf nodlarina dokiiliirler. Bununla beraber, sol tarafta oldugu gibi sag tarafta da bazi
lenfatikler retrokrural nodlara ve/veya torasik kanala dokiilebilirler. Yaygin
olmamakla beraber sag bobrekten koken alan lenfatik drenajin sol lateral paraaortik

lenf nodlarma dokiildiigii gézlenebilir.

2.3. BOBREGIN HiSTOLOJiSi

Bobrek ince, fakat kollajen fibrillerinden zengin oldugu icin saglam fibroz bir
kapsiil ile ortiilmistiir. Kapsiilde az sayida elastik fibrilde bulunur. Her bir bobregin
konkav i¢ biikey medial bir kenar1 vardir, burasi hilum adini alir. Hilum sinirlerin,
kan ve lenf damarlarinin girip ¢iktig1 yerdir. Renal pelvis iki ya da ii¢ ana kalikse
boliinmiistiir. Her major kaliksten minor kaliksler dallanir. Her bir minor kaliks renal

papilla ad1 verilen koni bi¢imli bobrek parankimini ¢evrelemektedir.

Bobregi kenarlarindan gegen vertikal bir kesitle ikiye ayirdigimizda, renk,
fonksiyon ve orijin olarak farkl iki boliimden olustugunu gézleriz. Daha agik renkli
olan dig kismina Kkorteks renalis daha koyu renkli ve ¢izgili goriinimlii i¢ kismina
medulla renalis denilir. Orta kisminda bulunan ve hilum renale'ye agilan bosluk ise
sinus renalis adin1 alir. Renal korteks, kokenini nefrojen dokudan alir ve idrar siizen
yapilar ihtiva eder. Medulla renalis ise kokenini iireter tomurcugundan alir ve

toplayici kanallardan olusur.

2.3.1. Renal Korteks

Papillalar hari¢ olmak {izere, pyramis renalis'lerin her tarafin1 saran bobrek
dokusudur. Renal korteks’in iki boliimii vardir. Altt milimetre kalinligindaki birinci
boliimii, bobregi kabuk gibi sarmaktadir. Bu boliim, capsula fibrosa ile pyramis

renalis'lerin taban kisimlar1 arasinda bulunur. Ikinci boliim ise bobrek piramitleri



arasinda bulunur. Sinus renalis'e kadar uzanan bu ikinci boliim, kesitlerde pyramis

renalis'ler arasinda bir siitun seklinde goriiliirler. Bunlara columna renalis denilir.

Renal korteks’in kabuk seklindeki boliimii incelendiginde, medullaya ait olan
pars radiata ve renal korteks’e ait olan pars convoluta olmak tizere, farkli iki

boliimden olustugu goriiliir.

2.3.2. Renal Medulla

Renal medulla'yl, malpighi piramitleri (pyramis renalis) denilen 8-10 adet
(bazen 18-20) koni seklindeki yapilar olusturur. Bu piramitlerin basis pyramidis
denilen taban kisimlar1 bobregin dis yiiziine, papilla renalis denilen tepe kisimlari ise
sinus renalis'e yonelmistir. Pyramis renalis'ler birbirlerine degmeyecek sekilde sinus
renalis etrafinda dizilmislerdir. Bunlarin aralarinda columna renalis (Bertini
siitunlar1) denilen kortikal cevher uzantilari bulunur. Ug boyutlu olarak
diisiintildiiklerinde, bir pyramis renalis'in sadece papilla renalis kismi hari¢ olmak
tizere, diger yiizleri tamamen kortikal cevherle sarilidir. Bir pyramis renalis ve
etrafim1 saran kortikal cevher boliimiine bir bobrek lobu (lobi renalis) denilir. Buna
gore bir bobrekte piramit sayis1 kadar bobrek lobu bulunur. Yeni doganlarda
bobregin dis yliziinde bu loblarin smirlarini belirleyen sig oluklar goriiliir. Daha
sonra bu oluklar kaybolarak bobregin dis yiizii, diiz bir goriiniim alir. Kesitlerde koyu
kirmiz1 renkte olan pyramis renalis'lerin taban kisimlarindan kortikal cevhere parmak
gibi uzantilar girer. Medullar cevhere ait olan bu uzantilara pars radiata (stria

medullaris= Ferrein uzantilari) denilir.

2.3.3. Renal Sinus

Bobrek, her iki kenarindan gegecek sekilde on-arka yarilarina ayrildiginda,
hilum renale'nin bobrek iginde bir boslukla devam ettigi goriiliir. Bobrek seklinde
olan bu bosluga, sinus renalis denilir. Renal sinus'te pelvis renalis'in {ist bolimii,
kaliks renalis, bobrek damarlar1 (arteria segmentalis'ler) ve bunlar arasindaki

boslukta da yag dokusu bulunur.



2.3.4. Nefron

Bobregin idrar olusturabilme yetenegine sahip temel fonksiyonel initesidir.
Her bobrek yaklasik 1.250.000 nefron igerir. Nefron; Renal korpuskiil, proksimal
kivrimli tiibil, henle kulpu, distal kivrimli tiibiil, toplayici tiibiil kisimlarindan
meydana gelir. Embriyolojik kokeni nefrondan farkli olan toplayici tiibiiller ve

kanallar, nefronlarda iiretilen idrar1 toplayarak bobrek pelvisine iletirler.

2.3.4.1. Renal Korpuskiil (Malpighi Cisimcigi)

Renal korpuskiil kortekste yer alir ve glomeriil ve bowman kapsiilii denilen
iki boliimden olusur Renal korpuskiiliin, glomeriilii olusturan afferent ve efferent
arteriyollerin bulundugu kismima damar kutbu, onun tam karsisinda bulunan ve

stiziilen s1viy1 ileten tiibiillerin baslangi¢ kismina ise idrar kutbu denir.

Bobrek lopguklart arasinda uzanan interlobular arter, korteks iginde sagli
sollu kollar verir. Kollarin her biri afferent arteriyol olarak bu olusumun baglangicini
yapar. Afferent arteriyol 6zel bir arteriyol kilcala doniisiir. Arteriol kilcal birkag kez
kendi iizerine kivrilarak ve anastomozlar da yaparak bir yumak (glomeriil)
sekillendirir. Sonra kilcal yumak tekrar arteriyole doniisiir; bu, efferent arteriyoldiir
ve capi afferent arteriyolden daha kiigiiktiir. Kilcalin duvar yapisi, ince bir bazal
membran lizerine oturan ¢ok dar sitoplazmali endotel hiicrelerinden ibarettir. Endotel
hiicrelerinin, ozellikle c¢ekirdegin yan taraflarinda kalan c¢ok ince sitoplazmali
kisimlart mevcuttur. Boylece kilcalin liimenindeki sivi, yiiksek hidrostatik basincin

etkisiyle kolaylikla disar1 ¢ikar.

Bowman kapsiilii iki yapraktan olusur. Her iki yaprak da epitelyum
hiicrelerinden ibarettir. Visseral yaprak kilcal damarlar1 sarar. Bu yapragi olusturan
hiicrelerin, kilcallar iizerine oturan uzunca sitoplazma uzantilar1 vardir. Ayaksi
bicimindeki wuzantilardan &tiiri bu hiicrelere podositler denir. Podositlerin
sitoplazmalarinda pek cok mikrotlibiil bulunur. Bowman kapsiiliiniin pariyetal
yapragim ise yassit epitel hiicreleri olustururlar. iki yaprak arasinda bir bosluk

(bowman aralig1) vardir. Kilcal damarlardan siiziilen sivi1 (ultrafiltrat) podositlerin
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arasindaki agikliklardan ya da mikrotiibiiller yoluyla bowman araligina geger. Ancak,

bu geg¢is sirasinda bazal membran engeli de asilir.

2.3.4.2. Proksimal Tiibiil

Bowman kapsiiliindeki pariyetal yapragin devami seklindedir. Cok kivrimli
bicimde baslar ve korteksten medullaya dogru diiz parca halinde devam eder.
Bowman araligina gecgen ultrafiltratin reabsorbsiyonunu biiyiik dlgiide saglayan
boliimdiir. Bunun duvarini olusturan ve asit boyalarla koyu boyanan kiibik ya da
basik prizmatik hiicrelerin apikal yiizleri, 151k mikroskopu ile fircamsi bir kenar
goriiniimiindedir. Tiibiilus lumenini daraltan, elektron mikroskopik goriintimleriyle
mikrovilluslar olarak adlandirilan bu olusumlar sayesinde emilim yiizeyi g¢ok

genisler.

2.3.4.3. Henle kulpu

Inen ince, ¢ikan ince ve ¢ikan kalin olmak iizere ii¢ par¢adan olusur. Inen ince
henle kismi; proksimal tiibiiliin diiz parcasindan sonraki bolimdiir. Medullada
bulunur. Cap1 en dar olan tiibiildiir. Bu tiibiiliin duvarin1 olusturan hiicreler yassidir.
Yass1 olan bu hiicrelerin gekirdekleri, liimene dogru siskinlik yapar. Kesitlerde kilcal
damarlar ile karistirilabilir. Ancak, kilcallarin g¢ekirdekleri heterokromatiktir ve
sitoplazmalar1 daha azdir. Cikan ince henle kismi; inen henle gibi yassi epitele sahip
olup medullada bulunur. Ancak ¢ikan ince henle, inen henleden daha geni¢ caphdir.
Cikan kalin henle kismi; duvari tek kath kiibik epitel ile doselidir. Kortekse
girdiginde histolojik yapisin1 koruyarak distal tiibiil ile devam eder. Bu hiicrelerin

sitoplazmalar asit boyalarla koyu tonda boyanir.

2.3.4.4. Distal Tiibiil

Cikan henlenin devami seklindeki diiz parca ile ondan sonraki kivrimli
parcadan ibarettir. Kortekste bulunurlar. Proksimal tiibiilden daha kisadir. Buna bagl
olarak histolojik preparatlarda proksimal tiibiile gére daha seyrek goriiliir. Tiibiildeki

hiicrelerin smirlar1 belirgin degildir, sitoplazmalar1 da asit boyalarla soluk boyanir.
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Diizenli, belirgin bir fircams1 kenar yoktur. Bu nedenle liimenleri, proksimal
tiibiilden daha genistir. Limene bakan hiicre yiizeyi kisa, diizensiz, seyrek
mikrovilluslar tagir. Apikal yiizde madde aligverisi ile ilgili farkliliklar, bu boliimiin
proksimal tiibiilden daha az reabsorbsiyon yaptigini gosterir. Ancak, yine madde
aligverisini saglayan yapilar olarak, hiicrenin derinlerine kadar uzanan ¢ok belirgin
bazal labirent tablosu goriiliir. Bazal labirentlerle g¢evrili olan sitoplazmada bol
miktarda mitokondri bulunur. Buradaki mitokondriler karmasik bir membran yapisi
gosterirler ve ¢ok sayida matriks graniilleri igerirler. Bu sitolojik dzellikler de, damar
sistemi yoniinde aktif bir sivi transportunun varligini ortaya koyar. Afferent ve
efferent arteriyol arasinda prizmatik ve tiibiil limenine dogru uzanan bir disk
seklinde cikan kalin henle kulpunun sonunda, distal tiibiiliin baslangicinda bulunan
tibiil hiicrelerine makula densa denir. Bu hiicreler damar kutbunda, afferent

arteriyolden gecen kan miktarinin diizenlenmesinde rolii bulunan olusumlardandir.

Malpighi cisimciginin hemen bitisiginde, afferent arteriyolun tunika
mediasinda diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelere Jukstaglomeruler (JG)
hiicreleri denir. JG hiicrelerin yer aldig1 afferent arteriyol kismi, makula densa ile
birlikte JG apareyi olusturur. JG hiicrelerin tiglincii sa¢ ayagini da fonksiyonu heniiz
tam anlagilmayan agik renk boyanan hiicreler olusturur. Bu hiicrelere
ekstraglomeriiler mezengial hiicreler, lacis hiicreleri ya da polkissen (kutup yastigi)
seklinde degisik isimler verilir. Bu hiicrelere goormaghtigh hiicreleri de denir ve

gecmiste eritropoetin hormonu salgiladiklar1 6ne siiriilmiistiir.

2.3.4.5. Toplayict Tiibiil

Distal tiibiilden sonraki kisa baglanti kollaridir. Duvarlarini, smirlart ¢ok
belirgin, sitoplazmalar iyi boya almayan kiibik hiicreler olusturur. Korteks-medulla
sinirinda uzanan bu tiibiiller birleserek medullaya gecerler ve bdbregin toplayici

kanalciklarini sekillendirirler.
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2.3.5. Toplayic1 Kanallar

Bobrek parankiminin bu boliimiinde kortikal toplayici kanal ve papillar kanal

olusumlar1 bulunmaktadir.

2.3.5.1. Kortikal Toplayict Kanallar

Toplayic tiibiillerden sonraki kanalciklardir. Medullanin kortekse komsu olan
kismindan, medullar radiuslardan baslarlar. Duvarlarini olusturan epitel hiicrelerinin
sinirlart ¢ok belirgindir. Bu hiicreler organelden fakir ve soluk sitoplazmalidir.
Baslangicta bazik prizmatik olan hiicreler, renal pelvise dogru yiiksek prizmatik bir

sekil alirlar.

2.3.5.2. Papillar Kanal

Toplayici kanallarin birlesmesi ile sekillenir. Duvarinda genellikle tek katli ¢ok
yiiksek prizmatik, degisken epitel s6z konusudur. Iginde son idrar1 tastyan bu kanal,

renal pelvise acilir.

2.4. BOBREGIN FiZzYOLOJiSi

Kalp debisinin yaklasik % 20’si bobreklerden geger. Glomeriiler filtrasyon;
stviyl yart gecirgen kapiller duvardan disa dogru yonlendiren net basincin bir
sonucudur. Normal glomertiler filtrasyon hiz1 (GFR) 120 ml/dk/1,73 m? olup giinde
180 1t ultrafiltrat olusur. Bunun biiyiik bir kism1 (% 98 - 99) filtrasyondan sonra
yeniden emilir. Klinikte glomeriiler filtrasyon degeri hesaplanirken klirens formiilleri
kullanilir. Glomertiler filtrasyon degerinin 6l¢iilmesinde en sik kullanilan yontem
kreatinin Klirensidir (Kr klirensi). Glomeriiler filtrasyon degerinin hesaplanmasinda
iniilin, Tc99m ile isaretlenmis DTPA, iire gibi maddeler de kullanilabilir. Kreatinin
en onemli 6zelligi endojen olarak vucutta bulunmasi ve klinik kullaniminin kolay
olmasidir. Kreatinin klirensi ile bulunan deger ger¢cek glomeriiler filtrasyon

degerinden % 15 daha fazladir; bunun nedeni kreatininin tiibiiler sekresyonudur.
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Bobrekte kanin islenmesini saglayan en kiiciik yapisal ve anatomik birim
nefrondur. Bobrekler, dogumdan sonra sayisi sabit kalan bir milyon kadar nefrondan
olusur. Bu say1 bobrek hasarina neden olan hastaliklar yada normal yaslanma ile
giderek azalir. Her nefron kandan biiyiik miktarda sivinin filtre oldugu glomertil ve
filtre edilmis stvinin idrara doniistiigli proksimal tiibiiliis, distal tiibiiliis, henle kulpu,

toplayict kanallardan olusan renal tiibiiliisler olmak {izere iki kisma ayrilir.

Epitel bir yap1 olan bowman kapsiilii ile ¢evrili glomertil, afferent ve efferent
arterioller arasinda asili kapiller bir agdir. Glomeriilin orta kisminda mezengiyal
matriksi ¢evreleyen mezengiyal hiicreler bulunur. Mesengial hiicrelerde antiditiretik
hormon ve anjiotensin Il gibi vazokonstriktér hormonlar i¢in reseptorler vardir.
Mesengial hiicreler yapisinda bulunan aktin ve miyosin sayesinde kasilip gevseyerek
hormonal etkiye cevap olarak glomeriiler siizme oranini degistirir. Mesengial
hiicrelerin bir diger gorevi kollajen ve glikoproteinden olusan hiicre dis1 matriksi
tiretmek ve yeniden sekillendirmektir. Mesengial hiicrelerin bunlarin diginda

fagositik 6zellikleri de vardir.

Glomertiiliin diger elemanlar1 endotel, glomeriiler bazal membran ve epitel
hiicreleridir. Endotel hiicreleri kapiller liimeni ¢evreleyen gozenekli bir yapi
olustururlar. Glomeriil endotel hiicreleri negatif yiiklii olmalar1 nedeniyle filtrasyon
bariyerinin yiik se¢ici 6zelliklerinden sorumludurlar ve glomeriil fizyopatolojisinde
onemli bir rol oynamaktadirlar. Glomeriil bazal membrani tip 1V, tip V Kollajen
lifleri iceren glikoproteinden olusan hidrate jel tabakasidir. Plazma proteinlerinin
stiziilmesinde birincil bariyer olarak gorev yapar ve kalinligr 315-373 nm arasinda
degisir. Boylece belli bir molekiil biiyiikliigiindeki negatif yiiklii pargaciklar pozitif
yiikli olanlara gore daha zor siiziiliirler. Viseral epitel hiicreleri yada podositler
glomeriillerdeki en biiyiik hiicrelerdir. Glomeriiler bazal membran iizerine ayaksi
cikintilar uzatir ve negatif yiikleriyle siizme bariyerine katkida bulunurlar. Glomeriil

kapsiilii stiziilen ultrafiltrati renal tiibiile yonlendirir.

Proksimal tiibiiliin ilk kismini korteks i¢inde konumlanan proksimal kivrimli
tiibiil olusturur. Ikinci segment olan proksimal diiz tiibiil mediillaya girer ve siviy1

henle kulpuna gegirir. Proksimal tiibiiliin temel islevi ultrafiltratin izoozmotik
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emilimidir. Glomertiler filtratta en fazla bulunan bilesik sodyumdur ve proksimal
tiibiilde olusan taginma iglemlerinin cogu sodyumla iligkilidir. Sodyum, Na-K-ATPaz
pompasi ile taginir. Kalsiyum, glukoz ve aminoasitlerin emilimi, sodyum emilimi ile
birlikte olur. Potasyum ve fosfatin biiyiik ¢ogunlugu bu kisimda geri emilir. Filtre
edilen bikarbonatin 6nemli bir kismi hidrojen iyonlarmin katildigi ters taginma
mekanizmasiyla emilir. Renal asit atiminda 6nemli bir basamak olan amonyum

sentezi de bu kisimda gergeklesir.

Henle kulpunun her segmenti sodyum kloriir ve suya kars1 farkli gegirgenlige
sahiptir. Izoozmotik ultrafiltrat voliimiiniin yaklasik % 15’1, sodyum kloriiriin ise
yaklasik % 25’1 buradan emilir. Bu farkli emilim ile proksimal tiibiilden giren
izotonik sivi1 distal tiibiile seyrelmis olarak geger. Kalsiyum emiliminin biiyiik bir
kismida henle kulpunda gergeklesir. Kalin ¢ikan kolun korteks kismi paratiroid
hormon kontrolii altindadir. Henle kulpunun kalin ¢ikan kolu magnezyumun geri

emilimi i¢in de ana bolgedir.

Henle kulpu medulla i¢inde bir U kivrimi yaparak yeniden kortekse yonelir ve
distal tiibiilii olusturur. Distal tiibiil sonugta yeniden medulla igerisine girer ve
toplayict kanala doniistir. Ultrafiltrat renal papilla uclarindaki Bellini kanallarindan
renal pelvise dokiiliir. Distal tiibiiliin baglangi¢ kismi1 her nefronda afferent arterioliin
son kismiyla ve efferent arterioliin baslangic kismiyla temas halindedir. Distal
tiibiilin bu kismina makiila densa adi verilir. Makiila densa ve damarsal yapilar
birlikte jukstaglomeriiler aparat adi verilen 6zel bir yapi olusturur. Bu yap1 renin
iiretir ve glomeriil ile tiibiil fonksiyonlarinda 6nemli rolii vardir. Distal kivrimli tiibiil
sodyum kloriiriin aktif emilimini saglayan ve suya gecirgen olmayan korteks ici bir
yapidir. Kortikal toplayicit kanal mineralokortikoidlere duyarli bir mekanizma ile
sodyumun geri emilimini saglar. Voliim eksikligi durumlarinda ve asir1 aldesteron
tiretiminde idrar sodyumdan arindirilabilir. Potasyum sekresyonu distal tiibiiliin son
kisminda baslar ve toplayici kanal boyunca devam eder. Filtre olan potasyumun
tamamina yakini proksimal tiibiiliisten emildigi i¢in, idrarla ¢ikan potasyum distal
kisimlardan salinir. Distal tiibiilde hidrojen sekresyonu bu segmentlerde bulunan
bikarbonatin emilmesini saglar. Salinan hidrojen fosfat ile tamponlanir yada

amonyum iyonlar1 seklinde atilir. Toplayici kanallar antidiiiretik hormonun basglica

15



etkiledigi yerlerdir. Bunlar antidiliretik hormon yoklugunda suya karsi ¢ok az
gecirgendir ve antidiliretik hormon olmadan distal tiibiilden ¢ikan hipotonik sivi

higbir degisime ugramadan idrara verilebilir.

Bobrekler idrar olusumunun yani sira; asit-baz ve elektrolit dengesinin
saglanmasi, s1vi regililasyonu, toksik atiklarin atilmasi, kan basincinin diizenlenmesi,
hormon metabolizmasi iizerine hayati bir homeostatik gorev iistlenirler. Ure, laktat,
kreatinin gibi atik maddeler, bazi ilaglar glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon
yoluyla viicuttan uzaklastirilirlar. Hipofiz hormonlari, insiilin ve glukagon gibi peptit
hormonlarin eliminasyonu glomeriiler filtrasyonu takiben bobrekte gergeklesir.
Renin tiretimi jukstaglomeriiler hiicrelerde, eritropoetin {iretimi ise bobregin korteks
hiicrelerinde yapilir ve D vitamini aktivasyonu bdbrekte gerceklesir. Bobrek uzun
stiren aglikta, glukoneogenez yoluyla plazma glukozunun regiilasyonunda da rol

oynar.

2.5. BOBREKTE iSKEMIi ve REPERFUZYON

Arteryel kan akiminda azalma veya akimm tamamen kesilmesi sebebiyle
dokularin yeterli kan temin edememesi haline iskemi, daha 6nce iskemik olan doku
veya organin yeniden kanlanmasina da reperfiizyon denilmektedir. iskemi ile dokuda
olusan hasar eger geri dondiiriilebilir seviyede ise yeniden kan akiminin saglanmasi
gereklidir. Buna kargin reperflizyonla beraber mekanizmalart tam olarak
belirlenemesede paradoksal olarak dokuda ek hasar meydana gelmektedir (20).
Reperfiizyon hasarina en fazla duyarli hiicresel yapilar zar lipitleri, proteinler,

niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (21).

2.5.1. Iskemi ve Reperfiizyon Hasar1

I/R hasari, iskemik olan dokuda kan akimimin saglanmasi ile olusan doku
hasaridir. /R hasarinin  mekanizmasit  multifaktoriyeldir. Temel baslatict
patofizyolojik etken doku iskemisi olmakla birlikte, reperfiizyonla bereber dokuda
inflamatuvar degisiklikler meydana gelmektedir (22). Reperfiizyonla beraber dokuda

olusan SOR, reaktif nitrojen tiirleri (RNS), piirin metabolitleri, notrofil gocii,
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vazoaktif aminler ve litik enzimler gesitli mekanizmalarla apopitotik hiicre 6liimiiyle

beraber olusan bobrek hasarindan sorumludur (23-25).
2.5.2. iskemi ve Reperfiizyonda Fizyopatoloji

Iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir.
Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve
adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezi azalir (26).
Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na+,K+-ATP az
pompast inhibe olur. Sonugta hiicre iginde Na* ve Ca’™ iyon konsantirasyonlar: artar
(27). Hiicre iginde Ca™" iyon konsantirasyonunun artis1 hiicre icin sitotoksiktir (28).
Nitekim vyine bu donemde hiicrede iyon Kkonsantirasyonunun degisimi ile
proinflamatuvar sitokinlerin 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artis, buna
karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hiicreyi
reperfiizyon dénemindeki hasara karsi dayaniksiz kilmaktadir. Iskemi déneminde
ATP iiretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi i¢in ATP’den AMP ve adenozin
olusur. Adenozin, hizla hiicre disina difiize olur ve inozin ve hipoksantine pargalanir.
Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda
ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve ksantin
dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar. Normal
sartlarda hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici
NAD+ (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) dir. Ancak hipoksi ya da
iskemi nedeniyle KDH — KO’a doniistiigiinden hipoksantinin iirik asite dontisiimii
KO tarafindan gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici olarak molekiiler

oksijen kullanilir (29).

I/R hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri siiriilmiistiir. Bunlar

birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar serisidir (30, 31).
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Sekil 1. I/R hasarinda fizyopatolojik mekanizmalar

2.5.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Bu tip molekiiller ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukca
reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, geg¢is metallerinin iyonlar1 ve
hidroksil radikalidir. Bunlardan ilk dordiiniin gesitli reaksiyonlart ile sonuncusu

meydana gelir (32).

Serbest radikaller, hiicrenin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzimleri gibi
tim onemli bilesiklerine etki edebilirler fakat lipidler en hassas olanlaridir (32).
Serbest radikaller lipit bariyerinin biitiinliigiinii bozar, membran gegirlenligini attirir
ve beraberinde mitakondri, lizozom ve plazma membraninin yap1 ve fonksiyonlarini

degistirir (33). Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
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radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinlerini olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve
dokuya ¢ok zararlidir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri
doniistimsiizdiir. Plazma membrani ve organel lipid peroksidasyonu serbest radikal
kaynaklarinm tiimii ile stimiile edilebilir. U¢ yada daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda malonildialdehit (MDA) meydana gelir, olusan MDA,
membran bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur, bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve yiizey bilesenlerinin agregasyonu
gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. Lipid peroksidasyonu dokudaki I/R

hasari ile iliskilidir ve MDA lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir (34).

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan
kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna

ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir (32).

2.5.3.1. Siiperoksit radikali

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu serbest siiperoksit radikal anyonu (O;") meydana gelir.

O + 8 — 0Oy

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksite indirgenir.
Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar
vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir.

2.5.3.2. Hidrojen peroksit

Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiili iki
hidrojen molekiilii ile birleserek H,O, meydana getirir. H,O; tek basina eslenmemis

elektron igermedigi i¢in tek basina radikal degildir (35).
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O, + e + 2H  — H->O-

O, + e + 2H" D H-O-

Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil tiretimi siiperoksidin
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon spontan olusabilecegi gibi siiperoksit

dismutaz enzimi ile katalizlenebilir ve radikal olmayan iiriinler meydana gelir.

O, + 2H » H-20-> + O-

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri icine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda Onemli bir rol oynar. Siiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
(OH) radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir (32, 36, 37).

HoOs + Oo » OH + OH + O3

Bu reaksiyon demirle katalizlenir. Once ferri demir siiperoksit (Fe3+)
tarafindan ferro demire (Fe2+) indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton

reaksiyonu ile hidrojen peroksitten OH ve OH" iretilir.

O, + Fe?* ———» O+ Fe™"

Fe" + H O, — » Fe’™ + OH + OH"

Oz + H>205 —» OH + OH +0->

2.5.3.3. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali hidrojen peroksidin geg¢is metallerinin  varliginda
indirgenmesiyle meydana gelir. Son derece reaktif bir oksijen radikalidir. Yarilanma

omrii ¢cok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara neden olur. Tioller ve yag asitleri
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gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina neden
olur. Dogal enzimler ve glutatyon yetersiz diizeyde ise hidrojen peroksit ve
siiperoksit ayr1 ayr1 ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe3+ veya Cu'" ile
reaksiyona girerek sonunda en giiclii radikal olan hidroksil molekiiliiniin olusacagi

bir dizi reaksiyon olustururlar (38, 39).

Fe™ + O ——» Fe"™? + O
Fe™ + H O —» Fe™ + OH + OH-

H> O + Oy ———» O + OH + OH-

Hidrojen peroksitin giiclii bir oksidan olan demiroksijen kompleksi (Ferril)
olusturmak i¢in ferroz demir (Fe+2) ile girdigi reaksiyona Fenton reaksiyonu denir.
Olusan Ferril, OH vermek iizere pargalanir. Hidrojen peroksit ferroz demirden daha
hizl1 olarak bakir (Cu™") tuzlar ile reaksiyona girmektedir (39, 40).

H>O> + Fe™> — — » Fe™+ OH + OH"

H O + Cu? — » Cu™+ OH + OH-
2.5.3.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmamasina
ragmen cok reaktif olmasi, liretimi sirasinda bazi radikal tepkimeleri olusturmasi
nedeniyle serbest radikal olarak sayilir. Bu radikalin DNA hasar1 olusturdugu ve

mutajenik etkilerinin bulundugu gosterilmistir.
2.5.3.5. Nitrojen Oksitler

Nitrik oksit, serbest radikal olan basit bir gazdir. Memelilerde bulunan en
kiiciik otokoid ve haberci molekiildiir. Cok kiigiik bir molekiil olmas1 ve lipofilik
olma 6zelligi, hiicre membranlarindan kolaylikla gegmesine izin vermektedir. NO,
protein fonksiyonlarini degistirir ve hiicre hasarmma ya da hiicrenin korunmasina

aracilik eder.
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2.5.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmanin oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek
i¢in ¢ok onemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 6nlemek
ve detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayi koruyan antioksidan savunma

sistemi dort yolla etki gostermektedir:

1. Siipiiriicii etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma, yok
etme. Antioksidan enzimler, kii¢iikk molekiiller bu yolla etki gdsterirler.

2. Inaktif sekle doniistiiriicii etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara
bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir
etkiye sahiptirler.

3. Zincir kiricr etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu
etkiyi gosterirler.

4. Onarict etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklinde
etki gosterirler.

2.5.4.1. Endojen Antioksidanlar
Enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.
1. Enzim olan endojen antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSHPx), Glutatyon S-Transferaz
(GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar

Melatonin, Seruloplazmin, Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin,
Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albiimin.

2.5.4.2. Eksojen Antioksidanlar
1. Vitamin eksojen antioksidanlar
a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat).

2. Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
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NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Rekombinant siiperoksit dismutaz
Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSHPX aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri.

2.5.5. Malondialdehit

Malondialdehit formiili CH,(CHO), olan bir organik bilesiktir. Bu reaktif
bilesik dogal olarak olusur ve oksidadif stresin bir belirtecidir. MDA genelde enol
formunda bulunur. Reaktif oksijen tiirleri, poliansatiire lipidleri indirgeyerek
MDA’y1 olusturur (41). Bu bilesik reaktif bir aldehiddir ve hiicrelerde toksik strese
neden olan bircok reaktif elektrofil tiirlerinden bir tanesidir. Gelismis lipit
peroksidasyonunun son iriinii olarak adlandirilan bir kovalent protein eklentileri
olusturur (42). Bu aldehid olusumu, bir organizmadaki oksidatif stres seviyesinin

oOl¢iilmesinde biyomarker olarak kullanilir (43, 44).

2.5.6. Iskemi Reperfiizyonda inflamasyon ve inflamatuvar Yamt

Iskemi sonrasi reperfiizyonla birlikte dokuda inflamatuvar cevap olusur.
Dokuda olusan hasarda sadece SOR degil inflamasyonun kendiside yer almaktadir
(45). Bu inflamasyona makrofajlar, endotel hiicreleri, nétrofiller, lenfositler,
trombositler, kompleman sistemi, koagulasyon kaskati, SOR, NO ve pro-anti
inflamatuar sitokinler katilmakta ve mikrovaskiiler perfiizyonun bozulmasina sebep

olmaktadir (46-50).
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Bobregin iskemi reperflizyon hasari gibi inflamatuar hastaliklarinda 16kosit
adezyonu temel adimi olusturmaktadir. Inflamasyonun baslangic fazinda adezyon
l6kositlerin aktivasyonunu, transselliiler inflamatuar mediatdrlerin olugturulmasini ve

fonksiyonel yapisal hasar1 kolaylastirir (51).

Dolagan 16kositler 4 asama ile inflamatuvar bdlgeye gogerler. Bu asamalar,
direkt hareket (kemotaksis), endotel iizerinde yuvarlanma (marjinasyon), lokosit
aktivasyonu ve endotel ilizerine tutunma, endotel ve bazal membrami gegerek
ekstravaskiiler alana gec¢is olarak siralanabilir. Lokositlerin endotel {izerinde
yuvarlanmasi ve tutunmalari 4 grup hiicre adezyon molekiilii sayesinde olur. Bunlar
selektinler ve ligantlar ile birgogu immunglobulin yapisina benzeyen integrinler ve
ligantlaridir (52). Baslangigta 16kositlerin adezyonu selektin ve ligantlar1 ile
gerceklesir. Bu birlesme lokositlerin adezyonu i¢in yeterli degildir. Bu baglanma ile
l6kositler endotel iizerinde yuvarlanmaya baslar. Bu agsamada hiicre aracili ve soluble
aktive edici uyaranlar endotelden ve ekstravaskiiler kompartmandan ortaya cikarlar
(53). Aktive hale gecen lokositler integrinleri ile ligantlarina baglanarak tutunurlar ve

inflamasyonlu bolgeye gogerler.

Hasarli hiicreler veya bozulmus doku matriksi inflamatuvar cevabi
baglatabilecegi gibi iskemi-reperfiizyon ile aktive olmus endotel hiicreleri,
makrofajlar tarafindan da inflamasyon baglatilabilir. Sitokin ve kemokinler gibi
mediatdrler makrofaj, lenfosit, notrofil ve endotel hiicrelerinde olusabilecegi gibi

tersine, sitokin ve kemokinler bu hiicreleri aktive de edebilir (49).

Ozellikle erken reperfiizyon fazinda hiicre hasar1 direkt olarak iskemik fazda
olusan hiicre i¢i degisimlerin sonucu oldugu gosterilmistir. Anoksik hiicre hasarinda
hiicre i¢i Ca™" artmas1, mitokondri hasar1 gibi olaylar patogenetik bir diizen iginde
gerceklesmektedir. Fakat ozellikle 6nemli miktarda ATP gerektiren diger islemlerin

sadece reperfiizyon fazinda gerceklestigi goriilmektedir (54).
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2.5.7. Nétrofil Jelatinaz iliskili Lipokalin ( Lipokalin 2)

Temel olarak bobrek proksimal tiibiil epitelindeki aktive olmus nétrofillerden
sentezlenir. Kii¢iik capli (25 kDa) ve yikima direngli bir proteindir. Kanda ve idrarda
mindr hasardan sonra bile enzim bagli immunosorbent kiti (ELIZA), radyoimmiin

test (RIA) ve Western Blot yontemleri ile kolayca tespit edilebilir.

Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL) lipokalin siiper ailesinin bir
tiyesidir. Lipokalinler fi¢1 seklinde tersiyer yapiya sahiplerdir; ortak yapi olarak 8
zincirli, hidrojen bagli antiparalel b-fig1 yapisi ve bir internal ligant baglanma yiizeyi
icerirler.  Kiiglik  hidrofobik  molekiillere  baglanabilme ve  ¢oziilebilir

makromolekiillerle kompleksler olusturabilme ortak molekiil 6zellikleridir.

Serum kreatinin degerindeki ylikselme ABY i¢in su anda en yaygin kullanilan
belirtectir. Serum kreatinin diizeyindeki degisiklikler her zaman renal tiibiiler hasarla
iliskili olmayabilir. Yas, cinsiyet, beslenme, kas kiitlesi, kas metabolizmasi, ilag
tedavileri, hidrasyon gibi faktorlere bagli olarak farklilik gostermektedir (55-57).
Serum kreatinin degerleri renal hasar sonrasi 48-72 saat arasinda yiikselmektedir. Bu

yiizden ABY 'nin tanist genellikle ge¢ konulmaktadir.

Akut bobrek yetmezligini erken tanimak hayati onem tagimaktadir. NGAL
bobrek hasarini, serum kreatinin seviyesinin yiikselmesinden 24-48 saat 6nce ortaya
cikarabilmekte, erken tedavi firsatinin yakalanmasini saglayarak hiicresel hasarin
geri dondiiriilmesinde ve kalict bobrek yetmezliginin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynayabilmektedir (58). Bu nedenle ABY erken donemde gosterecek 6zgiilliigii ve
duyarlilig1 yiiksek bir biyobelirteg arayislari devam etmektedir. NGAL ABY’de en
erken Olgiilebilen biyobelirtectir. I/R hasar1 sonrasi proksimal tubiillerde eken ve
dramatik olarak yiikseldigi gosterilmistir. Bobrek hasar1 sonrasi idrar ve kanda

benzer bir sekilde yiikseldigi ve kolerasyon gosterdigi bilinmektedir.
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2.5.8. Nitrik Oksit

Nitrik oksit ¢ok sayida hayati fonksiyonlarin kontroliinde goérev alan bir
molekiil olup, hiicresel fonksiyonlarin denetiminde otokrin ve parakrin etkilere
sahiptir. NO renksiz bir gaz olup, serbest radikal O6zelligine sahip basit bir
molekiildiir. Diger radikal tiirlerinin aksine nitrojen ve oksijen atomlar1 iizerinde
delokalize bir sekilde bulunur. NO radikalinin bu 06zelligi sayesinde kendi
reaktivitesini baskilar, stabilitesini artirir ve biyolojik kosullarda sentezlendigi yerden

daha uzak mesafelere difiizyonunu kolaylastirir.

NO, haberci bir molekiil olup, vazodilatasyon, sinirsel ileti, anti-mikrobiyal ve
antitimor aktivitelerini iceren ¢esitli fonksiyonlara aracilik etmektedir. Cesitli hiicreler

nitrik oksit sentaz enzimiyle L-arjinin oksidasyonu tizerinden NO fiiretirler (59).

Memelilerde noronal (nNOS), endotelyal (eNOS) ve indiiklenebilir (INOS)
olmak tizere 3 tiir NOS mevcuttur. eNOS ve nNOS yapisal olarak dokularda
bulunurlar. iNOS’un ise makrofaj ve diger hiicrelerin aktive olmasi ile ekspresyonu

gerceklesir. Fonksiyonlar agisindan 3 tiir NOS birbirlerinden farklidirlar.

eNOS ile olusan NO vazodilatator etkisi gosterir. eNOS vasa rekta, mediiller
duktal kanal ve gromeriillerde bulunmaktadir (60, 61). Ayrica, trombosit
agregasyonu ve adezyonunu, noétrofillerin CD11/CD18 adezyon molekiilleri ile

etkilesimine girmesini engelleyici rolleri vardir (62).

nNOS bobrekte makiila densada bulunan hiicrelerde iiretilmektedir.
Tiibiilogromertiler geri emilimde rol oynadiklart sanilmaktadir ve eNOS ile

karsilastirildiginda daha azda olsa mediiller perfiizyon tizerine etki etmektedir (63).

INOS damar diiz kaslarinda, bobrek tiibiil hiicrelerinde ve monosit, makrofaj
ve notrofil gibi immiin hiicrelerinde tretrilmektedir (64-68). iNOS ile olusan NO
konak savunmasinda etkilidir. NO bu durumda reaktif oksijen radikalleri ve 6zellikle
peroksinitrit olusumunu saglar. Protein tirozin rezidiilerinin noétrolizasyonu ve

mitokondriyal hasara da yol agabilir (69). iNOS kalsiyum bagimsiz olmakla birlikte
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Ca™ varhigi iNOS aktivitesini arttirmaktadir. iNOS ekspresyonu siirekli bir NO
tiretimine yol acar. Bir kez sentez edildiginde iNOS tonik olarak aktif kalir ve

enzimin yasam siiresi boyunca siirekli olarak NO tiretimi devam eder (70).

Izole renal proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde hipoksi siiresince NOS
aktivitesi artar. NOS inhibitorleri bu durumda sitoprotektif rol oynar (71). iNOS gen
eksikligi olan farelerin izole proksimal tiibiillerinde yapilan ¢alismalarda hipoksi ile
olusan hiicresel hasarda azalma tespit edilmistir (72). eNOS ve nNOS yoksun
farelerde iskemik hasarlanmada fark tespit edilmemistir (72). Renal iskemi
modelinde NO inhibitérii olan L-NAME verilmesi hasarlanmada artisa yol agtig1
bildirilmektedir. Bu durum ise eNOS baskilanmasina baglanmaktadir (73). Renal
iskemi modelinde insan umblikal ven endotelyal hiicrelerin verilmesinin ardindan

eNOS iiretiminin arttig1 ve hasarin azaldigi goriilmistiir (74).

I/R hasarinda NO tam olarak mekanizmasi bilinmesede anahtar rol
oydadig1 diisliniilmektedir. iINOS’un hasar asmasinda rol oynadigrt ve iNOS
inhibitorlerinin bu hasar1 azalttigi goriilmektedir. eNOS’un ise Ozellikle vaskiiler
regiilasyon basta olmak {izere ¢esitli mekanizmalarla I/R hasarini oOnledigi
goriilmektedir. Ayrica NO bdobrekte 6zelliklede medullada O, regiilasyonunda da

gorev almaktadir.

2.6. FOSFODIESTERAZLAR

Siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve ¢cGMP, cesitli fizyolojik uyar1 ve
bliyiime faktorlerinin iletiminde yer alan kritik Onemde hiicre i¢i ikincil
mesajcilardir. Siklik niikleotidlerin katabolizmasi, fosfodiesteraz (PDE) enzimi ile
diizenlenir. Cogu hiicrede, siklik niikleotid hidroliz kapasitesi, sentez kapasitesini
gecer ki bu hiicre i¢i siklik niikleotid seviyesinin bilyiik 6l¢iide PDE aktivitesi ile

yonetildigini gosterir.

PDE ailesi, 11 gen ailesi ve 60’dan fazla izoform igeren, genis ve kompleks

bir ailedir. PDE ailesinde sadece cAMP’yi hidrolize edenler PDE4, PDE7 ve PDES,
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sadece ¢cGMP’yi hidrolize edenler PDE5, PDE6 ve PDE9 her ikisini hidrolize
edenler ise PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 ve PDE11 dir.

cGMP fare glomeriillerinde PDES5 daha az oranda da PDEI tarafindan
yikima ugrar. Tubiillerde cGMP, PDEI ve PDES5 tarafindan esit oranda yikilir (75).
PDES, cGMP yikimini saglayan bir enzimdir ve inhibisyonu dokuda ¢cGMP artisina
neden olmaktadir. cGMP, proteinkinaz-G’yi aktive ederek bircok hiicresel islevi
tetiklemektedir. cGMP olusumunu saglayan enzim guanilat siklazdir. Diiz kaslar
disinda da (viicuttaki hemen hemen tiim hiicrelerde) cGMP ikinci haberci olarak rol
oynamaktadir ve bir¢cok hiicre islevinin tetiklenmesi sitozolik ¢cGMP diizeylerine
baghdir. Hiicre i¢i cGMP diizeylerini, sentezde guanilat siklaz, yikimda ise PDE

enzimleri belirlemektedir.

PDES enzimi, damar ve korpus kavernozum diiz kaslar1 disinda barsak diiz

kaslarinda, trombositlerde ve kondrositlerde de bulunmaktadir (76).

2.6.1. Udenafil

Udenafil, Sildenafil, Vardenafil, Tadalafil, Avanafil, Microdenafil ve
Lodenafil PDE5’in giiclii ve selektif bir inhibitorleridir.

Udenafil korpus kavernozumda yer alan cGMP’yi metabolize eden major
izoenzim PDES’i selektif olarak inhibe ederek etkisini gosterir. cGMP yikiminin
inhibe edilmesi, endotelden NO salinimu ile sinerjik etki gosterir ve boylece penil diiz

kasta gevsemeyi saglar ve artirir (76).

Udenafil, Dong-A Pharmaceutical Co Ltd. tarafindan ED i¢in iiretilmis segici,
agizdan alman PDES inhibitérii olup aym1 zamanda cGMP hidrolizini de
saglamaktadir (77). Glntimiize kadar yapilmis ¢alismalarda sildenafile gore daha
etkin PDE5 inhibisyonu ve daha az retinada bulunan PDE6 ve kalpte bulunan PDE3
seciciligi gosterilmistir (77). Ayrica, udenafilin yar1 dmri, karacigerde daha yavas
metabolize oldugundan sildenafilden daha uzundur (78). Tmax siiresi 1-1,5 saat, TV

suiresi ise 11-13 saattir. Tadalafilin aksine udenafil PDE11’1 inhibe etmez. Udenafil,
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maksimum plazma konsntrasyonuna yaklasik 1 saatte ulasip etkisini kisa siirede
gostermeye baslayan ve 24 saatin lizerinde etkinlik gosteren bir PDES inhibitoridiir
(77). Ayrica udenafilin nNOS mRNA ile eNOS ve nNOS protein ekspresyonunu

anlamli derecede arttirdig1 saptanmustir (79).

Udenafilin, insanlarda yapilan metabolizma c¢aligmalarinda, CYP3A4
tarafindan DA-8164’¢ metabolize edildigi ve CYP450’nin zayif bir baskilayicisi
oldugu gosterilmistir (80). Sican plazma ve idrarinda degisik pH soliisyonlarinda
rolatif olarak degismeden durabildigi gosterilmis ve tavsan plazmasiyla kan hiicreleri

arasinda hizla dengeye ulagtig1 saptanmustir (81).

En c¢ok goriilen yan etki ise flushing ve bag agrisi olarak bildirilmistir.
Gormede renk bozuklugu ve miyalji bildirilmemistir. Ayrica kan basincinda,
elektrokardiyogramda ve laboratuar testlerinde klinik anlamli farklilik goriilmemistir
(82). Antihipertansif alan hastalarda udenafil kullaniminin ED tedavisinde giivenli ve
etkin bir secenek oldugu gosterilmistir (83). DM tanili ED hastalarinda udenafilin
basarili bir tedavi secene8i oldugu ve yan etkiler acisindan giivenli oldugu

gosterilmistir (84).

Sekil 2. Udenafil’in molekiiler yapisi
2.7. MANNITOL

Intravenéz diiiretikler siklikla akut sivi  ydnetimini ayarlamak igin
kullanilmaktadir (85). ABY olan yogun bakim hastalarinda siklikla loop diiiretikler

kullanilmaktadir. Yapilan meta analizler sonucunda giiniimiizde loop diiiretiklerin
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akut bobrek hasarimi 6nlemek i¢in kullanilmasi 6nerilmemektedir (86, 87). Ozmotik

ditiretiklerin akut bobrek hasarini 6nlemedeki rolleri tam olarak anlagilamamuistir.

Mannitol ozmotik bir diiiretiktir ve potansiyel bobrek koruyucu etkilerinden
dolayr akut bobrek hasarini onlemek igin kullanilmaktadir. Bu bdbrek koruyucu
etkileri tiibiilerde tikanikliga neden olan atiklarin uzaklastirilmasi, nefrotoksik
maddelerin tiibiillerdeki konsantirasyonunun azaltilmasi ve tiibiiler maddelerin su
yardimiyla uzaklastirilmasi olabilir (88). Ek olarak mannitol renal kan akimini
arttirmaktadir ve buna bagli olarak reperfiizyon sirasinda serbest radikallerin
stiplirilmesini  saglamaktadir (88). Mannitoliin OH™ radikalinin olusumunu
onlemedigi fakat Ozellikle OH radikalinin = siipiirilmesinde rol oynadig
bilinmektedir. Akut bobrek hasart olusturulan havyan modellerinde proflaktik olarak
mannitol kullaniminin etkili oldugu gosterilmistir (89, 90). Bununla beraber bazi
caligmalar mannitoliin bobrek hasarmi onlemedeki etkisinde ¢eliskili sonuglarda
gostermistir (91-94). Ayrica yiikksek dozda mannitol kullaniminin kendisininde

bobrek hasarina neden olabilecegi belirtilmektedir (95-97).

2.8. ISKEMi REPERFUZYONDA DNA HASARI

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak SOR
meydana gelir. SOR olusumunu organizmanin yapisal ve fonksiyonel
biyomolekiillerinin oksidatif stres altina girmesine yol acar. Lipidler, karbohidratlar
ve proteinler gibi DNA da SOR’un saldirisina maruz kalir. Insan bedeninin her
hiicresindeki DNA, giinde yaklagik 10.000 kez serbest radikal saldirisina maruz
kalmaktadir. Serbest radikaller DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde
hasara, purin ve pirimidin bazlarin spesifik modifikasyonuna ve DNA-protein ¢apraz
baglanmalarina neden olur (98, 99). Farkli radikal metabolitlerin DNA hasarlarina
neden olus mekanizmalar1 da farklidir. Yapilan cesitli aragtirmalar siiperoksit anyonu
ve onun dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksitin dogrudan DNA ile esleserek baz
oksidasyonuna ve zincir kiriklarina yol agmadigi, ancak gecis metal iyonlarinin
varliginda Fenton reaksiyonu ile aktif bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin
DNA hasar1 olusturdugunu gostermislerdir (100, 101). Singlet oksijen ise, guanine

spesifik olarak baglanarak hasar olusturur (102). DNA hasarlarinin olusumunda yer
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alan endojen reaksiyonlar; oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon
reaksiyonlaridir. Nitrik oksit veya nitrojen dioksit (NO2), peroksinitrit (ONOO.),
dinitrojen trioksit (N203) ve nitrik asit (HNO3) gibi reaktif tiriinleri, nitrozasyon ve

deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivite gosterirler.

2.8.1. Komet Onekleme Yontemi

DNA hasarinin hassas bir sekilde Olgiilmesine olanak tanityan teknikler
giiniimiizde biiyiik 6nem kazanmistir. Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla
tercih edilen diger adiyla “Comet Assay” yontemi son yillarda genisleyen uygulama
alani, giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan kimyasal ve fiziksel
etmenlerin canlilar iizerinde yol a¢tigt genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir
gostergesi olan DNA hasar seviyelerinin 6l¢lilmesini saglayan énemli bir metotdur.
Komet yonteminin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik
ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreleri lizerindeki etkilerini, hiicrelerin DNA’larini tek
tek inceleyerek tespit etmektir. Elde edilen veriler hem hiicrede meydana gelen DNA
hasarinin ne kadar oldugunu belirler hemde hiicrenin hangi yapiya gectigini ifade
eder. Basitligi, hizlili1, hassashigi, ¢ok yonliiliigii ve ekonomisi agisindan ilgi ¢eken
bir metotdur. Komet DNA kiriklarin1 6l¢gmek i¢in kullanilan bir yontem olmasina
ragmen, lezyona spesifik endoniikleazlarin varligi, 6rnegin UV ile indiiklenmis
primidin dimerleri gibi okside olmus bazlarin ve alkilasyon hasarinin belirlenmesine

de olanak tanir.

Komette, DNA iceren tek hiicreler lam {iizerinde hazirlanan agarozla
kapladiktan sonra, zarlarin parcalanip c¢ekirdekte bulunan siiperkoil DNA’nin
serbestlesmesi icin deterjan ve yliksek tuz konsantirasyonuyla yapilan lizis islemine
tabi tutulur. Boylece DNA, yapilacak olan elektroforez iglemi i¢in immobilize olmus
olur. Alkali ortamda siiperkoil yapinin gevseyerek ac¢ilmasi ve kiriklarin ortaya
cikmast saglandiktan sonra elektroforezle yiiriitiiliir. Elektroforez esnasinda hasarsiz
DNA biitiinliigiinii kaybetmeden yiiriir ve komet yani kuyruk olusturmaz, oysa
hasarlt DNA’larin fragmenleri olusan hasardan dolay1 farkli molekiiler agirliklara ve
farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda anoda
dogru hareket ederler ve kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar. DNA molekiilleri

31



ethidium bromid gibi DNA spesifik boyalarla boyanip floresan mikroskop altinda
incelendiginde hasarin derecesine gére DNA’lar dairesel formdan kuyruklu yildiza
benzer forma kadar cesitli derecelerde goriintiiler olusturduklarindan yonteme

ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamina gelen “Comet Assay” ad1 verilmistir.

Eger DNA hasart olusmaya baslamis ise migrasyon uzunlugu fargmentlerin
miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagli olarak
degisiklik gdsterdiginden, normalde diizgiin kenarli olan goriintii DNA kiriklarinin
cekirdek disina gociliniin nedeniyle diizensiz kenarli bir goriiniim alir. Hasarin
siddetine gore merkezden kenara dogru uzama olur. Bu goriiniime strech ya da low
migration denir. Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz seklini alir. Bu uzama hasar
ile dogru orantilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesine

paraleldir.

DNA pargalari bas ve kuyruk olarak iki ana boliime ayrilmakta, bas ve kuyruk
uzunlugu ve bas ve kuyruk kismindaki rélatif fluoresan yogunlugu, kuyruk Momenti
ve Tail Migration kullanilan parametreler arasindadir. Yapilan ¢alismalarda bas ve
kuyruk uzunlugunun ¢ok fazla anlamli olmadig: ortaya ¢ikmistir; sadece kuyruklar
ilk olusmaya baslar ve genellikle de diisiik hasar seviyesini gosteren donemde
artmaktadir. Ardindan, hasar miktarn arttikca kuyruk yogunluk bakimindan
artmaktadir. Rolatif kuyruk yogunlugu en kullanigh parametredir ve kirilma frekansi
ile dogru bir orant1 gdstermektedir. Arka zemin ayarlarindan etkilenmez ve olas1 en

genis aralikta DNA hasarinin fark edilmesine olanak tanir.

Resim 1. Komet 6rnekleme goriintiisii A: normal hiicreler, B: hasarli hiicreler
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. ETiK KURUL ONAYI

Bu ¢alisma i¢in, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu’ndan onay alinmistr.
3.2. DENEY HAYVANLARI VE DENEY SARTLARI

Calismada Zonguldak Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyi
Laboratuarindan Saglanan agirliklart ortalama 281-330 gr olan, toplam 64 adet,
Wister Albino cinsi disi si¢an kullanildi. Siganlarin barimasi, tiim deneysel cerrahi
girisimler, ila¢ uygulamalar1 ve sakrifikasyon (kansizlagtirma) islemleri Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Laboratuarinda gerceklestirildi. Deney
hayvanlar1 oda sicakligi 22 + 2°C, nem orani %50 ve 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik siklus olacak sekilde barindirildi. Barmmma siiresince deney hayvanlari
standart beslenme (yem ve su), barinma ve bakim kosullarina tabi tutuldu. Deney

standart ve hijyenik laboratuar kosullarinda yapildi.

Biyokimyasal analizler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali, patolojik incelemeler ise Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali, Komet drnekleme incelemeleri Pamukkale Universitesi Tip

Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda ger¢eklestirildi.
3.3. CALISMA GRUPLARI

Deney hayvanlari, her grupta 16 rat olacak sekilde toplam 4 gruba ayrild.
Her grup kendi i¢inde 8’erli alt gruplara ayrilarak 0. giin ve 1. giin 6rnekleri alindu.
Biitiin deneklere 10 mg/kg ksilazine (Alfazyne, Alfasan International B.V.,
Tirkiye) + 90 mg/kg ketamin HCI (Ketalar, Eczacibasi, Tirkiye) intraperitoneal
enjeksiyon ile genel anestezi uygulandi. Gereklilik halinde idame dozlar yapild:.
Deneklerin abdominal bolgeleri tras edilip %10 povidon-iyot kompleksiyle sterilize
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edildi. Abdominal bdlgeye orta hat lizerinde yaklasik 3-4 cm’lik cilt kesisi uygulandi.
Deneklerin viicut 1sisin1 koruma amaciyla sicak ped ve isitict lamba kullanildi.

Deney siiresince ratlarin spontan solunumu takip edildi.

3.3.1. Grup 1: Kontrol Grubu

Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi uygulanmadi. Bu deneklere
abdominal orta hat laparotomi ile karin i¢i goriiniir hale getirildikten sonra karin igi
organlar kenarlara dogru cekilerek retroperitona ulasildi. Hemen sonra sag

nefrektomi uygulandi.

1. alt gruptakilere 1 saat 45 dk sonra sol nefrektomi yapildi. Bobrek dokusu
patoloji, biyokimya ve fizyolojik ¢alisma i¢in gerekli kosullar saglanarak ayrildi.
Ardindan mesane icerisine direkt ponksiyon yapildi ve idrar Ornegi alinarak
biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan kalp sag
karinciga ponksiyon yapilarak kan oOrne8i alinarak biyokimyasal inceleme igin
gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen kansizlagtirilarak sakrifiye

edildi.

2. alt gruptakilere 1saat 45 dk sonra orta hat insizyonu 2/0 kromik katgiit ile
kapatildi ve ayildiktan sonra denekler metabolik kafese konuldu. 24 saatlik bekleme
stiresi sonrasi toplanan idrar Ornekleri alinarak biyokimyasal inceleme i¢in gerekli
kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan tekrar anestezi uygulandi ve kalp sag
karmciga ponksiyon yapilarak kan ornekleri biyokimyasal inceleme igin gerekli

kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen kansizlastirilarak sakrifiye edildi.

3.3.2. Grup 2: iskemi Reperfiizyon Grubu (I/R)

Iskemi-reperfiizyon grubunda deneklere herhangi bir tedavi uygulanmadi. Bu
deneklere abdominal orta hat laparotomi ile karin i¢i goriiniir hale getirildikten sonra
karm i¢i organlar kenarlara dogru gekilerek retroperitona ulasildi. Hemen sonra sag

nefrektomi uygulandi.
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1. alt gruptakilere sol bobrek pedikiilii (arter ve ven beraber) non-travmatik
plastik mikrovaskiiler klemp ile 45 dakika klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye
maruz birakildi. Iskemi siiresini takiben sol bébrek pedikiiliindeki klemp ¢ikarilarak
1 saat reperfiizyona maruz birakildi. 1 saatlik reperfiizyon sonunda bobrek dokusu
patoloji, biyokimya ve fizyolojik ¢alisma i¢in gerekli kosullar saglanarak ayrildi.
Ardindan mesane igerisine direkt ponksiyon yapildi ve idrar Ornegi alinarak
biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan kalp sag
karinciga ponksiyon yapilarak kan Ornegi alinarak biyokimyasal inceleme ig¢in
gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen kansizlastirilarak sakrifiye

edildi.

2. alt gruptakilere sol bobrek pedikiilii (arter ve ven beraber) non-travmatik
plastik mikrovaskiiler klemp ile 45 dakika klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye
maruz birakildi. Iskemi siiresini takiben sol bobrek pedikiiliindeki klemp ¢ikarilarak
1 saat reperflizyona maruz birakildi. 1 saatlik reperfiizyon sonunda orta hat insizyonu
2/0 kromik katgiit ile kapatildi ve ayildiktan sonra denekler metabolik kafese
konuldu. 24 saatlik bekleme siiresi sonrasi toplanan idrar Ornekleri alinarak
biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan tekrar
anestezi uyguland1 ve kalp sag karinciga ponksiyon yapilarak kan Ornekleri
biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen

kansizlastirilarak sakrifiye edildi.
3.3.3. Grup 3: Mannitol + Iskemi Reperfiizyon Grubu (Mannitol+1/R)

. Bu deneklere abdominal orta hat laparotomi ile karin ig¢i goriiniir hale
getirildikten sonra karin i¢i organlar kenarlara dogru ¢ekilerek retroperitona ulasildi.

Hemen sonra sag nefrektomi uygulandi.

1. alt gruptakilere 1 cc %20 mannitol ppd enjektorii ile yavas inflizyonla vena
cava inferiordan intravenoz olarak uygulandi ve 15 dk beklendi. Ardindan sol bobrek
pedikiilii (arter ve ven beraber) non-travmatik plastik mikrovaskiiler klemp ile 45
dakika klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye maruz birakildi. Iskemi siiresini

takiben sol bobrek pedikiiliindeki klemp c¢ikarilarak 1 saat reperfiizyona maruz
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birakildi. 1 saatlik reperfiizyon sonunda bobrek dokusu patoloji, biyokimya ve
fizyolojik ¢alisma i¢in gerekli kosullar saglanarak ayrildi. Ardindan mesane igerisine
direkt ponksiyon yapilarak idrar 6rnegi alindi ve biyokimyasal inceleme i¢in gerekli
kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan kalp sag karinciga ponksiyon yapilarak kan
Ornegi alinarak biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi.

Denekler tamamen kansizlastirilarak sakrifiye edildi.

2. alt gruptakilere 1 cc %20 mannitol ppd enjektorii ile yavas inflizyonla vena
cava inferiordan intra vendz olarak uygulandi ve 15 dk beklendi. Ardindan sol
bobrek pedikiilii (arter ve ven beraber) non-travmatik plastik mikrovaskiiler klemp
ile 45 dakika klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye maruz birakildi. Iskemi
stiresini takiben sol bobrek pedikiiliindeki klemp cikarilarak 1 saat reperfiizyona
maruz birakildi. 1 saatlik reperfiizyon sonunda orta hat insizyonu 2/0 kromik katgiit
ile kapatildi ve ayildiktan sonra denekler metabolik kafese konuldu. 24 saatlik
bekleme siiresi sonrasi toplanan idrar 6rnekleri alinarak biyokimyasal inceleme igin
gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan tekrar anestezi uygulandi ve kalp sag
karmciga ponksiyon yapilarak kan ornekleri biyokimyasal inceleme igin gerekli

kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen kansizlastirilarak sakrifiye edildi.
3.3.4. Grup 4: Udenafil + iskemi Reperfiizyon Grubu (Udenafil+I/R)

Bu deneklere islemden 1 saat Once nazogastrik tiip ile 10mg/kg udenafil
slispansiyonu oral olarak verildi. Ardindan abdominal orta hat laparotomi ile karin i¢i
goriiniir hale getirildikten sonra karin i¢i organlar kenarlara dogru cekilerek

retroperitona ulasildi. Hemen sonra sag nefrektomi uygulandi.

1. alt gruptakilere sol bobrek pedikiilii (arter ve ven beraber) non-travmatik
plastik mikrovaskiiler klemp ile 45 dakika klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye
maruz birakildi. Iskemi siiresini takiben sol bobrek pedikiiliindeki klemp ¢ikarilarak
1 saat reperfiizyona maruz birakildi. 1 saatlik reperfiizyon sonunda bobrek dokusu
patoloji, biyokimya ve fizyolojik c¢alisma igin gerekli kosullar saglanarak ayrildi.
Ardindan mesane igerisine direkt ponksiyon yapilarak idrar 6rnegi alindi ve

biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan kalp sag
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karinciga ponksiyon yapilarak kan Ornegi alinarak biyokimyasal inceleme igin
gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen kansizlastirilarak sakrifiye
edildi.

2. alt gruptakilere sol bobrek pedikiilii (arter ve ven beraber) non-travmatik
plastik mikrovaskiiler klemp ile 45 dakika klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye
maruz birakildi. Iskemi siiresini takiben sol bobrek pedikiiliindeki klemp ¢ikarilarak
1 saat reperflizyona maruz birakildi. 1 saatlik reperfiizyon sonunda orta hat insizyonu
2/0 kromik katgiit ile kapatildi ve ayildiktan sonra denekler metabolik kafese
konuldu. 24 saatlik bekleme siiresi sonrasi toplanan idrar Ornekleri alinarak
biyokimyasal inceleme icin gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Ardindan tekrar
anestezi uygulandi ve kalp sag karinciga ponksiyon yapilarak kan Ornekleri
biyokimyasal inceleme i¢in gerekli kosullar olusturularak ayrildi. Denekler tamamen

kansizlastirilarak sakrifiye edildi.

3.4. DOKU, KAN VE iDRAR ORNEKLERININ AYRILMASI

Deney sonunda alinan kan 6rnekleri 5000 devir/dak da 5 dakika santrifiij edildi
ve serumlart ayrildi. Biyokimyasal degerlendirmeler (Kr, BUN, MDA, NO, NGAL)

icin -20°C ‘de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Sol bobrekler dikey olarak uzun eksende ikiye boliindii ve posterior yarist
histolojik ¢alismalar i¢in %10 tamponlu formaldehit ile fiksasyon uygulanarak
muhafaza edildi. Kalan anterior yaris1 kisa eksende tam ikiye bdliinerek alt yarisi
biyokimyasal degerlendirmeler (MDA, NO, NGAL) i¢in -80°C*de derin donduruya
konuldu. Ust yarist ise fizyolojik incelemeler (Komet drnekleme) igin -80°C*de derin

donduruya konuldu.

Idrar ornekleri 5000 devir/dak da 3 dakika santrifiij edildi. Biyokimyasal
degerlendirmeler (Kr klirensi, NO, NGAL) i¢in -20°C*de derin donduruya konuldu.
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3.5. BIYOKIMYASAL ANALIZLER
3.5.1. Kreatinin, BUN, Idrar Kreatini ve Kreatinin Klirensinin Tayini

Serum ve idrar Ornekleri -20°C‘den c¢ikarilarak oda sicakliginda erimesi
saglandi. Ardindan 24 saatlik idrar hacimleri kaydedildi. Serum Kr, BUN ve idrar Kr
diizeyi Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya laboratuarinda
cihaz1 ile otomatik sistemle hesaplandi ve sonuglar alindi. Kr klirensi asagidaki

formiil ile hesaplandi.

idrar kreatinini (mg/dl) x
Gunlik idrar volimd (ml)

Kr. Klirensi (ml/dk) =
Serum kreatinini (mg/dl) x 1440

3.5.2. MDA Diizeyi Tayini
3.5.2.1. MDA Diizeyi I¢cin Orneklerinin Hazirlanmast

-80 °C’de saklanan dokular ¢ikarilarak oda sicakligina getirildi. Ardindan 10
mg doku 300 ul MDA lysis buffer ile homojenize edildi. Oda sicakliginda 13000g’de
10 dk santrifiij edildi. Final hacim 200 pl siipernatant kismi alindi.

-20 °C’de saklanan serum ornekleri oda sicakligina getirildi. 10 pl seruma 125
pl Phosphotungstic asit soliisyonu (PAS) eklendi. 5 dk oda 1sisinda bekletildi.
Ardindan 13000g’de 3 dk santrifiij edildi. Ardinda pellet kismi kullanildi. Final
hacim 200 pl olacak sekilde ddH,O ilave edildi.

3.5.2.2. Doku ve Serum I¢in Calisma Prosediirii

BioVision markali Lipid Peroxidation (MDA) Colorimetric/FluoROMetric
Assay Kit ile yapilan MDA calismasinda standartlar prospektiise uygun olarak
hazirlandi. 200 pl’lik standart ve 6rneklere 600 pl thiobarbutic asit (TBA) eklendi.

Ardindan 95°C’de 1 saat inkiibe edildi. 1 saat sonunda buz banyosuna alinarak 10
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dk beklendi. 200 pl’lik ornekler alinarak plaga yerlestirildi. Kayto RT-2100c
Microplate Reader cihazi kullanilarak 532 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okutuldu. Sonuglarin ¢iktis1 alindi. Bulunan absorbans degerleri kullanilarak

konsantirasyonlar end point degerlerine gore hesaplandi.
3.5.3. NO Diizeyi Tayini
3.5.3.1. NO Diizeyi I¢in Orneklerinin Hazirlanmast

-80 °C’de saklanan dokular ¢ikarilarak oda sicakligina getirildi. Ardindan 10-
100 mg doku 2-3 kat assay buffer ile sulandirildi. Homojenat 4°C’de 15 dk santrifiij

edildi. Sanrifiij sonrasi olusan siipernatant kism1 alinarak ¢alismada kullanildu.

-20 °C’de saklanan serum ve idrar 6rnekleri oda sicakligina getirildi. Serum

ve idrar 6rnekleri 10 kat diliie olacak sekilde assay buffer ile sulandirildi.

Calisma sirasinda Nitrat rediiktaz ve enzim kofaktor stabil olmalar1 igin buz

tizerinde bekletildi.
3.5.3.2. Doku, Serum ve Idrar I¢in Calisma Prosediirii

BioVision markali Nitric Oxide Colorimetric Assay Kit ile yapilan NO
caligmasinda standartlar 2 kat diliile olacak sekilde prospektiise uygun olarak
hazirlandi. Ardindan standart, kor ve 6rnekler her biri 85 pl olacak sekilde plaklara
konuldu. Uzerlerine 115 pl assay buffer eklendi. 5 ul Nitrat rediiktaz eklendi.
Ardindan 5 pl enzim kofaktor eklendi ve plaklarin iistii kapatilarak oda sicakliginda
1 saat inkiibe edildi. 5 pl enhancer eklenerek 10 dk inkiibe edildi. Ardindan sirayla
50 pl Griess Reagent R1 ve 50 ul Griess Reagent R2 eklendi. Oda sicakliginda 10 dk
beklendi. Kayto RT-2100c Microplate Reader cihazi kullanilarak 540 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okutuldu. Sonuglarin ¢iktisi alindi. Bulunan absorbans

degerleri kullanilarak konsantirasyonlar end point degerlerine gore hesaplandi.
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3.5.4. NGAL ( Lipokalin 2 ) Diizeyi Tayini
3.5.4.1. NGAL Diizeyi Icin Orneklerinin Hazirlanmast

-80 °C’de saklanan dokular ¢ikarilarak oda sicaklifina getirildi. Ardindan
dokular 1/10 olacak sekilde sample diluent buffer ile homojenize edildi.
Homojenat 10 dk santrifiij edildi. Sanrifiij sonrasi olusan siipernatant kismi alinarak

calismada kullanildi.

-20 °C’de saklanan serum ve idrar 6rnekleri oda sicakligina getirildi. Serum

ve idrar 6rnekleri 10 kat diliie olacak sekilde sample diluent buffer ile sulandirildi.

Medium target protein konsantirasyonu hesaplanmasi hedeflendigi ig¢in

ornekler 1/10 oraninda dilie edildi.

3.5.4.2. Doku, Serum ve Idrar Icin Calisma Prosediirii

Boster Immunoleader Rat Lipocalin-2’NGAL ELISA Kit kullanilarak
standartlar ve kontroller prospektiise uygun sekilde hazirlandi. NGAL antibody,
Avidin-Biotin-Peroxidase Complex (ABC), phosphate buffer saline (PBS)
prospektiise uygun olarak hazirlandi. TMB color devoloping agent ve TMB stop

sollisyonu hazir olarak kullanildi.

Ardindan standart, kontrol, kor ve ornekler her biri 0,1 ml olacak sekilde
plaklara konuldu. Daha sonra 37 °C’de 90 dk inkiibe edildi ve yikama yapilmadi.
Ardindan biotinlenmis antibodiler eklendi ve 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Plaklar 3
kez 0,01M PBS ile yikandi. Ardindan ABC working soliisyonu eklenerek 37
°C’de 30 dk inkiibe edildi. Plaklar 5 kez 0,01M PBS ile yikandi. Ardindan TMB
color developing agent eklenerek karanlik odada 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Daha
sontra TMB stop soliisyonu eklendi. Kayto RT-2100c Microplate Reader cihazi
kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri okutuldu. Sonuglarin ¢iktisi
alindi. Bulunan absorbans degerleri kullanilarak konsantirasyonlar end point

degerlerine gore hesaplandi.
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3.6. PATOLOJIK DEGERLENDIRMELER
3.6.1. Histomorfolojik degerlendirme

Bobrek dokulart %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda 24 saat fikse
edildikten sonra, doku takip islemi yapildi. Bobrek dokularindan hazirlanan parafin
bloklarindan 4 um kalinligindaki kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi. H-E
boyal1 kesitler korteks ve mediiller bolgelerdeki bobrek tiibiillerinde tiibiiler nekroz,
tiibiil limen dilastasyonu, tiibiil hiicre vakuolizasyonu, intratiibiiler silendirler,
tiibiiler hiicre nekrozu ve interstisyel fibrozisi igeren histopatolojik bulgular agisindan
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda ayni patolog
tarafinca kor olarak degerlendirildi (2). Bobrek tiibiillerindeki bu histopatolojik

bulgularin yari-kantitatif degerlendirilmesi asagidaki kriterlere gore yapildi:
0: normal
0,5: kiigiik fokal bir alanda hasar mevcut
1: %10’dan daha az kortikal hasar mevcut
2: %10-25’inde kortikal hasar mevcut
3: %26-75’inde kortikal hasar mevcut
4: %76-100’tinde Kortikal hasar mevcut
3.7. FIZYOLOJIiK DEGERLENDIiRMELER
3.7.1. Komet d6rnekleme (Tek Hiicre Elektroforezi) icin Dokularin Hazirlanmasi

Cell Biolabs OxiSelect Comet Assay Kit ve Santacruz cOmPlete EDTA-Free
protease inh coctail tablets kullanilarak komet drnekleme ¢alismasi yapildi. Dokular -
80 °C’den cikarilarak buzlu zemin {iistlinde Imm kalinliginda 2 mm uzunlugunda

homojen kesitler alindi. Ornekler ince makas ve bistiiri yardimiyla kiigiik parcalara
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ayrildi. Bu sekilde hazirlanan doku 6rnekleri 75 mM NaCl ve 24 mM'lik Na EdTA
iceren homojenizasyon sivisina konarak 500-800 RPM donme hizi ile bir
homojenizatér yardimi ile homojenizi edildi. Hiicre ¢ekirdekleri elde edilmek icin
700 g de 10 dk 0 °C’de santrijiij edildi. Elde edilen prespitat 1 gr doku basina 1 ml
homojenizasyon buffer: ile resiispende edildi. Elde edilen bu siispansiyondan 10
mikrolitre alimarak LMP (Low melting Point) agara eielve edildi (final hacim 100
mikrolitre). LMP+Homojenet karisiminda 75 mikrolitre alinarak derhal comet assay
slaytlarina alindi. Her gruptan hiicre kaldirict ile hiicreler kaldirildi. 1500 g’de 5
dakika santrifuj edildi ve 75 pul % 0,5°lik Ca** ve Mg" igermeyen PBS (fosfat tampon
tuzu) ile 37°C’de hazirlanan “Low melting” agaroz (LMA) ile resiispanse edildi.
Onceden % 1’lik “normal melting” agaroz (NMA) ile kaplanmis olan lam iizerine
ince bir tabaka halinde dokiildii ve lizerine lamel kapatildi. LMA buz iizerinde 30 dk
beklendikten sonra lamel kaldirilip lam 3. tabakay1 olusturan 70 pl % 0,5’lik LMA
ile kapland1 ve iizerine lamel kapatilip tekrar buz {izerinde 10 dakika beklendi. 10
dakika sonra lamel kaldirilip lam hiicresel proteinleri uzaklastirmak amaciyla, pH’1
10 olan soguk lizis baglama tamponu ile 60 dakika boyunca 4°C’de muamele edildi.
Ardindan, lamlar yatay jel elektroforezine aktarildi ve yeni hazirlanmis alkalin
elektroforez tamponunda ( Distile su, 200 mM EDTA ve 10 N sodyum hidroksit, pH
13) 30 dakika siire ile inkiibe edildi. Elektroforez islemi 4°C’de, 300 mA’de
gerceklestirildi ve islem 30 dakika boyunca devam etti. Elektroforez islemini
takiben, lamlar noétralizasyon tamponu (0.4M Tris—HCI, pH 7.5) ile alkalin ve
deterjanlar1 uzaklastirmak amaciyla 3 kez 5 dakika 4°C’de yikandi. Bu islemler dis
kaynaklt DNA hasarin1 6nlemek amaciyla karanlik bir ortamda gergeklestirildi. Daha
sonra lamlar 60 pl etidyum bromid (2ul/ml) ile boyanarak fluoresan mikroskobunda
incelendi. “Comet assay IV system (AutoComet)” programiyla DNA hasari

degerlendirildi.
3.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRMELER

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri SPSS 17.0
paket programi (SPSS Inc, USA) ile yapildi. Siirekli degiskenler ortalama + standart
sapma, minimum-maksimum  degerler olarak  verildi. Bagimsiz  grup

karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Farklilik bulunan
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gruplarda Post Hoc karsilastirmalar Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
incelendi. Bagimli grup karsilastirmalarinda Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi

kullanildi. Testlerde p degerinin 0.05’in altinda olmasi istatistiksel anlamlilik olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. BIYOKIMYASAL SONUCLAR
4.1.1. Kreatinin Diizeyi

Gruplarin 0. giin kan Kr diizeyleri kontrol grubunda 0,4 + 0,11 mg/dl, I/R
grubunda 0,77 + 0,18 mg/dl, mannitol+I/R grubunda 0,66 + 0,18 mg/dl, udenafil+I/R
grubunda 0,53 + 0,11 mg/dl bulunmustur (p=0,001). Gruplar arasinda I/R grubunda
Kr degeri en yiiksek diizeyde saptanmis olup kontrol grubu ile arasinda bu fark
istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+1/R ve udenafil+I/R grubunda Kr
degeri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunurken bu artis udenafil+I/R grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmazken Mannitol+I/R grubunda istatistiksel anlamlilik
saptanmigtir. Mannitol+I/R ve udenafil+l/R grubunda Kr degeri I/R grubuna gore
daha diisiik bulunurken bu fark mannitol+I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli
olmazken udenafil+I/R grubunda istatistiksel anlamlilik saptanmistir. Udenafil+I/R
grubunda Kr degeri mannitol+I/R grubuna gore daha diisiik bulunurken bu fark
istatistiksel olarak alnlamli bulunmamastir.

1. giin kan Kr diizeyleri kontrol grubunda 0,56 + 0,31 mg/dl, I/R grubunda 1,27
+ 0,44 mg/dl, mannitol+I/R grubunda 1,04 + 0,47 mg/dl, udenafil+1/R grubunda 0,72
+ 0,24 mg/dl bulunmustur (p=0,003). Gruplar arasinda I/R grubunda Kr degeri en
yiiksek diizeyde saptanmis olup kontrol grubu ile arasindaki bu fark istatistiksel
olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R grubunda Kr degeri
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunurken bu fark udenafil+I/R ve mannitol+I/R
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir. Mannitol+I/R  ve
udenafil+I/R grubunda Kr degeri I/R grubuna gore daha diisiik bulunurken bu fark
mannitol+I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli olmazken udenafil+I/R grubunda
istatistiksel anlamlilik saptanmistir. Udenafil+I/R grubunda Kr degeri mannitol+I/R
grubuna gore daha diisik bulunurken bu diisiis istatistiksel olarak alnlamlhi
bulunmamastir.

Gruplarmn kendi i¢inde 0. giin ve 1. giin kan Kr degerleri karsilastirildiginda
biitiin gruplarda Kr degerinde yiikselme izlenmistir. Bu artis kontrol ve udenafil+I/R
gruplarinda anlamli bulunmazken I/R ve mannitol+I/R gruplarinda istatistiksel
anlamlilik saptanmistir  (kontrol p=0,06, I/R p=0,012, mannitol+I/R p=0,017,
udenafil+1/R p=0,05).
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Gruplarin Kr diizeyleri Sekil 3 te gosterilmistir.

Kreatinin (mg/dL)

® KREATININ 0. GUN
B KREATININ 1. GUN

Sekil 3. Gruplarin 0. ve 1. giin Kr diizeyleri
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4.1.2. Kreatinin Klirensi

Gruplarm 1. giin Kr klirensi diizeyleri kontrol grubunda 0,64 + 0,27 ml/dk, I/R
grubunda 0,12 + 0,06 ml/dk, mannitol+I/R grubunda 0,26 + 0,12 mg/dl, udenafil+I1/R
grubunda 0,41 + 0,24 ml/dk bulunmustur (p=0,0001). I/R grubunda Kr Klirensi en
diisiik diizeyde bulunmus olup kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu fark
istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+1/R grubunda Kr klirensi kontrol
grubuna goére daha disik bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamh
saptanmistir. Udenafil+I/R grubunda Kr klirensi kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir. Mannitol+I/R ve
udenafil+I/R gruplarinda Kr klirensi I/R grubuna gore daha yiliksek bulunmusg olup
bu fark mannitol+I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli olmazken udenafil+I/R
grubunda istatistiksel anlamlilik saptanmigtir. Udenafil+I/R grubunda Kr klirensi
mannitol+I/R grubuna gére daha yiiksek olup bu fark istatistiksel olarak anlaml
saptanmistir.

Gruplarin Kr klirensi diizeyleri Sekil 4 te gosterilmistir.
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Sekil 4. Gruplarin Kr klirensi diizeyleri
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4.1.3 Kan Ure Azotu (BUN)

Gruplarin 0. giin serum BUN diizeyleri kontrol grubunda 24,78 =+ 3,61 mg/dl,
I/R grubunda 35,46 + 6,82 mg/dl, mannitol+I/R grubunda 36,69 + 6,16 mg/dl,
udenafil+l/R grubunda 26,25 + 4,37 mg/dl bulunmustur (p=0,001). Gruplar arasinda
BUN diizeyi en yiiksek mannitol+I/R grubunda saptanmis olup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R ve mannitol+I/R gruplarinda BUN diizeyi yiiksek olup
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrol grubuna gore udenafil+I/R
grubunda BUN diizeyi yiiksek olmasia ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli
saptanmamugtir. Udenafil+I/R grubunda BUN diizeyi I/R ve mannitol+I/R daha
diisiik olup I/R gurubuyla arasinda istatistiksel olarak anlamli saptanmamasina
ragmen mannitol+I/R gurubuyla arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmustir.

Gruplarin serum BUN diizeyleri Sekil 5 te gosterilmistir.
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Sekil 5. Gruplarin serum BUN diizeyleri
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4.1.4. MDA Diizeyi

Gruplarin serum MDA diizeyleri kontrol grubunda 1,92 + 0,06 nmol/ml, I/R
grubunda 2,19 + 0,1 nmol/ml, mannitol+l/R grubunda 1,96 + 0,09 nmol/ml,
udenafil+I/R grubunda 1,93 + 0,04 nmol/ml bulunmustur (p=0,001). Gruplar
arasinda I/R grubunda MDA degeri en yiiksek diizeyde saptanmig olup kontrol grubu
ile arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve
udenafil+I/R gruplarinda MDA diizeyi I/R grubuna gore daha diisiik olup istatistiksel
olarak anlamlilik saptanmistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R gruplarinda MDA
diizeyi kontrol grubuna goére daha yiiksek olup istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmamistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R gruplar1 arasinda da istatistiksel

olarak anlamlilik saptanmamustir.

Gruplarin serum MDA diizeyleri Sekil 6 da gosterilmistir.
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Sekil 6. Gruplarin serum MDA diizeyleri

Gruplarin doku MDA diizeyleri kontrol grubunda 16,05 + 5,6 nmol/ml, I/R
grubunda 44,07 + 8,48 nmol/ml, mannitol+I/R grubunda 18,15 + 5,24 nmol/ml,
udenafil+l/R grubunda 16,81 + 5,41 nmol/ml bulunmustur (p=0,0001). Gruplar
arasinda I/R grubunda MDA degeri en yliksek diizeyde saptanmis olup kontrol grubu
ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve
udenafil+I/R gruplarinda MDA diizeyi I/R grubuna gore daha diisiik olup bu farklar

istatistiksel olarak anlamli saptanmigtir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R gruplarinda
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MDA diizeyi kontrol grubuna gore daha yiiksek olup istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmamistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R gruplar1 arasinda da istatistiksel
olarak anlamlilik saptanmamustir.

Gruplarin doku MDA diizeyleri Sekil 7 de gosterilmistir.
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Sekil 7. Gruplarin doku MDA diizeyleri

4.1.5. NGAL Diizeyi

Gruplarin doku NGAL diizeyleri kontrol grubunda 94,51 + 5,71 pg/ml, I/R
grubunda 115,58 + 9,16 pg/ml, mannitol+I/R grubunda 106,03 + 7,00 pg/ml,
udenafil+l/R grubunda 101,42 + 6,38 pg/ml bulunmustur (p=0,0001). Gruplar
arasinda I/R grubunda doku NGAL degeri en yiiksek diizeyde saptanmis olup kontrol
grubu ile arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve
udenafil+I/R gruplarinda doku NGAL diizeyi I/R grubuna gore daha diisiik olup bu
fark mannitol+I/R grubu ile istatistiksel olarak anlamli saptanmamus, udenafil+I/R
grubu ile istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R
gruplarinda doku NGAL diizeyi kontrol grubuna gore daha yiiksek olup bu fark
udenafil+1/R grubu ile istatistiksel olarak anlamli saptanmamis, mannitol+I/R grubu
ile istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Udenafil+I/R grubunda doku NGAL
degeri Mannitol+I/R grubuna gore daha diigiikk saptanmis olup istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmamustir.

Gruplarin doku NGAL diizeyleri Sekil 8 de gosterilmistir.
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Sekil 8. Gruplarin doku NGAL diizeyleri

Gruplarin serum NGAL diizeyleri kontrol grubunda 2,7 £ 0,15 pg/ml, I/R
grubunda 5,27 + 1,43 pg/ml, mannitol+I/R grubunda 3,04 + 0,29 pg/ml, udenafil+I1/R

grubunda 2,8 = 0,1 pg/ml bulunmustur (p=0,0001). Gruplar arasinda I/R grubunda

serum NGAL degeri en yiiksek diizeyde saptanmis olup kontrol grubu ile arasindaki

bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R

gruplarinda serum NGAL diizeyi I/R grubuna gore daha diisiik olup bu fark her iki

grupta da istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Mannitol+I/R ve udenafil+I/R

gruplarinda serum NGAL diizeyi kontrol grubuna gore daha yiiksek olup bu farklar

udenafil+I/R grubu ile istatistiksel olarak anlamli saptanmamis, mannitol+I/R grubu

ile istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Udenafil+I/R grubunda serum NGAL

diizeyi mannitol+I/R grubuna goére daha diisiik olup istatistiksel olarak anlamlilik

saptanmamistir.

Gruplarin serum NGAL diizeyleri Sekil 9 da gosterilmistir.
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Sekil 9. Gruplarin serum NGAL diizeyleri
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Gruplarin idrar NGAL diizeyleri kontrol grubunda 14,76 + 2,02 pg/ml, I/R
grubunda 48,31 =+ 4,82 pg/ml, mannitol+l/R grubunda 30,25 + 3,39 pg/ml,
udenafil+1/R grubunda 23,46 + 4,0 pg/ml bulunmustur (p=0,0001). Gruplar arasinda
I/R grubunda idrar NGAL degeri en yiiksek diizeyde saptanmig olup kontrol grubu
ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmigtir. Mannitol+I/R ve
udenafil+I/R gruplarinda idrar NGAL diizeyi kontrol grubuna gore daha ytiksek olup
her iki grupta da istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir. Mannitol+I/R ve
udenafil+I/R gruplarinda idrar NGAL diizeyi I/R grubuna gore daha diisiik olup bu
farklar her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Udenafil+I/R
grubunda idrar NGAL diizeyi mannitol+I/R grubuna gore daha diisiik olup

istatistiksel olarak anlamlilik saptanmustir.
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Sekil 10. Gruplarin idrar NGAL diizeyleri
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4.1.6. NO Diizeyi

Gruplarin doku NO diizeyleri kontrol grubunda 1,20 £+ 0,26 nmol/ul, I/R
grubunda 1,05 = 0,09 nmol/ul, mannitol+l/R grubunda 1,22 + 0,26 nmol/ul,
udenafil+1/R grubunda 1,27 + 0,27 nmol/ul bulunmustur (p=0,337). Gruplar arasinda
I/R grubunda doku NO diizeyi en diisiikk diizeyde saptanmis olup ¢alisma gruplari
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir.

Gruplarin doku NO diizeyleri Sekil 11 de gosterilmistir.
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Sekil 11. Gruplarin doku NO diizeyleri

Gruplarin 0. giin idrar NO diizeyleri kontrol grubunda 31,63 + 17,85 nmol/pl,
I/R grubunda 13,42 + 14,81 nmol/ul, mannitol+I/R grubunda 8,66 + 5,38 nmol/ul,
udenafil+l/R grubunda 14,47 + 8,62 nmol/ul bulunmustur (p=0,079). Gruplar
arasinda mannitol+I/R grubunda idrar NO diizeyi en diisiik diizeyde saptanmis olup
caligma gruplar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir.

Gruplarin 1. giin idrar NO diizeyleri kontrol grubunda 27,69 + 17,01 nmol/pl,
I/R grubunda 21,88 + 10,88 nmol/ul, mannitol+I/R grubunda 10,59 + 12,27 nmol/pl,
udenafil+1/R grubunda 15,77 + 9,7 nmol/ul bulunmustur (p=0,114). Gruplar arasinda
mannitol+I/R grubunda idrar NO diizeyi en diisiik diizeyde saptanmis olup ¢alisma
gruplar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli saptanmamastir.

Gruplarin kendi i¢inde 0. giin ve 1. giin idrar NO degerleri karsilastirildiginda

I/R grubunda artis olmasina ragmen c¢alisma gruplari arasindaki farklar istatistiksel
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olarak anlamli saptanmamustir (kontrol p=0,68, I/R p=0,50, mannitol+I/R p=0,89,
udenafil+I/R p=0,50).
Gruplarin idrar NO diizeyleri Sekil 12 de gosterilmistir.
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Sekil 12. Gruplarin 0. ve 1. giin idrar NO diizeyleri

Gruplarin 0. giin serum NO diizeyleri kontrol grubunda 3,89 + 0,86 nmol/pl,
I/R grubunda 4,50 = 1,08 nmol/ul, mannitol+I/R grubunda 4,65 + 1,04 nmol/ul,
udenafil+l/R grubunda 5,55 + 1,20 nmol/ul bulunmustur (p=0,026). Gruplar arasinda
udenafil+I/R grubunda serum NO diizeyi en yiiksek diizeyde saptanmis olup kontrol
grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Diger ¢alisma
gruplari arasindaki farlar istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir.

Gruplarm 1. giin serum NO diizeyleri kontrol grubunda 4,91 + 0,97 nmol/pl,
I/R grubunda 4,54 + 0,49 nmol/ul, mannitol+I/R grubunda 5,28 + 1,57 nmol/ul,
udenafil+I/R grubunda 6,38 + 1,57 nmol/ul bulunmustur (p=0,052). Gruplar arasinda
udenafil+1/R grubunda serum NO diizeyi en yiiksek diizeyde saptanmis olup ¢alisma

gruplar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli saptanmamastir.
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Gruplarin kendi ig¢inde 0. giin ve 1. giin serum NO degerleri karsilastirildiginda
I/R grubu disinda diger gruplarda serum NO diizeyinde artis olmasina ragmen
calisma gruplar arasinda sadece kontrol grubunda bu artis istatistiksel olarak anlamli
saptanmistir (kontrol p=0,02, I/R p=0,88, mannitol+I/R p=0,40, udenafil+I/R
p=0,40).

Gruplarin serum NO diizeyleri Sekil 13 te gosterilmistir.
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Sekil 13. Gruplarin 0. ve 1. giin serum NO diizeyleri
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4.2. PATOLOJI SONUCLARI

Gruplarin patolojik incelemesinde bobreklerde olusan hasar diizeyleri
kontrol grubunda 1,25 + 0,70, I/R grubunda 3,37 + 0,74, mannitol+I/R grubunda 3,75
+ 0,46, udenafil+l/R grubunda 2,87 + 0,83, bulunmustur (p=0,0001). Gruplar
arasinda kontrol grubunda bobrekte hasar diizeyi en az diizeyde, I/R grubunda ise en
yiiksek diizeyde saptanmistir. 1/R, mannitol+I/R ve udenafil+I/R gruplarida bobrek
hasar1 kontrol grubuna gore daha yiiksek olup istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmistir. Udenafil+I/R grubunda I/R ve mannitol+I/R gruplarmma gore bobrek
hasart daha az bulunmakla beraber bu fark istatistiksel olarak anlaml
saptanmamistir.

Gruplarin patolojik hasar diizeyleri Sekil 14 te gosterilmistir.
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Sekil 14. Gruplarin patolojik hasar diizeyleri

4.3. FiZYOLOJi SONUCLARI
4.3.1. Bas Yogunlugu

Gruplarin komet drnekleme incelemesinde bas yogunlugu diizeyleri kontrol
grubunda % 99,55 + 0,53, I/R grubunda % 92,18 + 9,1, mannitol+1/R grubunda %
93,80 + 8,00, udenafil+I/R grubunda % 99,33 + 1,2 bulunmustur (p=0,012). Gruplar
arasinda I/R grubunda komet bas yogunlugu degeri en diisiik diizeyde saptanmis olup

kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Mannitol+I/R ve udenafil+I/R gruplarinda bas yogunlugu I/R grubuna goére daha
yiiksek bulunurken bu farklar istatistiksel olarak anlamli saptanmamuistir.

Gruplarin bas yogunlugu diizeyleri Sekil 15 te gosterilmistir.
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Sekil 15. Gruplarin komet 6rneklemede bas yogunlugu diizeyleri

4.3.2. Kuyruk Yogunlugu

Gruplarin komet 6rnekleme incelemesinde kuyruk yogunlugu diizeyleri kontrol
grubunda % 1,24 + 2,28, I/R grubunda % 2,08 + 1,51, mannitol+I/R grubunda %
1,53 + 1,53, udenafil+I/R grubunda % 1,65 + 1,49 bulunmustur (p=0,343). Gruplar
arasinda I/R grubunda komet kuyruk yogunlugu degeri en yiiksek diizeyde
saptanmistir. Calisma gruplarinin arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml
saptanmamigtir.

Gruplarin kuyruk yogunlugu diizeyleri Sekil 16 da gosterilmistir.
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Sekil 16. Gruplarin komet 6rneklemede kuyruk yogunlugu diizeyleri
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4.3.3 Kuyruk Uzunlugu

Gruplarin komet 6rnekleme incelemesinde kuyruk uzunlugu diizeyleri kontrol
grubunda 2,04 + 0,8 um I/R grubunda 2,45 + 1,02 um, mannitol+I/R grubunda 2,50
+ 1,29 um, udenafil+l/R grubunda 2,20 + 1,02 pm bulunmustur (p=0,763). Gruplar
arasinda mannitol+I/R grubunda komet kuyruk uzunlugu degeri en yiiksek diizeyde
saptanmigtir. Calisma gruplarimin arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
saptanmamistir.

Gruplarin kuyruk uzunlugu diizeyleri Sekil 17 de gosterilmistir.
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Sekil 17. Gruplarin komet 6rneklemede kuyruk uzunlugu diizeyleri
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5. TARTISMA

Bir dokuda kan akiminin tamamen kesilmesi veya azalmasiyla iskemi meydana
gelmektedir. Iskemik bir dokuda kan akimmin tekrar saglanmasiyla reperfiizyon
olusmaktadir. Her dokunun kendine gore iskemiye dayanma siiresi vardir ve iskemi
stiresince olusacak hasar belli bir seviyeye ulasmadiysa reperfiizyonla tekrar
diizelmeye baslar. iskemi siiresince dokuda 6zellikle O, diizeyi azalir ve oksidatif
mekanizmalar bozulur. Bu durum sonucunda iskeminin siiresi ve siddetine baglh
olarak dokuda hasar meydana gelmektedir. Reperfiizyonla 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 (103, 104).

Bobrekte I/R hasar1 sadece bobrek cerrahilerinde (parsiyel nefrektomi, bobrek
transplantasyonu, vb.) degil kardiyopulmoner bypass cerrahisi, sepsis, sok, travma ve
benzeri durumlarda da goriilmektedir. Normalde bdbrek iskemi sinirinin 20-30
dakikay1r gegmemesi Onerilsede bazi durumlarda bu miimkiin olmamaktadir (105).
Bobrek fonksiyonlarinin 6nemi diisiiniildiigiinde hasarin olusumunu 6nlemek hem
mortalite ve morbidite hemde ileri tedavi maliyetlerini azaltmaktadir. Bu yiizden
antioksidan ve/veya antiinflamatuvar 6zellikleri olan bircok maddenin bu hasarin

azaltilmasi i¢in kullanilmasi konusunda ¢alismalar yapilmistir.

I/R hasarinda mekanizma tam olarak bilinmemesine ragmen NO 6nemli bir rol
oynamaktadir (67, 106). NO’nun hem hasarin olusmasi sirasinda hemde onlenmesi
sirasinda rol oynadig1 bilinmektedir. Bu durum farkli izoformlarda olusan NO’nun
olusturdugu etkiyle aciklanmaktadir. iNOS’un I/R sirasinda olusan hasarda rol aldig;,
eNOS’un ise vaskiiler regililasyon basta olmak {izere ¢esitli mekanizmalarla bu hasar1
azalttig1 bildirilmistir. NO ikinci haberci olarak cGMP’yi kullanmaktadir. PDE ise
cGMP’nin yikimindan sorumludur. PDES inhibitorleri cGMP’in diizeyini artirarak
etki gostermektedir. Sildenafil, vardanafilve tadalafil PDES inhibitorleridirler ve bu
ilaglar bobrek I/R hasarinin azaltilmasinda hayvan modellerinde denemis olup

olumlu sonuglar elde edilmistir. Udenafil yeni jenerasyon PDES5 inhibitorii olup
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etkinligi kanitlanmis ve klinik kullanima girmistir. Udenafil’in bobrek hasari
modellerinde kullanimu ile ilgili kisith sayida deneysel ¢alisma mevcut olup olumlu
sonuglar elde edilmistir. Bu calismalardaki olumlu sonuglara ragmen giliniimiizde
bobrekte I/R hasarim1 6nlemede PDES inhibitorleri klinik kullanima girmemistir.
Bizde bu c¢alismada siganlarda renal I/R hasar modelinde udenafil ile
renaltransplantasyon, kardiyovaskiiler cerrahi ve parsiyelnefrektomi gibi I/R hasari
olusan ve bu hasarin Onlenmesi amaci ile rutin olarak kullanilan mannitoliin

etkinliklerini karsilastirdik.

Caligsma planinin olusmasinda konu ile ilgili literatiir incelendiginde bobrek I/R
hasar modelinde ortak bir zaman sinir1 olmadig1 goriilmiistiir. Insanlarda iskemi iist
smir1 olarak 20-30 dk belirlense de hayvan deneylerinde iskemi siiresi genellikle
daha fazla (45 veya 60 dk) tutulmaktadir. Bizim ¢alismamizda iskemi siiresi 45 dk
olarak uygulanmistir. Reperfiizyon siiresi olarak literatiirde farkli ¢aligmalarda
degisken reperfiizyon siireleri bulunmaktadir. Literatiir incelendiginde reperfiizyon
hasarinin 20 dk sonrasi olugsmaya basladigi goriilmektedir dolayisiyla bu ¢alismada
60 dk reperfiizyon siiresi ile akut hasar, 24 saat reperfiizyon siiresi ile de erken
iyilesme donemindeki hasar olusturulmaya ve incelenmeye calisilmistir (107). Renal
fonksiyon degerlendirme parametrelerine bakildiginda literatiirde hasar belirtegleri
olarak Kr ve BUN seviyesinin arastirildigir goriilmektedir. Bu calismada da aym
parametreler kullanilmistir. Ayrica bobrek fonksiyonunun daha iyi bir gostergesi
olan Kr klirensi diizeyini de ¢alismamiza ekledik. Bobrekte I/R hasari ile beraber
SOR’larin olusturduklar1 oksidatif hasar diizeyi tespitlerinde literatiirde farkl
calismalarda MDA, total antioksidan kapasiteyi (TAK), total oksidan durumu (TQOS),
SOD, miyeloperoksidaz, glutatyon vb parametrelerin kullanilmaktadir. Bizim
calismamizda lipit peroksidasyonunun iyi bir gostergesi olan MDA diizeyi en sik
kullanilan parametre olarak yeterli goriilmiis ve serum ve doku orneklerinde bu
parametrenin ¢alisilmast planlanmistir (34, 108). NO o6nemli bir molekiil olup
yapilan ¢alismalarda I/R hasarinda 6nemli bir role sahip oldugu gdsterilmistir. NO
yart omrii ¢ok kisa oldugundan NO’nun diizey Ol¢limleri stabil formlar1 olan
nitrit/nitrat ile yapilmaktadir. Bizim c¢alismamizda da nitrit/nitrat 6lgtimii ile NO

diizeyi belirlenmistir. Ayrica literatiirede NO’nun etkilerinin belirlenmesinde cGMP

59



diizeyi, NOS’un farkli izoformlar1 olan eNOS ve iNOS diizeylerinin dlgiilmesinin de
kullanildigint goriilmektedir. Bununla birlikte, bizim c¢alismamizda bu Olglimlere
gerek duyulmamistir. Idrarda NGAL, N-asetil-B-D-glokozaminodaz (NAG), B2-
microglobulin ve kidney injury molekiilii (KIM) diizeylerinin, literatiirde I/R hasar1
sonrast belirteg olarak kullanildigi goriilmektedir. Buna ilaveten, idrarda en hizli ve
spesifik diizeyde artis gosteren ve bu artisin kan ve doku ornekleriyle kolerasyon
gosterdigi  bilinen NGAL diizeyinin 6lgiilmesinin ¢alismamizda kullanilmasi
planlanmigtir (109, 110). Literatiirde histopatolojik incelemede bobrekte I/R hasari
sonrast tiibiiler atrofi, tibiiler limen ¢ap artisi, tiibiiler hyalinizasyon, reaktif atipi,
firgams1 kenar kaybi, hiicresel sisme, nukleus deformasyonu, 10kosit infiltrasyonu
gibi parametrelerin kullanildigi goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda tiibiiler nekroz,
tiibiil limen dilastasyonu, tiibiil hiicre vakuolizasyonu, intratiibiiler silendirler,
tibliler hiicre nekrozu ve interstisyel fibrozis seviyelerinin  belirlenmesi
planlanmigtir. Literatiire bakildiginda DNA hasari tespitinde komet oOrnekleme
yonteminin hizli ve giivenilir bir yontem olarak kabul edildigi gériilmektedir (111).
Komet 6rnekleme yontemiyle oksitadif stres, ilag ve madde toksisitesi, karsinojen
hasar ol¢limleri gibi genotoksik hasar c¢alismalar1 yapilabilmektedir. Bébrek I/R
hasar1 sonucu olugan SOR’un DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir ve bizim
calismamizda da doku hiicrelerinde komet ornekleme yontemi ile bu hasarin
saptanmast amaclanmigtir. Literatiirde bobrekte I/R hasarinda doku hiicrelerinde

komet 6rnekleme yontemi ilk olarak bizim ¢alismamizda kullanilmstir.

Bobrek yetmezliginin en sik nedeni ATN’dir ve ATN’nin en sik sebebi ise
renal iskemi ve/veya renal hipoperfiizyondur. Bobrek hasarinin belirlenmesinde
Klinikte biyokimyasal olarak Kr, BUN ve Kr klirensi kullanilmaktadir. Kr klirensi
bobregin fonksyonel kapasitesini gostermede tek basina Kr ve BUN’dan daha
degerlidir. Bizim ¢alismamizda I/R grubunda Kr diizeyi en yiiksek diizeyde
saptanmis olup kontrol grubu ile arasinda anlamu farklilik saptandi. Iskemi oncesi
mannitol ve udenafil kullanilan gruplarin da Kr diizeyi kontrol grubuna goére daha
yiiksek olmasina ragmen I/R gurubuna goére daha diisiik saptanmistir. Bu durum her
iki maddenin de hasar1 azalttigimi desteklemektedir. Udenafil grubunda Kr diizeyi

mannitol grubuna gore daha diisiik olarak saptanmistir ve hasar1 azaltmada udenafilin
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etkinliginin daha iyi oldugu sOylenebilir. Yang ve ark. calismalarinda iskemi-
reperfiizyon ve siklosporin kullanarak olusturulan bobrek hasarinda udenafilin
etkinligini ¢alismislardir (112). Calismalarinda Kr diizeyleri hem iskemi hem de
siklosporin toksitesi sonrast olusan hasarda udenafil verilen grupta anlamli olarak
daha diistik bulunmustur. Choi ve ark. siganlarda bobrek I/R modelinde sildenafil
kullanmislardir (1). Sildenafil grubunda Kr seviyesi 24 ve 48. saatte I/R grubuna
gore anlamli olarak diisiik oldugu bulunmustur. Bizim ¢alismamizdaki sonuglar da
benzer olarak bulunmustur. Burke ve ark. norepinefrinle olusturulan akut bobrek
hasar1 modelinde mannitol verilen grupta Kr degerini daha diisiik bulmuslardir (113).
Bizim ¢alismamizda da mannitol gurubunda Kr degeri -aradaki fark anlamli olmasa
da- I/R grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Wever ve ark. yaptiklar1 metaanalizde
hayvan calismalarinda bobrek iskemik hasar1 sonrasi Kr yiiksekliginin oldugunu
gostermislerdir (114). Bu c¢alismada bir ¢alisma hari¢ toplam 36 adet galismanin
sonucunda iskemik hasar1 onleyici tedavilerle serum Kr degerinde diisiis oldugunu
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da udenafil grubunda daha anlamli olmak iizere

her iki gruptada kr diizeyinde azalma gozlenmistir.

Calismamizda BUN diizeyi en yliksek mannitol verilen grupta bulunmus olup
kontrol ve udenafil grubunda anlamli olarak diistikliik saptanmistir. Bu sonuglara
gore udenafilin mannitole gore hasar1 azaltmada daha etkili oldugu ifade edilebilir.
Yang ve ark. udenafil ile yaptiklar1 ¢calismada BUN diizeyinin udenafil grubunda
daha diisiik oldugunu belirtmislerdir (112). Choi ve ark. ¢alismalarinda sildenafil
grubunda BUN diizeyini anlamli olarak diisiik bulmuslardir (1). Bizim ¢alismamizda
da udenafil grubu benzerlik gostermektedir. Bu sonuglara gore udenafilin mannitole
gore hasar1 azaltmada daha etkili oldugu sdylenebilir. Antony ve ark. PDE5
inhibitorii olan zaprinast ile yaptiklar: I/R hasar modelinde Kr ve BUN diizeylerinde
tedavi grubunda diisiikliik saptamis olmalarina ragmen istatistiksel olarak farklilik
bulunmadigini bildirmislerdir (115). Fu ve ark. bobrek I/R hasar1 olusturduklar
ratlarda NO yolaginin etkisini gormek igin L-sitrulin kulanmiglardir (33). Kr ve BUN
diizeyinde I/R grubunda belirgin bir artis bulmuslar ve L-sitrulinin bu artis1 anlaml
olarak azalttigini saptamislardir. Ayrica NOS inhibitorii olan L-NAME verilmesinin

ardindan bu etkinin hala devam ettigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda Kr ve
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BUN diizeyi udenafil grubunda anlamli olarak diigiik bulunurken mannitol grubunda
Kr diizeyinde anlamlilik bulunmamistir ve BUN diizeyi anlamli olmasa da I/R
grubundan yiiksek saptanmistir. Bu sonuglara gore udenafilin mannitole gore hasari
azaltmada daha etkili oldugu sOylenebilir. Wever ve ark. yaptiklar1 metaanalizde
iskemik hasar sonrasit BUN seviyesinde artma oldugunu ve koruyucu tedavilerle bu
artisin azaltildigini bildirmislerdir (114). Bizim calismamizda udenafil grubunda
BUN diizeyindeki diisiis benzerlik gostermektedir. Mannitol grubunda elde edilen
BUN diizeyinde artis bu metaanalizle uyumlu olmasa da bizim g¢alismamizdaki I/R
modelinden farkli iskemi yontemleriyle BUN diizeyinde azalma olmayan ¢alismalar
da mevcuttur (116). Dawson yaptig1 ¢alismada renal iskemik hasar olusturdugu
ratlarda iskemi 6ncesi mannitol verilen grupta BUN seviyesinin anlamli olarak diisiik
bulundugunu belirtmistir (117).

Kr klirensi GFR hesaplanmasinda en sik kullanilan ydntemdir. Invaziv
olmamasi ve kolay uygulanmasi en 6nemli avantaji olarak goriilmektedir. 24 saatlik
idrar biriktirme sonrasinda kan ve idrar kreatinin diizeyi ve idrar hacminin elde
edilmesinden sonra hesaplanmaktadir. Gerek akut gerekse kronik bobrek hastalarinda
bobregin kapasitesini  gostermektedir. Kr klirensi 10 ml/dk’nin altinda olan
durumlarda SDBY olusur. Bu durumda tedavi renal transplantasyon veya diyaliz
yontemleridir. Calismamizda metabolik kafes yardimiyla 24 saatlik idrar
toplanmasini takiben gruplari Kr klirensi diizeyleri hesaplanmistir. I/R grubunda
kontrol grubuna gore Kr klirensinde belirgin bir azalma goriilmiistiir. Bu azalma
iskemi ve reperflizyonun bobrekte ciddi bir hasar olusturmasiyla agiklanabilir.
Iskemi 6ncesi udenafil ve mannitol verilen gruplarda Kr klirensinde artis izlenmistir.
Udenafil grubunda Kr klirensine gore diizelme daha belirgin olup istatistiksel
anlamlilik saptanmistir. Mannitol grubunda da Kr klirensinde artis izlense de
istatistiksel anlamlilik saptanmamistir. Kr klirensindeki artis I/R hasar1 sonrasi
bobregin fonksiyonel diizelmesi olarak diistiniilecek olursa udenafilin etkinliginin
mannitole daha iyi oldugu sdylenebilir. Behnia ve ark. renal arterde %50 daralmayla
Olusturduklart iskemi modelinde mannitol kullanimi ile GFR’nin arttigini
gostermislerdir (118). Bizim ¢alismamizda da istatistiksel olarak anlamli olmasa da

mannitol grubunda Kr klirensinde artis izlenmistir. Burke ve ark. norepinefrinle
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olusturulan akut bobrek hasart modelinde mannitol verilen grupta Kr klirensinde artis
oldugunu belirtmektedirler (113). Bragadottir ve ark. komplike kardiyovaskiiler
cerrahi sonras1t ABY gelisen hastalarda mannitol ile anlamli olmasa da GFR’de artig
oldugunu saptamilardir (19). Medeiros ve ark. yaptiklar ¢alismada rat bobreklerinde
I/R hasarinda sildenafilin koruyucu etkinligini ¢alismislardir (2). Calismada bobrek
fonksyonlart Tc 99m kullanilarak sintigrafik olarak degerlendirilmis ve hem 24.
saatte hemde 7. giinde yapilan karsilagtirmalarda sildenafil grubunda renal
fonksyonlarin daha iyi oldugu bulunmustur. Sagiroglu ve ark. bdbrek
transplantasyonunda gecikmis doku fonksiyonunun I/R hasari ile iliskili oldugunu
belirtmis ve everolimusun I/R hasarindaki koruyucu etkisini ¢aligmiglardir (119).
Calismalarinda immiinosupressan everolimus ve takrolimus etkilerine bakildiginda
24. saatte Kr klirensinde I/R hasar1 olan grupla karsilastirildiginda artig
saptamiglardir. Bu artisin  everolimus grubunda daha belirgin oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica ¢aligmalarinda Kr ve BUN diizeyinde I/R grununda belirgin
bir artma oldugunu ve everolimusla iki parametrede de daha iyi sonuglar elde
ettiklerini bildirmislerdir. Caligmalarinda 7. giinde yapilan DMSA c¢alismasinda yine
everolimus grubunda I/R grubuna gore daha iyi renal fonksiyon saptamislardir.
Sohotnik ve ark. yaptiklar1 calismada sigcan bobreklerinde I/R hasarimi 6nlemede
tadalafilin etkinligini arastirmislardir (120). Calismalarinda I/R grubunda GFR’de
belirgin bir azalma oldugunu ve tadalafil verilen grupta GFR’de diizelmenin belirgin
oldugunu saptamiglardir. Bizim ¢alismamizda da udenafil grubunda daha belirgin
olmak tizere hem udenafil hem de mannitol gruplarinda 1. giinde Kr klirensinde I/R

grubuna gore artis izlenmistir.

I/R hasar1 ile birlikte serbest oksijen radikalleri olusur. Bu metabolitler
ozellikle membran lipitlerinde hasara neden olurlar. Olusan lipit peroksidasyonu
doku hasar ile iliskilidir ve MDA lipit peroksidasyonunun gosterilmesini saglayan
bir belirtectir (34). Calismamizda hem dokuda hem de kanda MDA diizeyi I/R
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olarak saptandi. Doku MDA seviyesinde
sonuglar daha belirgin olup I/R grubunda kontrol grubuna gore 2.74 kat yiikseldigi
gorilmiistiir. Bu sonugla I/R sonras1 dokuda SOR kaynakli lipit peroksidasyonuna

bagli anlamli hasar olustugu séylenebilir. Udenafil ve mannitol grubunda hem doku
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hem de kanda MDA seviyesi I/R grubuna gore belirgin olarak diisiik saptanmustir.
Bununla birlikte iki gruptaki sonuglarin kontrol grubuna yakin oldugu goriilmiistiir.
Kiigiik ve ark. bobrek I/R hasar modelinde PDES inhibitérii olan sildenafil ve
tadalafilin etkinliklerini karsilastirmiglardir (121). Calismalarinda her iki PDES5
inhibitoriiniin de I/R grubuna gore doku MDA seviyesini azalttigi ve bu etkinin
sildenafil grubunda daha iyi oldugunu saptamiglardir. Fu ve ark. L-sitrulin ile
yaptiklar1 caligmalarinda doku MDA diizeylerinde I/R grubunda belirgin artis
oldugunu gostermislerdir (33). L-sitrulin grubunda MDA seviyelerinin anlamli
olarak diistiigiinii saptamislardir. Ayrica ¢alismalarinda antioksidan savunma
sistemlerinden GSH ve SOD diizeylerinde L-sitrulin grubunda artis oldugunu
belirtmislerdir. Goksin ve ark. olusturduklar1 akut bobrek I/R hasarinda flebotomi ve
mannitoliin etkilerini karsilastirmislardir (89). I/R sonrast doku MDA seviyelerinde
belirgin bir artis meydana geldigini saptamislardir. Bu durumun flebotomi, mannitol
ve mannitol+flebotomi grubunda belirgin olarak diizeldigini belirtmislerdir. Bobrekte
I/R hasari ile birlikte hiicre i¢i Ca™" artis1 oldugu ve bu artisin hasar yolaklarinda
etkili oldugu bilinmektedir. Grossini ve ark. domuzlarda I/R hasarinda ATP bagimli
K" kanal acic1 ve Ca'" sensitizatorii levosimendanin etkisini arastirmislardir (122).
Calismalarinda I/R grubunda MDA seviyesinin I/R grubunda yiikseldigini ve
levosimendan ve ¢oklu organ koruyucu custodiol soliisyonunun MDA seviyelerinde
diistise neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica g¢alismalarinda levosimendan ve
custodiol gruplarinda Kr klirensinde belirgin artis saptamuglardir. inflamatuvar
stirecin bobrek I/R hasarinda serbest oksijen radikalleriyle beraber 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Reperfiizyonla beraber dokuya SOR ve inflamatuvar
hiicrelerin hizla gog ettigi ve sentezledikleri maddelerle hasara katkida bulunduklart
saptanmistir. Ahmadiasl ve ark. antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri bilinen iki
ajan olan eritropoetin ve melatoninin bobrek I/R hasarinda etkilerini aragtirmislardir
(123). Her iki ajanin da anlamli olmasa da MDA seviyesinde azalmaya neden
oldugunu gostermislerdir. Bunun yaninda bu iki ajanin ek olarak TAK arttirdigini
saptamiglardir. Sancaktutar ve ark. pomegranat ekstresinin bobrek I/R hasar
modelinde etkinligini ¢alismiglardir (3). Serum MDA seviyesinin anlamli olmasa da
I/R grubunda kontrol grubuna goére yiiksek oldugunu ve pomegranat ekstresi ile

MDA diizeyinde anlamli olarak diislis oldugunu bildirmislerdir. Yine ¢aligmalarinda
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pomegranat ekstresinin TAK diizeyini arttirdigi ve TOD ve oksidatif stres indeksini
(OSI) azalttigmn bildirmislerdir. Bozkurt ve ark. bobrek I/R hasar modelinde ellagik
asitin koruyucu etkisini ¢alismislardir (124). Serum MDA seviyesinin I/R grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugunu ve ellagik asitin verilmesi ile
MDA diizeyinde anlamli olarak diisiis oldugunu bildirmislerdir. Bunlara ilaveten
ellagik asitin TAK diizeyini arttirdigi ve TOD ve OSI’yi azalttigmi bildirmislerdir.
Giizeloglu ve ark. bobrek I/R hasar modelinde tadalafilin koruyucu etkisini
caligmiglardir (125). Calismalarinda tadalafil grubunda TAK seviyesinin arttigini ve
TOD seviyesinin azaldigini saptamiglardir. Bizim c¢alismamizda da literatiire uygun
olarak hem mannitol hem de udenafilin MDA diizeyini azaltigr ve lipit

peroksidasyonunu 6nledigi goriilmektedir.

NGAL lipokalin protein ailesinin bir iyesidir (126). Birka¢ fakli isimle
bilinmektedir. Insanlarda Lipokalin-2, human nétrofil lipokalin, nétrofil lipokalin,
farelerde onkogen protein 24p3 veya uterokalin, siganlarda neu-related protein veya
25 kDa o2-makroglobulin bilinen diger isimleridir (127-131). Bobrek hasari
olustugunda kan, idrar ve dokuda ekspresyonunda belirgin bir artis olmaktadir.
Bobrek dokusunda 6zellikle proksimal tiibiil hiicrelerinden sekrete edilmektedir.
Insanlarda NGAL aktive nétrofillerden izole edilse de; bobrek, prostat, solunum yolu
epiteli, adenomlar, inflame bagirsak epiteli, meme kanseri ve lriner sistem kanser
hiicrelerinden de eksprese olmaktadir. Buradan da anlasilabilecegi gibi inflamasyon,
enfeksiyon, kanser ve bdobrek hasari gibi nedenlerle NGAL diizeyinde artis
goriilmektedir. NGAL’in serbest ve bagli formlar1 idrarda erken donemde
saptanmaktadir. Idrardaki NGAL diizeyi plazma ve serumdaki diizeyleriyle
koleredir. Bununla birlikte yiiksek idrar NGAL diizeyleri bobrek hasarinda veya
tiriner sistem kanserlerinde saptanmaktadir. NGAL iskemik bobrek hasari sonrasi 90.
dakikada idrarda saptanmaya baslandig1 ve 6. saatte en yliksek degere ulastigi
bildirilmektedir. Literatirde NGAL’in bobrek fonksiyonunu belirlemede kolere
oldugu ve akut bobrek hasarini gostermede erken bir belirteg ve prognostik faktor
oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur (57, 132, 133). Biz ¢alismamizda 60 dk
reperfiizyon uyguladigimiz i¢in 0. giin sadece dokuda NGAL seviyesini, 24 saatte

idrar ve serumda NGAL seviyesini arastirdik. Doku NGAL diizeyi I/R grubunda en
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yiiksek diizeyde saptanmis olup kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bu durum reperflizyon sonrasi olusan hasarla beraber dokuda
NGAL diizeyinde yiikselmenin ilk 60 dk i¢inde basladigin1 gostermektedir. Udenafil
ve mannitol gruplarinda dokuda NGAL diizeyi I/R grubuna gore daha diisiik
saptanmistir. Udenafil grubunda bu azalma daha belirgin olup istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Udenafil grubunda doku NGAL diizeyi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda yiiksek olsa da aradaki fark anlamli bulunmamustir. 24 saat
reperflizyon sonrasi serumda NGAL diizeyi I/R grubunda en yiiksek diizeyde
saptanmig olup kontrol grubuyla karsilastirildiginda bu artisin yaklagik 2 kat
diizeyinde oldugu saptanmistir. Udenafil ve mannitol gruplarinda serum NGAL
diizeyleri /R grubuyla karsilastrildiginda belirgin olarak diisiik saptanmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da udenafil grubunda mannitol grubuna gore
serum NGAL seviyesi diisiik saptanmigtir. 24 saat reperflizyon sonrasi metabolik
kafes yardimiyla toplanan idrar 6rneklerinde NGAL diizeyi I/R grubunda en yiiksek
olarak saptanmis olup kontrol grubuyla arasinda 3 kattan daha fazla artis
goriilmistir. Udenafil ve mannitol grubunda idrar NGAL seviyeleri I/R gurubuna
gore belirgin olarak diisiik saptanmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
mannitol grubunda 2 kattan fazla bir artis saptanirken udenafil grubunda 1.5 katlik
artis saptanmistir. Bu sonuglar literatiirde de belirtildigi gibi I/R hasar1 sonucu doku,
serum ve idrarda NGAL seviyelerinin arttigini gostermektedir. Doku, serum ve
idrarda NGAL diizeylerinin udenafil grubunda mannitol grubuna gore diisiik
olmasmi g6z Oniine alirsak, NGAL diizeyinin bobrek hasar1 derecesiyle kolere
oldugu diisliniildiiglinde udenafilin mannitole goére daha etkili oldugunu
sOyleyebiliriz. Ayrica Kr, BUN ve Kr klirensi ¢alismalarinda da udenafil grubunda
elde edilen sonuglarin mannitol grubuna gore daha iyi olmast NGAL ile bobrek
fonksiyon testlerinin kolere oldugunu gostermektedir. Magnusson ve ark. bobrek
transplantasyonu yapilan, transplantasyon i¢in bekleyen hastalar ve normal saglikli
hastalarin plazma NGAL diizeylerini transplantasyon oOncesinde ve 12. ayda
karsilastirmiglardir (134). Transplantasyon yapilan hastalarin operasyon &ncesi
NGAL diizeyi ve transplantasyon icin bekleyen hastalarin NGAL diizeyi saglikli
poliilasyona gore anlamli olarak (7.6 kat ve 9 kat) yiiksek bulunmustur. 12 ay sonra

transplantasyon yapilan grupta bekleyen hastalara gore belirgin diisiis saptamislardir.
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Trasplantasyon grubunda NGAL diizeyi saglikli popiilasyona gore 1.5 kat yiiksek
iken bekleyen hastalarda bu oranin 10 kat yiiksek oldugunu gdstermislerdir. Ayrica
caligmalarinda transplantasyon dncesi ve sonrasinda serum Kr diizeyi ve Cockcroft-
Gault formiiliiyle hesaplanan GFR diizeylerinin NGAL diizeyi ile kolere oldugunu
belirtmislerdir. Yine ¢alismalarinda transplantasyon sonrasi NGAL diizeyinin
aterosklerotik bobrek hastaliklarinda bir belirteg olan homosistein diizeyi ile de
kolerasyon gosterdigini belitmislerdir. Mishra ve ark. tek tarafli veya bilateral bobrek
I/R hasar modeli ve siklosporinle olusturulan renal toksisite modelinde NGAL
diizeylerini ¢aligmislardir (110). Hasar gruplarinin hepsinde NGAL diizeyinin doku
ve idrarda belirgin olarak yiikseldigini saptamislardir. Ayrica idrarda diger bobrek
hasar belirtecleri olan B2-microglobulin ve NAG diizeylerini karsilastirmiglardir. Tek
tarafli bobrek I/R hasarinda NGAL diizeyi ilk 2 saat iginde artarken [32-
microglobulin ve NAG diizeylerinin 12. saatte arttigin1 saptamislardir. Bilateral
bobrek I/R hasarinda ise NGAL diizeyi ilk 2 saat iginde artarken B2-microglobulin ve
NAG diizeylerinin 8. saatte arttigin1 saptamislardir. Yine ¢alismalarinda 5, 10, 20 dk
bilateral hasari yapilan farelerin hepsinde serum Kr degerleri normal diizeyde
saptanirken idrar NGAL diizeylerinde yiikselme zamaninin sirasiyla 6. saat, 4. saat
ve 4. saat olarak belirtmislerdir. 30 dk bilateral iskemide idrar NGAL diizeyinde
artigin 2. saatte oldugu disiiniildiigiinde iskemi siiresi ve siddetiyle idrar NGAL
diizeyi arasinda kolerasyon bulundugunu belirtmislerdir. Yine c¢alismalarinda
siklosporin verilerek olusturulan nefrotoksisite hasarinda tek doz uygulama sonrasi
idrarda NGAL diizeyinde artis meydana gelirken B2-microglobulin ve NAG
diizeylerinin ancak 4-5. Giinde saptanabildigini belirtmislerdir. Sohotnik ve ark.
bobrek I/R hasar modelinde PDES inhibitorii tadalafil kullandiklar1 ¢alismalarinda
tadalafil grubunda idrarda NGAL ve KIM diizeylerinin azaldigini belirtmislerdir
(120). Ayrica calismalarinda GFR’nin tadalafil grubunda dahi iyi oldugunu
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da literatiire uygun olarak NGAL diizeyi I/R
grubunda doku, serum ve idrarda yiiksek bulunmustur. Ayrica Sohotnik ve ark.
caligmalarina paralel olarak udenafil ve mannitol gruplarinda NGAL diizeyleri diigiik
olup, Kr klirens diizeyleri daha yiiksek saptanmistir. Yine Sohotnik ve ark.

caligmalarina paralel olarak udenafil gubundaki sonug¢larin mannitol grubunun
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sonuclarindan daha iyi olmasi PDES inhibitorlerinin I/R hasarin1 6nlemede daha

etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Nitrik oksit gaz halinde bil molekiil olup; vazodilatasyon, sinirsel ileti, anti-
mikrobiyal ve antitimor aktivitelerini i¢eren ¢esitli fonksiyonlara aracilik etmektedir.
Cesitli hiicreler nitrik oksit sentaz enzimiyle L-arjinin oksidasyonu {izerinden NOS
enzimi araciligiyla NO iiretirler. Memelilerde néronal (NNOS), endotelyal (eNOS) ve
indiiklenebilir (iNOS) olmak {izere 3 tiir NOS mevcuttur. NO ikinci haberci olarak
cGMP’yi kullanmaktadir. Uretildikten fonksiyonlar agisindan bu 3 tiir NOS
birbirlerinden farkli etkiler gosteririler. I/R hasarinda NO tam olarak mekanizmasi
bilinmese de anahtar rol oynadigi diistiniilmektedir. NO siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti olusturmaktadir. Peroksinitrit
ise hem I/R hasarmin hemde hipoksi-reoksijenizasyon hasarinin patofizyolojisinde
yer almaktadir. iNOS’un hasar agsmasinda rol oynadigi ve iNOS inhibitdrlerinin veya
iNOS yoklugunun bu hasar1 azalttigi goriilmektedir (73, 135, 136). eNOS’un ise
ozellikle vaskiiler regiilasyon basta olmak {izere cesitli mekanizmalarla I/R hasarini
onledigi gortilmektedir (74). NO {iretildikten sonra ¢ok kisa etkili bir molekiil olup
stabil formlar1 olan nitrit ve nitrata doniismektedir. Biz calismamizda nitrit/nitrat
Ol¢timiiyle doku, serum ve idrarda NO seviyesini belirledik. Calismamizda 45 dk
iskemi ve 60. dk reperfiizyon sonrasit I/R grubunda NO diizeyi en diisiik diizeyde
udenafil grubunda ise en yiiksek diizeyde saptanmistir. Mannitol ve udenafil
grubunda kontrol grubuna gore NO seviyesi daha yiiksek olarak bulundu. Bu
degerlere bakildiginda doku orneklerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir faklilik bulunmadigini gériilmistiir. 0. giin serum NO seviyelerine bakildiginda
en diisik NO diizeyi kontrol grubunda saptandi. Udenafil grubunda NO diizeyi
kontrol grubuna gore da yiiksek saptandi ve istatistiksel olarakta bu artis anlamh
bulunmustur. Mannitol grubunda NO seviyesi kontrol grubuna gore daha yiiksek
saptansada istatistiksel olarak bu fark anlamli bulunmamistir. 1. giin serum NO
seviyelerine bakildiginda en diisiikk NO diizeyi kontrol grubunda saptandi. Udenafil
grubunda NO diizeyi kontrol grubuna gore da yiiksek saptandi. Udenafil ve mannitol
gruplarinda NO seviyesi kontrol grubuna gore daha yiiksek saptansada bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. 0. giin ve 1. giin serum NO seviyesinde
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I/R grubunda degisiklik olmazken mannitol ve udenafil gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli olmasada artis izlenmistir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli
olmasa da mannitol ve udenafil gruplarinda bobrek hasarinda azalma oldugu igin bu
yonden, NO artisinin antioksidan etkiye ek olarak koruyucu bir etkisi oldugu
sonucuna varilabilir. 0. glin ve 1. giin idrar NO seviyelerine bakildiginda her iki
olgiimde de gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmadi. Idrarda NO
Olctimlerine baktifimizda ¢ok degisken sonucglar nedeniyle standart sapmalarin
yiiksek olmasi buna neden olmaktadir. Korkmaz ve ark. bobrek I/R hasari modelinde
iNOS ihibisyonunun hasar1 azalmadaki etkilerine bakmislardir (137). Calismalarinda
INOS inhibitorii olan L-NIL ile 45 dk iskemi ve 3 saat reperfiizyon sonrast NO
diizeylerini karsilagtirmiglardir. I/R grubunda plazma nitrit/nitrat diizeylerinde
belirgin bir artis oldugunu ve bunun L-NIL veya izotonik soliisyon verilerek
engellendigini bildirmislerdir. Biz ¢alismamizda I/R grubunda nitrit/nitrat seviyesini
daha diisiik olarak bulduk; bunun nedeni beklide iskemi siirelerinin benzer olmasina
ragmen reperfiizyon siiresinin bizim c¢aligmamizda 1 saat iken Korkmaz ve ark.
caligmasinda bu silirenin 3 saat olmasi olabilir. Yine ¢alismalarinda doku
orneklerinde iNOS ve peroksinitrit gostergesi olan 3-NT diizeylerini arastirmiglar ve
bu parametrelerin I/R grubunda yiiksek, L-NIL veya izotonik grubunda diisiik
oldugunu bildirmislerdir. Yang ve ark. I/R ve siklosporin nefrotoksisitesi ile
olusturduklar1 hasar modelinde udenafil kullanilmasinin etkilerini aragtirmislardir
(112). Immiinohistokimyasal incelemede I/R ve siklosporin ile hasarda udenafil
kullanimiyla anlamli bir fark olmasada eNOS diizeyinin arttigin1 gostermislerdir.
Westernblot analizinde udenafil ile I/R hasarinda eNOS diizeyi degismezken
siklosporin nefrotoksisitesinde udenafil grubunda eNOS diizeyinde artis oldugunu
belirtmislerdir. Ger¢ek zamanli PCR ile yapilan analizde I/R hasari ile eNOS
diizeyinin azaldigim1 ve udenafil verilen grupta degisiklik izlenmedigini
bildirmislerdir. Bununla beraber siklosporin nefrotoksisitesiyle eNOS diizeyinin
azaldigin1 ve udenafil verilen grupta eNOS diizeyinin arttigmi bildirmislerdir.
Chatterjee ve ark. iNOS inhibisyonunun I/R hasarinda bobrek koruyucu etkisini
aragtirmiglardir (135). Calismalarinda 45 dk bilateral iskemi ve 6 saat reperfiizyon
uygulamiglardir ve iNOS inhibitérii olarak L-NIL ve AE-ITU kullanmiglardir.

Plazma NO diizeyini nitrit ve nitrat 6lglimiiyle degerlendirmislerdir. Plazma NO
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diizeyinin I/R grubunda belirgin olarak arttigint L-NIL ve AE-ITU verilen gruplarda
NO diizeylerinin belirgin olarak diistiiglinii bildirmislerdir. Ayrica c¢alismalarinda
serum Kr diizeylerinin I/R grubunda yiikseldigini, idrarda NAG seviyesinin arttigini,
fraksiyone Na diizeyinin arttigini ve bu bulgularin hepsinin L-NIL ve AE-ITU
verilen gruplarda azaldigin1 bildirmislerdir. Kr klirens diizeyinde I/R grubunda
azalma gozlenirken L-NIL ve AE-ITU verilen gruplarda artis oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica interferon-y ve lipopolisakkaritlerle indiiklenen sitokin aracili
NO seviyelerine bakildiginda hiicre kiiltiirlerinde proksimal tiibiillerde nitrit/nitrat
oranlarinin L-NIL ve AE-ITU verilen gruplarda azaldigmi bildirmislerdir. Bu
sonuglar bize iNOS’un I/R hasarinda rol oynadigin1 gostermektedir. Choi ve ark.
calismalarinda siganlarda bobrek I/R modelinde sildenafil kullanmislardir (1).
Caligmalarinda ¢cGMP diizeylerinin bobrek dokusunda sildenafil grubunda belirgin
olarak arttigin1 bildirmislerdir. iNOS diizeyinin 2. saatte artis gosterdigini ve
sildenafil grubunda anlamli bir artis olmadigini1 bildirmiglerdir. eNOS diizeyinin 4.
saatte yiikseldigini ve sildenafil grubunda bu artisin daha belirgin oldugunu
bildirmislerdir. Tiirker ve ark. bobrek I/R hasar modelinde PDES inhibitorii olan
tadalafilin etkilerini arastirmislardir (138). Calismalarinda immunhistokimyasal
olarak bobrek tiibiil epitelinde eNOS ve iNOS seviyelerinde I/R grubunda anlamli
olarak arttigim1 ancak Tadalafil verilen grupta ise bu seviyelerin anlamli olarak
azaldig1 saptamislardir. Emre ve ark. bobrek I/R hasarmin karaciger lizerine etkilerini
aragttmiglardir  (139). Calismalarinda 30 dk iskemi ve 2 saat reperfiizyon
uygulamiglar ve NOS inhibitorii L-NAME, endotelin reseptor inhibitorii BQ-123 ve
L-arjinin kullanilmasinin karaciger dokusunda etkilerini karsilastirmiglardir. Kontrol
ve I/R hasari olusturulan gruplar arasinda doku nitrit/nitrat seviyesinde anlamli bir
farklilik olmadigmi bildirmislerdir. L-NAME verilen gruplarda NO diizeyinin
azaldigimm ve yalmizca BQ-123 wverilen grupta bu diisiin normale dondiigiini

saptamigslardir.

I/R hasar1 dokuda farkl histopatolojik degisikliklere neden olmaktadir. Renal
korteks kan akimi I/R sonrasinda belli oranda azalmaktadir. Bu azalma;
tiibiiloglomeriiler arterioler vazokonstriiksiyon, hiicresel sisme, tiibiiler obstriiksiyon,

interstisyel 6deme bagli intrarenal basing artist ve lokosit tikaglari ve kirmizi
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hiicrelerin dis medulladan sizmasina bagli vaskiiler obstriiksiyona bagli olabilir
(140). I/R ile etkilenen proksimal tiibiiller reperfiizyon sirasinda sicak iskemi
nedeniyle hasarlanirlar ki bu da renal fonksiyonlarin diizelmesinde yavaslamaya
neden olur. Reperfiizyon sirasinda tiibiiler liimen c¢ap1 artar, proksimal tiibiillerden
ortaya c¢ikan dokintiiler tiibiilleri tikayarak henle kulpu ve proksimal tiibiillerde sivi
alimina direng olusturur, selliiler hasar nedeniyle tiibiiler su reabsorbsiyonu bozulur,
kapiller dilatasyon dis medulla toplayici tiiplerine basiyla intratiibiiler basinci arttirir.
Bunlarin sonucunda kan akimi %12 azalirken glomeriiler filtrasyon hizi %90
azalmaktadir (140). Dokuda tiibiiler atrofi, tiibiller liimen ¢ap artisi, tiibiiler
hyalinizasyon, reaktif atipi, fircamst kenar kaybi, hiicresel sisme, nukleus
deformasyonu, 16kosit infiltrasyonu gortilmektedir. Biz ¢alismamizda 45 dk iskemi
ve 60 dk reperflizyon sonrasi erken donemde histopatolojik olarak bobrek dokusunda
hasar1 inceledigimizde kontrol grubuna goére I/R, mannitol ve udenafil gruplarinda
hasarin belirgin olarak arttigi saptanmistir. Hasar diizeyinin I/R grubu ile mannitol
gruplarinda daha belirgin oldugunu goriilmektedir. Udenafil grubunda hasar derecesi
daha az olarak saptansada I/R ve mannitol grubuplariyla karsilastirildiginda bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir. Medeiros ve ark. bobrek I/R hasra
modelinde sildenafilin etikisini aragtirmiglardir (2). 60 dk iskemi ve 24 saat
reperfiizyon sonrasi bobrek histopatolojisini karsilastirdiklarinda sildenafil grubunda
Ozellikle hiicresel nekrozis oraninda belirgin bir azalma saptamiglardir. Tibiiler
limen capinda ise I/R grubuna gore artis saptamislardir ve bu artisin nedeninin
sildenafilin vazodilatator ve natriiiretik etkileri sonucu olabilecegini bildirmislerdir.
Polcari ve ark. PDES inhibitorii zaprinast ile yaptiklari ¢alismalarinda 30 dk iskemi
ve 24 saat reperflizyon sonrasi zaprinast grubunda istatistiksel olarak anlaml
olmasada I/R grubuna gore histopatolojik hasarda azalma tespit etmislerdir (115).
Chatterjee ve ark. iNOS inhibitorleri L-NIL ve AE-ITU kullanarak bobrek I/R
hasarinda 45 dk iskemi ve 6 saat reperflizyon sonrasi histopatolojik degisiklikleri
arastirmiglardir (135). Calismalarinda L-NIL ve AE-ITU gruplarinda histopatolojik
olarak hasarda belirgin bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Sagiroglu ve ark.
everolimusun 45 dk iskemi ve 24 saat reperflizyon yaparak I/R hasarindaki
histopatolojik olarak etkisini arastirmislardir (119). Calismalarinda tiibiiler

dilatasyon, hyalinizasyon, epitelyal nekroz, intersisyel 6dem, mediiller konjesyon ve
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hiicresel sisme parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina
ragmen paramatrelerinin hepsinde everolimis grubunda I/R ve takrolimus gruplarina
gore azalma tespit etmislerdir. Gasanov ve ark. bobrek I/R hasar modelinde
tadalafilin etkinligini arastirmislardir (141). Tadalafil grubunda I/R grubuna gore
belirgin olarak hasarda azalma oldugunu belirtmislerdir. Giizeloglu ve ark. bobrek
I/R hasar modelinde tadalafilin histopatolojik olarak etkisini arastirmiglardir (125).
60 dak iskemi ve 60 dk reperfiizyon sonrasi histopatolojik olarak tiibiiler atrofi ve
16kosit infiltrasyonu ile yaptiklar1 degerlendirmede tadalafil grubunda I/R grubuna
gore belirgin olarak hasarda azalma oldugunu belirtmislerdir. Goksin ve ark. alt
ekstiremite I/R hasariyla olusturduklar1 akut bobrek hasar1 modelinde mannitol ve
flebotominin histopatolojik etkileri karsilastirmiglardir (89). Tubiiler atrofi ve 16kosit
infiltrasyonu acgisinca yaptiklar1 degerlendirmelerinde hem mannitol hemde
flebotomi gruplarinda I/R grubuna gore hasarda belirgin bir azalma oldugunu

belirtmislerdir.

I/R hasarmin olusmasinda SOR &nemli bir role sahiptir. inflamatuvar siirecin
baslatilmasi, lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 ve hiicre apopitozisine neden
olmaktadirlar. Bazi1 ¢alismalarda bu etkilere NO’in kendisinde katildigini
belirtilmektedir (142-144). SOR DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde
hasara, purin ve pirimidin bazlarin spesifik modifikasyonuna ve DNA-protein ¢apraz
baglanmalarina neden olur. Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla tercih edilen
diger adiyla Comet Assay yontemi son yillarda genisleyen uygulama alani,
giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi1 bakimindan kimyasal ve fiziksel etmenlerin
canlilar iizerinde yol actigi genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gdstergesi olan
DNA hasar seviyelerinin Olcililmesini saglayan onemli bir metotdur. Komet
incelemesinde bas ve kuyruk uzunlugunun g¢ok fazla anlamli olmadigi sadece
kuyruklar ilk asamada olusmakta ve genellikle de diisiik hasar seviyesini gosteren
donemde artmaktadir. Ardindan, hasar miktar arttikca kuyruk yogunluk bakimindan
artmaktadir. Roélatif kuyruk  yogunlugu en kullamighh  parametre olarak
kullanilmaktadir. Biz ¢aligmamizda yaptigimiz komet ornekleme analizinde 45 dk
iskemi ve 60 dk reperfiizyon sonrasit kometlerde bas yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve

kuyruk yogunlugu sonuglart karsilasgtirilmistir. Bas yogunluguna bakildiginda I/R
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grubunda kontrol grubuna gore azalma oldugu saptanmistir. Mannitol ve udenafil
gruplarida bas yogunlugu daha yiiksek olmasmna ragmen anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Kuyruk uzunlugu agisinca da gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir. En 6nemli parametre olan kuyruk yogunluguna bakildiginda I/R
grubunda yogunlugun arttigi fakat mannitol ve udenafil gruplarinda yogunluk
azalmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonuglara
bakildiginda I/R sonrast komet Ornekleme azalizinde doku hiicrelerinde onemli
derecede DNA hasar1 olugsmadigini sdyleyebiliriz. Buda sitotoksik olusan hasarin
dokuda genotoksik diizeye ulasmamasiyla agiklanabilir. Dias ve ark. renovaskiiler
hipertansiyon modeli olusturduklari farelerde sildenafilin oksidatif stres, DNA hasari
ve renal fonksiyonlar iizerine etkilerini aragtirmiglardir (145). Calismalarinda sol
renal arteri 2 hafta boyunca klipleyerek renal arter stenozu olusturduktan sonra 2
hafta boyunca sildenafil ve plasebo verilmesi sonrasi etkilerini karsilagtirmiglardir.
Calismalarinda sildenafil grubunda bobrek atrofisinin azaldigini, kompansatuvar
hipertrofinin azaldigini, bobrek dokusunu agirhiginin arttigini, ortalama arter
basincinin ve kalp hizinin azaldigini ve anjiotensin 2 seviyesinin yartya indigini
belirtmislerdir. Renal fonksiyon testlerine bakildiginda Kr, iire, proteiniiri ve GFR
diizeyleri agisinca gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini belirtmislerdir. Komet
ornekleme incelemesinde kuruk yogunlugu ve kuyruk momenti O¢iimleri
karsilagtirildiginda plesebo grubunda DNA hasar oraninda belirgin bir artig ( 2 kat)
saptanirken sildenafil verilen grupta bu hasarin minimal seviyede oldugu
saptanmistir. Bizim calismamizda da farkli bir bobrek hasar modelinde anlamhi
olmasada maannitol ve biraz daha belirgin olmak iizere udenafil grubunda DNA
hasar1 daha diisiik bulunmustur. Sasaki ve ark. karaciger icin karsinojenik maddelerin
komet Ornekleme incelemesinde karaciger, bobrek, kemik, dalak ve akcigerde
etkilerini g¢alismiglardir (146). Bobrek dokusunda komet yOnteminin karsinojen
maddelerden bazilarinin sadece karacigerde degil bobrek ve diger dokularda da
hasara neden olduklarini gostermislerdir. Karahalil ve ark. alt ekstremite cerrahisi
yapilan hastalarda iskemi Oncesi, 30 dk iskemi sonrasinda ve reperfiizyon sonrasi
olusan I/R hasarina bagli DNA hasarini arastirmiglardir (147). Komet 6rnekleme
analizinde gruplar arasinda kuyruk yogunluguna bakilmis ve 3 grup arasinda da

anlamli bir farklilik olmadigi saptanmistir. Her nekadar bizim ¢alismamizla Karahalil
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ve ark. I/R hasar modeli ayn1 olmasada benzer sonuglar elde edilmistir. Willy ve ark.
alt ekstremite cerrahisi yapilan hastalarda iskemi oncesi, iskemi sonrasinda (ortalama
iskemi stiresi (65-130 dk) ve reperfiizyon sonrasi (0., 2., 5., 30. dk) olusan I/R
hasarma bagli DNA hasarini arastirmiglardir (148). Calismalarinda komet 6rnekleme
analizinde gruplar arsinda kuruk momentini baz almislardir. Iskemi 6ncesi ve iskemi
sirasinda DNA  hasar1 arasinda fark bulunmazken 5. ve 30. dk reperfiizyon
doneminde DNA hasarinin olustugunu ve 2 saat sonrasinda bile bu hasarin iskemi
oncesi diizeye geri donmedigini bildirmislerdir. Stoyanova ve ark. c¢alismalarinda
KBY tanis1 almis hastalarda oksidatif stres ve DNA hasar diizeylerini
karsilagtirmiglardir (149). KBY hastalarin1 hemodiyaliz alanlar, GFR diizeyi 30
ml/dk alt1 olanlar ve GFR diizeyi 30-90 ml/dk arasinda olanlar olmak iizere 3 gruba
ayirmiglardir. Hemodiyaliz hasta grubunda oksidatif stres oraninin diger gruplara
gore yiiksek oldugunu ve buna paralel olarak komet ornekleme analizinde DNA

hasar oraninin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (149).

Ahn ve ark. akut spinal kord hasar1 modeli olusturduklar ratlarda udenafilin
ereksiyon diizeyindeki etkisini arastirmislardir (150). Renal arter seviyesinin altinda
olusturduklar1 iskemiye bagli hasar ve spinal kordun L2-4 diizeyindeki kesi ile
olusturduklar1 hasar modelinde farkli dozlarda udenafilin etkinligini ¢alismislardir.
Sonug olarak hem iskemik hemde kesi ile olusturulan hasar modelinde udenafilin
penil ereksiyonu sagladigini, bu etkisinin doza bagh olarak arttigin1 ve NO dondrii
olan sodyum nitropurisid ile bu etkinin belirginlestigini saptamuslardir. Ozgiir ve ark.
testikiiler I/R hasar modelinde iki PDES inhibitorii olan sildenafil ve udenafilin
etkilerini arastirmiglardir (151). Her iki ajaninda belirgin diizeyde doku MDA
diizeylerini azalttigimni, I/R grubunda doku nitrit seviyesinin azaldigin1 ve dokuda
olusan 6dem, konjesyon ve hemoraji gibi histopatolojik hasar bulgularini azalttigin

saptamigslardir.

Willerson ve ark. miyokardiyal iskemi modelinde mannitoliin etkisini
arastirmiglardir (152). Mannitol verilen grupta miyokardiyal fonsiyonun diizeldigini,
S-T seviyesinin diistiiglinii, toplam koraner kan akiminin arttigini, kollateral koraner
kan akimimin arttigimi ve ek olarak iskemik miyokardiyal alanin azaldigim

saptamiglardir. Kalimeris ve ark. endovaskiiler aort anevrizma onariminda hidrasyon
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ve mannitoliin bobrek koruyucu etkisini arastirmislardir (153). Mannitol grubunda
ilk 24 saatte Kr seviyesinin daha diisiik oldugunu, 72 saatte Kr diizeylerinin benzer
oldugunu, Kr klirensi ve idrar NGAL seviyelerinde anlamli bir fark olmadigini ve
hidrasyon+mannitoliin minmal bobrek koruyucu etkisi oldugunu saptamislardir.
Sagsoz ve ark. ovaryan I/R hasarinda mannitol, vitamin C ve verapamilin etkilerini
aragtirmiglardir  (154). Lipit peroksidasyonu diizeyi ve histopatolojik hasar
bulgularinin mannitol ve vitamin C gruplarinda azaldigin1 saptamislardir. Morawski
ve ark. ismenik hasar sonras1 mannitoliin isitsel fonksiyonlar iizerine olan etkilerinini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda; mannitol verilmesiyle olusan hasarin azaldigini ve

isitsel fonksiyonlarda iyilesme goriildiigiini bildirmislerdir (155).

Hersey ve Poullis yaptiklar1 derlemede acik abdominal aort anevrizma
cerrahisinde mannitol kullaniminin bébrek koruyucu etkisini aragtirmiglardir (156).
Derlemeye alinan c¢alismalarin birkaginda mannitoliin akut dénemde bobrek
fonksiyonlarinda diizelme olsada sonu¢ olarak mannitol kullanimmin bdbrek
yetmezligi insidansini azaltmada etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Power ve ark.
parsiyel nefrektomi yapilan hastalarda iskemi dncesi mannitol kullaniminin bobrek
fonksiyonu {izerine etkisini arastirmiglardir (157). Uzun donem sonuglara (takip
siiresi en az 6 ay) bakildiginda mannitol kullanilan hastalarin kullanilmayanlara gore
renal fonksiyon diizeyinde anlamli bir artis olmadigii bildirmislerdir. Karajala ve
ark. yaptiklari derlemede ABY tedavisinde mannitolde dahil olmak {izere
diiiretiklerin bobrek koruyucu ajanlar olarak kullanilmamasi gerektigini ve tedavide
yalnizca sivi balansini ayarlamada yardimer olarak kullanilmalart gerektigini
bildirmistir. Yang ve ark. yaptiklar1 metaanalizde intravaskiiler mannitol
verilmesinin akut bobrek hasarini 6nleyici etkisini arastirmiglardir (158). Metaanaliz
sonucunda mannitoliin yeterli sivi tedavisi alan hastalarda akut bdbrek hasarini
azaltmada ek yarar saglamadigini ve bunun yani sira kontrast madde nefropatisinde

ise ek olarak bobrekte olusan hasari arttirdigini bildirmislerdir.
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6. SONUC

Renal iskemi-reperflizyon hasart olusturulan ratlarda mannitol ve udenafil

kullaniminin bdbrek koruyucu etkilerinin karsilarstirildigi calismamizda;

1- Iskemi-reperfiizyon ile bobrekte ciddi oranda hasar meydana geldigi ve

bu hasarin post operatif 1. glinde arttig1,

2- Iskemi-reperfiizyon ile bobrekte olusan hasarin yalmizca sitotoksik

diizeyde kaldig1 ve belirgin genotoksik hasar diizeyine ulasmadigi,

3- Mannitol’tin bobrek fonksiyonlarini diizeltmede minimal fayda
sagladigi,
4- Udenafil’in bobrek fonksiyonlarini diizeltmede belirgin etkinlik

gosterdigi ve bu etkinin neredeyse kontrol grubuna yakin oldugu,

5- NGAL diizeyinin bobrek I/R hasarmi gostermede iyi bir belirte¢

oldugu ve renal fonsiyon testleriyle 1yi kolerasyon gosterdigi,

6- Komet 6rnekleme yontemiyle bizim olusturdugumuz I/R modelinde
genotoksik hasarin olugsmamasinin daha siddetli ve uzun siireli /R modellerinde

anlamli hasar diizeyine ulasabilecegi,

7- Nitrit/nitrat 6l¢iimiiyle belirlenen NO seviyelerinde anlamli diizeyde
farklilik olmadig1 ve NO yolag: ile ilgili daha spesifik belirte¢lerin kullanilmasinin
gerektigi,

8- Yaptigimiz deneysel ¢alismada udenafilin bobrek koruyucu etkilerinin
klinik deneylerlerle de desteklenmesi gerektigi, NGAL diizeyinin bobrek fonksiyon

diizeyinin bir belirteci olarak klinik kullanimada girmesi gerektigi,

sonuclarina varilmistir.
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