TC
GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI

RATLARDA NEBiVOLOL VE KARVEDILOLUN RENAL
ISKEMI REPERFUZYON HASARINI ONLEYICI ETKISININ
IDRAR NGAL VE KiM-1 DUZEYLERI VE DOKU DUZEYI]
OKSIDATIF STRES BELIRTECLERI KULLANILARAK
KARSILASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
Dr. Murat KUCUK

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Turgay ARINSOY

ANKARA
TEMMUZ 2015



TC
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIiM DALI

RATLARDA NEBiVOLOL VE KARVEDILOLUN RENAL
ISKEMI REPERFUZYON HASARINI ONLEYIiCi ETKIiSININ
IDRAR NGAL VE KiM-1 DUZEYLERI VE DOKU DUZEYI]
OKSIDATIF STRES BELIRTECLERI KULLANILARAK
KARSILASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI
Dr. Murat KUCUK

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Turgay ARINSOY

ANKARA
TEMMUZ 2015



GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

TEZ TUTANAGI

Adi1 Soyadi MURAT KUCUK

Baba Ad1 NEVZAT

Dogum yeri/ Tarihi BEYOGLU/11.03.1986

Diploma tarihi/Diploma No 03.08.2010
2010-0601-93

Mezun Oldugu Fakiilte GAZI UN_IVERSiTESi
TIP FAKULTESI

Ihtisas Yaptig1 Ana Bilim Dali/ Bilim Dal IC HASTALIKLARI
AB

Ihtisas Siiresi 4 YIL

Siav Yapilmasin Isteyen Makam GAZI"UNV.TIP
FAKULTESI

UZMANLIK TEZININ ADI:Ratlarda nebivolol ve karvedilolun renal iskemi
reperflizyon hasarini dnleyici etkisinin,idrar ngal ve kim-1 diizeyleri ve doku
diizeyi oksidatif stres belirtegleri kullanilarak karsilastirilmasi.

JURI KARARI: I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Uzmanlik Programi ¢ergevisinde
yiiriitiilmiis olan ¢alisma asagidaki jiiri tarafindan Uzmanlik Tezi olarak kabul
edilmigtir.

JURI UYELERIi

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Turgay ARINS

UYE
Prof. Dr. Biilent ALTUN




TESEKKUR

Tez konusunun bulunmasindan son noktanin konulmasina kadar bana her
yonden destek olan degerli hocam Prof. Dr. Turgay Arinsoy’a;

Uzmanlik egitimim siirecinde bilgi ve birikiminden faydalandigim basta i¢
Hastaliklari ABD Baskanmi Prof. Dr. Musa BALI olmak {izere tiim degerli
hocalarima;

Bu giinlere gelmemde biiyiik pay sahibi olan aileme ve beni her zaman

destekleyen sevgili esime ve tiim dostlarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Temmuz 2015

Dr. Murat KUCUK



KISALTMALAR

ABH

ABY

ABY

AT 2

ATN

Cr

CrClI

GFR

GSH

GST

HE

HOCL

KBH

KIM-1

KIM-1

MDA

MPO

Na

NAD

NGAL

NGAL

NO

Akut Bobrek Hasar1

Akut Bobrek Yetmezligi

Akut Bobrek Yetmezligi
Anjiotensin 2

Akut Tiibiiler Nekroz

Kreatinin

Kreatinin Klirensi

Glomertiler Filtrasyon Hiz1
Glutatyon

Glutatyon S Transferaz
Hematoksilen- eozin

Hipoklorik Asit

Kronik Bobrek Hastaligi

Bobrek Hasar Molekiilii

Bobrek Hasar Molekiilii-1
Malonildialdehid
Miyeloperoksidaz

Sodyum

Nikoatinamit Adenin Dintikleotid
Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin
Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin

Nitrik Oksit



OH"

ONOO~

PMNL

SF

SOD

SOR

Stiperoksit

Hidroksil

Peroksinitrit
Polimorfoniikleer Lokosit
Serum Fizyolojik
Stiperoksit Dismutaz

Serbest Oksijen Radikali



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
Tesekkiir
Kisaltmalar
Icindekiler
Tablolar
Sekiller

Resimler

1. GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. iskemik Akut Bébrek Yetmezligi

2.1.2. iskemik Bobrek Hasarmin Patofizyolojisi
2.2.1. iskemi reperfiizyon Hasar1

2.2.2. Serbest Oksijen Radikallari ve Hiicresel Etkileri

© o1 b~ b~ B

11

2.2.3. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Dogal Savunma Mekanizmalan 14

2.3. Nebivolol ve Antioksidan Ozellikleri

2.4. Karvedilol ve Antioksidan Ozellikleri

2.5.1. ABH icin Kullanilan Yeni Belirtecler
2.5.2. Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL)
2.5.3. Bobrek Hasar Molekiilii-1 (KIM-1)

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

3.2. Calisma Plam

3.3. Biyokimyasal Incelemeler ve Renal Fonksiyon Degerlendirmesi
3.4. Bobregin Histopatolojik Incelemesi

3.5. Istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. Bobrek Fonksiyon Testleri

4.3. Histopatolojik Bulgular

16
18
20
20
23
25
25
25
28
30
31
32
32
44

Vi



5. TARTISMA
6. KAYNAKLAR
8. OZET

9. ABSTRACT
10. OZGECMIS

51
62
73
75
77

vii



TABLOLAR

Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Bir biyokimyasal belirte¢ olarak NGAL’1n potansiyel kullanim
alanlari

Plasma NGAL artisina sebep olan ekstrarenal nedenler

Gruplarin 1. ve 6. giinlerdeki, kan ve idrar degerleri

Doku diizeyi oksidatif stres belirteglerinin gruplar arasi
karsilastirilmasi

Gruplarin kortikal ve mediiller konjesyon, tiibiiler nekroz,dilatayson

ve intertisyel inflamasyon siddeti ve yaygiligi

22

22

34

41

45

viii



SEKILLER

Sekil 1. iskemik doku hasarinda Idkositlerin rolii
Sekil 2. iskemide membran hasari
Sekil 3. iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest radikal {iretimi
Sekil 4. Karvediloliin kimyasal yapis1
Sekil 5. Calisma plani
Sekil 6. Bazal ve 6.giin serum Cr diizeyleri bakimindan gruplarin
karsilastirilmasi
Sekil 7. Bazal ve 6. giin serum Cr diizeyleri aras1 mutlak degisim (A Serum
Cr) agisindan gruplarin karsilagtirilmasi
Sekil 8. Bazal ve 6.giin GFR (ml/dk/100gr VA) diizeyleri bakimindan
gruplarin karsilastirilmasi
Sekil 9. Bazal ve 5. giin serum GFR (ml/dl/100gr VA) diizeyleri aras1 mutlak
degisim (A Cr Klirensi) agisindan gruplarin karsilagtirilmasi
Sekil 10. Bazal ve 6.glin serum BUN diizeyleri bakimindan gruplarin
karsilastirilmasi
Sekil 11. Bazal ve 6. giin serum BUN diizeyleri aras1 mutlak degisim (A
BUN) agisindan gruplarin karsilastirilmast
Sekil 12. Bazal ve 6.giin 24 saatlik idrar NGAL diizeyleri bakimindan
gruplarin karsilastirilmasi
Sekil 13. Bazal ve 6. giin 24 saatlik idrar NGAL diizeyleri aras1 mutlak
degisim (A NGAL) agisindan gruplarin karsilastirilmasi
Sekil 14. Bazal ve 6.giin 24 saatlik idrar KIM-1 diizeyleri bakimindan
gruplarin karsilastirilmasi
Sekil 15. Bazal ve 6. giin 24 saatlik idrar KIM-1 diizeyleri aras1 mutlak
degisim (A KIM-1) a¢isindan gruplarin karsilastirilmasi
Sekil 16. Doku diizeyi SOD (Siiperoksit dismutaz) enzim diizeyinin gruplar
arasi karsilastirilmasi

Sekil 17. Doku diizeyi katalaz enzim diizeyinin gruplar arasi karsilastiriimasi

11

19

28

35

35

36

36

37

37

38

38

39

39

41
42



Sekil 18. Doku diizeyi GST (Glutatyon-s-transferaz) enzim diizeyinin gruplar
arasi karsilagtirilmasi 42
Sekil 19. Doku diizeyi MDA (Malondialdehit) diizeyinin gruplar arasi
karsilastirilmasi 43
Sekil 20. Doku diizeyi NOS (Nitrik oksit sentaz) enzim diizeyinin gruplar

arasi karsilagtirilmasi 43



RESIMLER

Resim la.

Resim 1b.

Resim 2a.

Resim 2b.

Resim 2c.

Resim 3a.

Resim 3b.

Resim 4a.

Resim 4b.

Sham(S) kontrol grubu normale yakin goriinimde kortikal
parankim hematoksilen eozin X 200

Sham(S) kontrol grubu Gozard1 edilebilir diizeyde (skor 0)
mediiller konjesyon(HE x200)

RN+I/R grubu Tubiil epitelinde sisme ve multifokal odakta, >1
tubiil kesitini etkileyen tubiiler nekroz(Skor 2) (ok), peritubiiler
ve glomeriiler kapiller konjesyon, ,hematoksilen eozin X 200
RN+I/R grubu genis tubiiler nekroz alanlari(HE x200)
RN+I/R grubu,siddetli derecede mediiller konjesyon (Skor 3)
(HE x200)

RN-+K+I/R grubu normale yakin kortikal parankimde, tubiil
liimenine dokiilmiis epitel hiicreleri seklinde izlenen izole
tubiiler nekroz odag1 (ok), hematoksilen eozin X 200
RN+K+I/R grubu,hafif derecede mediiller konjesyon (skor 1)
(HE x200)

RN+N+I/R grubu, orta derecede mediiller konjesyon (skor 2),
hematoksilen eozin X 200

RN+N+I/R grubu,kortikal parankimde bir grup tubiilde,
konfliien tubiiler nekroz (HE x200)

46

47

47

48

48

49

49

50

50

Xi



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, doku perfiizyonunun bozulmasi sonucunda, oksijen (02) ve diger
maddelerin dokulara yeterli diizeyde ulasamamasi durumu olarak adlandirilir.
Iskemi sonrasinda olusan hipoksi ile birlikte, hiicrede enerji diizeyi diiser. Bu
durum,toksik metobolitlerin dokuda birikmesine yol agarak,geri doniistimlii veya
doniistimsiiz hiicre hasarina neden olur (1,2).

Iskemi sonrast doku kanlanmasmin tekrar baslamasina reperfiizyon
denilmektedir. Iskemi sonrasinda dokuya yerlesen polimorfoniikleer l6kositler
(PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri (SOR) dokudaki hasar1 daha
da ¢ok arttirir. Bu olay ise reperfiizyona bagli doku hasari olarak tanimlanir (3).

Sistemik hipotansiyon, hipovolemik sok, kardiyak arrest, renovaskiiler
cerrahi, parsiyel nefrektomi, renal transplantasyon, sepsis gibi durumlar
sonrasinda, bobreklerde akut iskemi-reperfiizyon hasari olusabilmektedir (4-6).
Bu hasar, geri doniisiimlii ve doku hasar1 birakmaksizin olan prerenal azotemiden,
tiibiiler ve kortikal nekroz sonucu olusan ciddi akut bobrek yetmezligine kadar
farkl klinik tablolara neden olabilmektedir (4,7).

Bobrek iskemi-reperfiizyon hasari sonucu olusan serbest oksijen radikalleri
(SOR); proteinler, serbest aminoasitler, niikleik asitler, lipidler, lipoproteinler,
karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri gibi, bobrek yapisindaki tiim
biyomolekiillerle reaksiyona girer ve bunlar iizerinde geriye doniislii/doniigsiiz
etkiler olusturabilir. [8,9] Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu
oksidan yikima kars1 antioksidanlar olarak isimlendirilen bir¢ok koruyucu

mekanizma bulunmaktadir (10).



Hipoksi ve iskemiye bagli bobrek hasarinin etiyopatogenezine ve
onlenmesine yonelik calismalar devam etmektedir. Iskemik-reperfiizyon hasarinin
patogenezinde serbest oksijen radikalleri ve antioksidan enzimlerin roliiniin
belirlenmesinden sonra, bu hasar1 6nlemek i¢in antioksidan tedavi denemeleri
giindeme gelmistir (11-14).

Karvedilol, [1-[carbazolyl-(4)-oxy]-3-[(2-methoxyphenoxyethl)amino]-2
propanol], selektif olmayan, tigiincii kusak beta-adrenerjik reseptor blokorii bir
antihipertansiftir (15,16). Antihipertansif etkisine ek olarak aktive notrofillerden
stiperoksit anyon salinimini ve lipit peroksidasyonunu inhibe ederek antioksidan
etkinlik gostermektedir (17).

Nebivolol 1-(6-fluorochroman-2-yl)-2-[[2-(6-fluorochroman-2-yl)-2-
hydroxy-ethyl] amino] ethanol, igiincii jenerasyon, yiiksek sensiviteli 1
adrenerjik reseptor blokoridir (18). Antihipertansif etkisine ek olarak,
antioksidan aktivitesi, endotel disfonsksiyonu Onleyici etkisi ve renal fibrozisi
azaltici etkisi de oldugu gosterilmistir (19,20).

Giliniimlizde renal hasar1 tespit etmede kan, idrar ve doku diizeyinde
bakilabilen, serum kreatinin artislarindan daha erken yiikselen ve daha giivenilir
oldugu o6ne siiriilen molekiiller vardir. ABH tanisinda erken belirteg olarak son
zamanlarda on plana c¢ikanlar arasinda idrar ve plazmada bulunan notrofil
jelatinaz iligkili lipokalin (NGAL) ve bobrek hasar molekiili-1 (KIM-1)
bulunmaktadir (21-24).

NGAL 25 kDa’luk kiiciik bir proteindir ve baslica nétrofiller olmak iizere

renal glomeriil ve tiiblil hiicreleri, prostat, respiratuar ve gastrointestinal



dokulardan salgilanmaktadir. Kardiyoplumoner bypass, kardiak kateterizasyon ve
anjiografi, bobrek transplantasyonu, sistemik lupus eritamatozis ve kronik bobrek
hastaligit (KBH) zemininde gelisen ABH’da erken bir biyokimyasal belirteg
oldugu caligmalarda gosterilmistir. Serum, idrar ve doku diizeyinde tespit
edilebilen bir molekiildiir (25).

KIM-1 ise bobrek tiibiiler hiicrelerinde normalde bulunmayan ama iskemi ve
nefrotoksik ajanlara maruziyet sonrasindaortaya ¢ikan, idrarda ve doku diizeyinde
tespit edilebilen bir molekiildiir. Cesitli ¢alismalarda; renal hiicreli karsinomda,
polikistik bobrek hastalarinda ve renal dokununun iskemisi sonrasinda idrarda
KIM-1 tespit edilmistir. KIM-1 diizeyinin yiiksekligi renal hasarin derecesiyle
dogru orantilidir (25).

Calismamizda, ratlarda renal iskemik reperfiizyon hasar1 olusturarak,
karvedilol ve nebivololiin renal iskemi reperfiizyon hasarini 6nleyici etkilerini
goérmeyi amagladik. Bu olasi etkileri de, idrar NGAL ve KIM-1diizeyleri ve doku
diizeyi oksidatif stres belirteglerini kullanarak ve renal histolojileri inceleyerek

karsilastirmali olarark ortaya koymay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Iskemik Akut Bobrek Yetmezligi

Iskemik ABY (Akut Bobrek Yetmezligi), prerenal nedenlere ya da intrarenal
mikrovaskiiler vazokonstriiksiyon veya obstriiksiyondan dolayr ani olarak renal
kan akiminin azalmasina bagl ortaya ¢ikar (41,46,50). Kan akiminin azalmasina
bagli olusan mediiller hipoksi, hiicresel eneji depolarinin azalmasina, endotel ve
diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasima neden olur. Bunun
sonucu ise hiicresel deformite ve ¢evre dokularda hipoksinin artmasidir
(55).Prerenal azotemi ve iskemik ABY, renal hipoperfiizyonun ayni
spektrumunda yer alan 2 klinik durum olmakla birlikte iskemik ABY’de prerenal
azotemiden farkli olarak, hipoperfiizyona bagli, bobrek hasari mevcuttur (41,46).

Iskemik ABY cogunlukla major kardiyovaskiiler  cerrahilerde,
transplantasyonda, travma, sepsis ve voliim kaybi ile giden durumlarda goriiliir
(4,541). Renal hasar oncelikle tiibiilislerde olusur ve renal perfiizyon
saglandiktan 1-2 hafta sonra iyilesir, fakat tam restorasyonu 4 haftay: bulabilir
(41,50). En agir haliyle iskemi sonucu bilateral renal kortikal nekroz ve geri
doniisiimlii olmayan bobrek yetmezligi gelisir (4,41). Iskemik ABY Klinik olarak
3 fazda seyreder (41):

1) Baslangi¢ Fazi: Saatler ve giinler i¢inde gelisir. Hipoperfiizyon ile birlikte
GFR(Glomertil  Filtrasyon Hiz1); intrarenal vazokonstriiksiyon, azalmis
glomertiler permeabilite, hiicresel artiklarin tiibiiler obstriiksiyonu ve glomeriiler

filtratin hasarl tiibiil epitelinden geri sizmasisonucu azalmaya baslar.



2) Gelisim fazi: Epitel hiicre hasarinin oturdugu fazdir. 1-2 hafta siirer. GFR
5-10 ml/dk’da sabitlenir, idrar ¢ikis1 azdir ve liremik komplikasyonlar ortaya
cikar.

3) lyilesme fazi: Tiibiiliis hiicrelerinin rejenere oldugu ve GFR’in gittikge

diizeldigi fazdir. Bu dénemde izlenen poliiirii, durumu komplike hale getirebilir.

2.1.2. Iskemik Bébrek Hasarinin Patofizyolojisi

Akut bobrek yetmezliginin (ABY) ¢ogunlukla nedeni akut tiibiiler nekrozdur.
(ATN).ABY hastanede yatan hastalarin %2-5’,inde goriilmekteyken bu oran
yogun bakimlarda %20-30 civarindadir. Akut tiibiiler nekrozun en sik nedeni ise
renal iskemi ve hipoperfiizyondur.

Iskemide baslica olay enerji kaynagi olan ATP’nin azalmasidir. ATP
eksikligi, hiicre membran fonksiyonlarinda ve hiicre i¢ci ATPaz aktivisinde
bozulmaya yol acgar. (26,27).Sodyum(Na)-Potasyum(K)-ATPaz aktivitesindeki
azalma hiicre i¢inde Na* ve K" konsantrasyonlarinda degisime yol agar ve bu olay
hiicre sismesine neden olur. ATP azalmasi sonucu plazma membran Na'Ca**-
ATPaz ve intraselliiler Ca*>-ATPaz disfonksiyonu da, Ca*?un intraselliiler
miktarinin yiikselmesineneden olur (26, 27). Intraselliiler Ca*? artig1 hiicre hasari
ile birlikte hiicre iskeletinin bozulmasina, Ca*? bagimli fosfolipazlarin
aktivasyonuna, ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doniislimiiniin
hizlanmasina ve oksidatif fosforilasyonun ¢6ziilmesine yol agar.

Hiicre i¢i artan Ca*? kalmodulin bagimli proteaz enzimini aktive ederek

ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza donistimiini saglar ki; bu da



hipoksantinin ksantine déiistimiinii saglar ve bu olay siiperoksid radikallerinin ana
kaynagidir (42). Olusan ksantin oksidaz ortamda biriken hipoksantini tirik aside
doniistiiriirken nikoatinamit adenin diniikleotid (NAD) yerine reperfiizyonla
dokulara ulasan oksijeni kullanirlar. Sonugta iirik asitle birlikte O ™2 (siiperoksit)
radikalini olustururlar (47,48). Bu olay OH (hidroksil) iyonunun metabolizasyonu
sonucu hiicre hasarina neden olur. Hiicre membranindaki fosfolipidlerle oksijen
radikali lipid hidroperoksitlerini olusturmak i¢in reaksiyona girereler. Lipid
peroksidasyonu membran gecirgenligini bozarak akiskanligin siddetini etkiler.
OH™ ve O ~? radikali lipid peroksidasyonuna neden olan baglica radikallerdir.
Serbest radikal doymamis yag asidinin bir metilenkarbonuna bagli bir hidrojen
atomunu yerinden ¢ikartir ve lipid radikali olusur. Tiobarbiturik asit lipid
peroksidasyonunun gosteren en Onemli ajanlardan olup dokularda ol¢timii lipid
peroksidasyonun 6l¢iim parametrelerindendir (49).

Iskemik ATN sonrasi tiibiil hasar1 en ¢ok proksimal tiibiillerde olmakla
beraber, henle kulpu mediiller ¢ikan kolu ve dital tiibiilde de hasar gosterilmistir
(42). Proksimal tiibiilin S3 kismui iskemiden en ¢ok etkilenen bolgedir. Bunun
nedeni bu kisimda aktif soliit gegisinin fazla olmasi ve normalde bobregin diger
béliimlerine gore daha az kanlanmasidir (41,50,51). Iskemi sirasinda proksimal
tiibiiler hiicreler, hiicreler arasi siki baglantilarin (junctional complex) ve hiicre
iskelet yapisinin bozulmasi ile birbirinden ayrilarak limen igine dokiliir ve
silendir birikimler olusturarak tiibiiler tikanmaya ve glomeriiler filtratin geriye
kagmasina neden olur (51). Ayni zaman da hiicre poleritesindeki kayip ve firgali

hiicre yapisinin kaybolmasiyla bazolateral Na'-K'-ATPaz ve integrinlerin



dagilimi degisir. Sonug¢ olarak su ve elektrolitlerin tiibiiliis hiicresi boyunca
transportu ve emilimi bozulur ve GFR ‘de azalma meydana gelir (50,51).

Iskemik ATN’da renal kan akimi en az %50 oraminda azalir.
Vasokonstriksiyon ve 1okosit, trombosit ve eritrositlerin meduller vaskiiler
yapilarda konjesyonu bu azalmanin baslica nedenidir. iskemik hasarda endotel
hasar1 endotel kaynakli nitrik oksit liretimini azaltarak ve endotelin {iretimini
arttirarak intrarenal vasokonstriksiyona neden olur (50). Ayrica aktin yapili hiicre
iskeletinin  bozulmasiyla renal kan akimimin otoregiilasyonu bozulur. Yine
anjiotensin 2 (AT2), tromboksan A2, prostaglandin H2, 16kotrienler, endotelin-1
ve sempatik sinir sistemi aktivasyonu vazokonstriksiyon ve kan akimi
bozulmasindan sorumludur (50,51).

Renal iskemide endotel hasari1 ile endotel-16kosit adezyonu ve kapillerdeki
16kosit ve eritrosit tutulumu artar ve I6kosit infiltrasyonu daha c¢ok peritiibiiler
bolgede goriiliir. Aktive I6kositler SOR, eikozonid ve proteaz sentezleyerek renal

hasar arttirirlar (sekil 1) (53).
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Iskemi-reperfiizyon sirasinda salman inflamatuar medyatdrlerin etkisiyle,
endotel-16kosit adezyonunu saglayan ve hem nétrofil hem de endotel hiicrelerde
tiretilen molekiillerinde artis olur. Adezyon molekiilleri integrinler, selektinler ve
immun globulin ailesidir (54). Lokositler tizerindeki bu adezyon molekiillerine ve
bunlarin endotelyal ligandlarina kars1 olusturulan antikorlarin,iskemik renal hasari
azalttigma dair veriler bulunmaktadir. Sadece nétrofillerde  bulunan
miyeloperoksidaz enzimi hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek CI
oksidasyonunu katalize edip sitotoksik bir ajan olan hipoklorik asite (HOCL)
doniistiirir (52). Dokulardaki MPO aktivitesi ve hasari notrofil sayisiyla dogru
orantilidir. Ayrica noétrofillerde bulunan indirgenmis nikoatinamit adenin
diniikleotid fosfata (NADPH) bagimli oksidaz sistemide siiperoksit radikali

olusumunda 6nemli derecede etkili bir enzimdir (28).
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Sekil 2. iskemide membran hasar1 (83)



2.2.1. iskemi reperfiizyon Hasar1

Iskemi olusmus dokuda, kan akiminin tekrar saglanmasina reperfiizyon denir.
Reperfiizyon, iskemik dokunun iyilesmesi i¢in sart olsa da, bu olay ek bir hasara
neden olur ve reperfiizyon hasar1 gelisebilir. Iskemi, dokunun yeterli hiicresel
fonksiyonunu devam etirmesi i¢in gerekli olan ATP eksikligine neden olur.
Dokuda geri doniisiimsiiz hasarin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli iskemi siiresine
tolerans zamani denir. Eger iskemi siiresi tolerans zamanini asarsa, hiicre oliimi
ve doku nekrozu gelisir. Geri donilisiimsiliz hasar olusmadan 6nce doku tekrar
kanlandirilir reperfiize edilirse doku hasar1 gerileyebilir. Ancak reperflizyon
sirasinda iskemik dokuda olusan SOR ile ek hasara maruz kalir (29).

Iskemik dokuda olusan serbest oksijen radikallerinin ana kaynaginin ksantin
oksidaz oldugu kabul edilmektedir (29). Reperfiizyonda reoksijenizasyonun
saglanmasiyla, iskemi sirasinda olusan ksantin oksidaz enzimi, biriken
hipoksantini ksantine donistiiriirken ¢ok sayida serbest oksijen radikalininde
ortama ¢ikmasina neden olur (30). Oksijen Oncelikle siiperoksite (O, "), ardindan
da hidrojen peroksit (H,0;) ve hidroksil radikaline (OH ~)doniisiir. Notrofillerde
bulunan membran bagimli NADPH oksidaz enzimi ise, iskemi sirasinda hiicre
igerisine kalsiyum akisiyla birlikte aktive olur. Aktive olan enzim NADPH'yi
NADP" 'ye cevirirken reperfiizyonda saglanan molekiiler oksijeni de, siiperokside
(O2) indirger (31).

Serbest oksijen radikallerinin reperfiizyonda ani ve ¢ok sayida agiga ¢ikmasi
direkt endoteliyal hasara neden oldugu gibi postiskemik dokularda nétrofil

infiltrasyonuna neden olarak oksidatif hasar1 daha da artirir(43). Notrofillerin



postiskemik  dokulara  toplanmasiyla  birlikte yiizeylerindeki adezyon
molekiilleride (CD11/CD18) aktive olur ve vaskiiler endotel hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan karsi reseptorlerle (ICAM-1) reaksiyona girerler. Olusan
CD18/ICAM-I kompleksi, noétrofillerdeki oksidanlarin kas hiicrelerine gegisini
saglarken, endotel hasartyla mikrovaskiiler bariyeride bozarak iskemi sonrasinda
kaslarda kapiller diizeyde akimin olmamasina (no-reflow fenomeni) neden olur
(32). Dolayisiyla turnike agilip akim tekrar saglansa bile hiicre diizeyinde
beslenme bozulur.

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olusmasina ve sivi filtrasyonunun
artmasina, post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasina
ve boylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfiizyonun
baslangi¢ doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis
endotel hiicrelerinden fazla miktarda O,” olusurken NO® olusumu ise azalir.
Stiperoksit radikali ile NO™ arasindaki dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden
PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina ve lokosit-endotel
hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin

artmasina neden olur (5).
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Sekil 3. iskemi-reperfiizyon hasarinda serbest radikal {iretimi

2.2.2. Serbest Oksijen Radikallari ve Hiicresel Etkileri

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom
veya molekiillerdir. Bu tip molekiiller ortaklanmamis elektronlarindan dolay1
oldukga reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar
rolii oynayan maddeler oksijenin kendisi, siiperoksithidrojen peroksit, gecis
metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. (31)

a) Stiperoksit radikali: Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu serbest siiperoksit radikal anyonu (O27)meydana gelir.

O2+e.  e— O,
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Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla
zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis metalleri
iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir (30,31).

b) Hidrojen peroksit: Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki
elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur.
Peroksit molekiilii iki hidrojen molekiilii ile birleserek hidrojen peroksiti (H202)
meydana getirir (33,34).

O2+ €7+ 2H" mwmp  H202

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri
igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Stiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir (33)

H,O0, + Oy ey OH™+OH™ +O2

c) Hidroksil radikali: Bu radikal (OH), hidrojen peroksidin gegis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle meydana gelir (34). Son derece reaktif bir oksijen
radikalidir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerdebiiyiik hasara neden olur.
Tioller ve yag asitleri gibi c¢esitli molekiillerden bir proton kopararak yeni
radikallerin olugmasina neden olur (33).Dogal enzimler ve glutatyon yetersiz
diizeyde ise hidrojen peroksit ve siiperoksit ayri ayri ortamda serbestlesmis halde
bulunan Fe*® veya Cu™ ile reaksiyona girerek sonunda en giiclii radikal olan
hidroksil molekiiliiniin olusacagi bir dizi reaksiyon olustururlar (40).

Fe*® + Oy e Fe'? + O,

Fe'? + Hy0, mp Fe+3 + OH + OH ~
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Hy0; + Q) =y O + OH + OH "~

d) Singlet Oksijen: Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi icin
radikal olmamasina ragmen g¢ok reaktif olmasi, iiretimi sirasinda bazi radikal
tepkimeleri olusturmasi nedeniyle serbest radikal olarak sayilir. Bu radikalin DNA
hasar1 olusturdugu ve mutajenik etkilerinin bulundugu gosterilmistir (35).

e) Nitrojen Oksidler: Nitrik oksit, serbest radikal olan basit bir gazdir.
Memelilerde bulunan en kii¢iik otokoid ve haberci molekiildiir. Cok kiigiik bir
molekiil olmas1 ve lipofilik olma o6zelligi, hiicre membranlarindan kolaylikla
gecmesine izin vermektedir (35). NO, protein fonksiyonlarini1 degistirir ve hiicre
hasarina ya da hiicrenin korunmasina aracilik eder

Serbest radikaller basta lipidler olmak {izere, hiicrenin protein, DNA,
karbonhidrat ve enzimleri gibi tiim bilesenlerine etki edebilirler (34). Hiicre
membranindaki doymamis yag asitleri ve kolesterol bilesenleri serbest radikallerle
kolayca tepkimeye girerek lipid peroksidasyonuna neden olurlar ve bu membran
hasar1 geri doniisiimsiizdiir. U¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda malonildialdehid (MDA) meydana gelir. MDA 6l¢iimii lipid
peroksit seviyeleri i¢in kullanilmaktadir (33).

Protein ve niikleik asitler serbest radikallere poliansatiire yag asitlerinden
daha az duyarlidir. Yapisal ve enzimatik proteinler serbest radikallere bagli
denatiire olurken, niikleik asitlerde direkt hasar olusur. Niikleik asit hasari
sonucunda DNA’da baz hidroksilasyonu, capraz baglanmalar veya kopmalar

olusur. Sonugta cesitli mutasyonlar ya da hiicre 6liimii meydana gelir (36,39).
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Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan
kolayca gecerek ve hiicre c¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre

disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir (53).

2.2.3. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Dogal Savunma Mekanizmalari

Normal fizyolojik kosullarda da iiretimi olan serbest oksijen radikallerinden
korunmak i¢in antioksidan korunma sistemleri vardir. SOR {iretiminde artma ya
da antioksidan mekanizmalardaki azalma bunlar arasindaki dengeyi bozarak
oksidatif hasara neden olur. Antiokidan koruyucu sistemleri iki gruba ayirabiliriz:

1)Endojen antioksidan korunma sistemleri:

a)Enzim olan endojen antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSHPXx),glutatyon-s-transferaz(GST),katalaz, mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi, hidroperoksidaz (44).

b)Enzim olmayan endojen antioksidanlar; melatonin, seruloplazmin,
transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein,
metiyonin, {irat, laktoferrin, albiimin (44).

Bu gruplardan serbest oksijen radikallerine kars1 temel savunma antioksidan
enzim sistemleridir. Bunlardan SOD (stiperoksit dismutaz), O, ‘ni molekiiler
oksijeni ve H,0,’ye doniistiiriirken, katalaz ve glutatyon peroksidaz da H,O; yi
suya doniistiirmektedir. (36.39)

SOD, hiicre i¢inde mitokondride, sitoplazmada, niikleusta,lizozom ve
peroksizomda bulunur. Mitokondrial enzimin aktif bolgesinde manganez varken

sitoplazma ve diger yerlerde bakir ya da ¢inko bulunur (36).
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Katalaz ve glutatyon peroksidaz, ikincil bir ara toksik iiriin olusturmadan,
H.,0,’yi direkt suya cevirir. H;O2’nin yiiksek konsantrasyonlarinda katalaz
devreye girerken diisiik konsantrasyonlarda glutatyon peroksidaz bu islemi
gerceklestirir (36,39).

Glutatyon (y glutamil sisteinil glisin) glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan bir tripeptiddir. Glutatyon genelde GSH olarak kisaltilir; SH sisteinin
stilfidril grubuna isaret eder ve molekiiliin alisveris yapan kismudir. Glutatyon
reaksiyonunu Kkatalizleyen enzimlere “glutatyon Stransferazlar” kisaca “GST”
denir. Ksenobiyotik metabolizmasinda glutatyonun rolii; faz | enzimlerince
olusturulan reaktif tiirlerin glutatyon ile konjugasyona girmesi ve sonugta hiicre
makro-molekiilleri (DNA, RNA, protein) ile baglanmasini engelleyerek hiicre
hasarini onlemesi seklinde ger¢eklesmektedir.

2)Eksojen antioksidan korunma sistemleri:

a) Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten,
askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat).

b) Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar;

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit,
tungsten), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum
kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar), Rekombinant siiperoksit
dismutaz, Trolox-C (vitamin E analogu), Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein),Nonenzimatik serbest radikal

toplayicilar  (mannitol, alblimin), Demir redoks dongiisii inhibitdrleri
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(desferroksamin), Notrofil adezyon inhibitorleri, TNF ve IL-1 inhibitorleri,
Barbitiiratlar, Demir selatorleri

Eksojen antioksidan ajanlar serbest radikal hasarini, oksijen kaynakli serbest
radikal {retiminin engellenmesi, olusan radikallerin tutulmasi, endojen

antioksidan koruma mekanizmalarinin arttirilmasi araciligi ile onlerler. (36)

2.3. Nebivolol ve Antioksidan Ozellikleri

Nebivolol Nitrik oksit (NO) aracili vazodilatator etkilerle donatilmis segici
bir B1 reseptor blokoridiir. (18). Antihipertansif etkisine ek olarak, antioksidan
aktivitesi, endotel disfonsksiyonu Onleyici etkisi ve renal fibrozisi azaltici etkisi
de gosterilmistir (19,20).

Bobrekte NO ¢ok onemli fonksiyonlara sahiptir. NOS her {i¢ izoformunun da
bobrekte NO sentezine katildiklar1 gosterilmistir. Bunlardan; eNOS izoformu;
renal arteriyoler endotelde, nNOS izoformu; makula densada ve iNOS izofomu
ise afferent arteriyollerin preglomeruler kismindan salinmaktadir (63). NO
bobrekte tiliblilo-glomeriiler feedback yanmitinda glomeriiler ve tiibiiler
hemodinamigin bir diizenleyicisidir. Proksimal tiibiil de sivi ve bikarbonat geri
emilimini  destekler bu islevini Na'-K'-ATPaz aktivitesinin  Na'/H"
degistiricisinin etkisini inhibe ederek saglar. Toplayici kanalda NO, Na* ve sivi
geri emilimini azaltirken medullada henlenin kalin ¢ikan kolu segmentinde NO,
ClI” ve HCO3" geri emilimini inhibe eder. Ayrica NO, toplayici kanalin

interkaleted hiicrelerinde H'-ATPaz aktivitesini inhibe eder (57). Sonug olarak
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bobrekteki net etkisi natrilirez,dilirezin ve renal glomeriiler perfiizyonun
arttirmasidir.

Nebivolol endoteliyal inositol trifosfat metabolizmasinin aktivasyonuyla
intraseliiler kalsiyumu harekete gecirir ve sonucta endoteliyal nitrik oksit sentaz
aktivasyonuna yol acar. Nebivolol hiicre iginde serbest kalsiyum
konsantrasyonunu arttiran fosfolipaz C aktivitesini arttirir. Konstitiitif endoteliyal
NO sentaz aktivitesi kalsiyum/kalmodulin bagimli oldugundan intraseliiler serbest
kalsiyum konsantrasyonunda artis bu enzimi aktive eder ve NO saliniminda artis
ile sonuglanarak vasorelaksiyona neden olur. (59). Ayrica nebivololiin oral yolla
antihipertansif dozda kullaniminin 6nemli 6l¢iide PGF2 « ’nin {iriner yolla atilimini
onemli 6l¢iide azaltarak antioksidan etki gosterdigini bildirilmistir (58).

Iskemi reperfiizyon hasari sonrasi artan SOR ile NO tepkimeye girerek
peroksinitrit (ONOO ™ )olusturur ki buda fonksiyonel NO eksikligine neden olur.
(37).NO eksikligi renal sempatik aktiviteyi arttirirak bobreklerde aktivitesi en
fazla olan P1 reseptorii iizerinden etkisini gosterir ve sonug¢ olarak renin
sekresyonunu uyarir (38). Nebivolol, B1 reseptor blokorii etkisiyle renin salinimi
azaltirken, NO salinimiyla AT2 ye kars1 olusan vaskiiler cevabi azaltarak bobrek
ve glomertiler perfiizyonu arttirir ve endoltel disfonksiyonunu onler (38). Ayrica
bazi kanitlar nebivololiin reaktif oksijen tiirleri (ROS) kaynagi enzimler direk ile
etkilesime girerek oksidatif stresi azaltabilecegini gostermistir (20,59). Bununla
birlikte doymamis yag asidinden zengin yag keselerinde proton vericisi ve

elektron stabilleyicisi olarak serbest oksijen radikali temizleyicisi oldugu
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gosterilmistir (66). Bu nedenle nebivololiin endotel disfonksiyonunu onlemede
cok yararli etkileri oldugu bildirilmistir (65).

Iskemi sonrasi olusan reperfiizyonla birlikte gesitli inflamatuar uyaricilar
devreye girer. Bunun sonucunda iskemik dokuda nétrofil infiltrasyonu ve kaspas
aktivasyonu ile apopitoz ortaya ¢ikar. Yapilan c¢alismalarda NO ‘in

antiinflamatuar etkisinini, kaspaz-3 aktivasyonunu inhibe ederek gosterdigini

ortaya koymustur (56,64).

2.4. Karvedilol ve Antioksidan Ozellikleri

Karvedilol, selektif olmayan B blokor etkisine ek olarak o blokor o6zelligi
olan, yarismali olarak ol, Bl ve B2 adrenerjik reseptér blokaji yapan lipofilik
iglincli jenerasyon bir B blokordiir ve konjestif kalp yetmezligi, miyokard
enfarktiisii ve hipertansiyon hastaliklarinda kullanilan bir ilagtir (60,61).
Adrenerjik sistem blokaji etkisine ek olarak direk antioksidan &zellikleri de
bulunmaktadir ve bu Ozellikleri nedeniyle de hiicre i¢i oksidatif stres yaratan
patolojilerde kullanilmaktadir (60).

Karvedilol ve, SB 211475 ve SB 209995 gibi metobolitleri giiclii
antioksidanlardir. Bu etkileri ilacin molekiillerindeki trisiklik karbozol kismindan

gelmektedir (62).
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Sekil 4. Karvediloliin kimyasal yapis1 (67)

Karvediloliin antioksidan mekanizmalarindan bahsedilicek olursa, yapilan
calismalarda  oksijen radikalalleriyle iliskili  hiicre =~ membran1  lipid
peroksidasyonunu kimyasal, enzimatik ve hiicre igi sistemlerle engelledigi
gosterilmistir (73). Ayrica oksijen radikaline maruz kalan LDL partikiillerinin
modifikasyonunu engelleyerek endotel hiicrelerini korumaktadir. Bunlara ek
olarak yiiksek lipofilik ¢Oziiniirliigii nedeniyle, hiicre lipid membranlarina
kolaylikla gegebilmekte ve bu etkilerini direk yag asidi peroksidasyonunun
oldugu bu olanda gostermekte ve endojen antioksidanlardan glutatyon(GSH) ve
vitamin E miktarlarini arttirarak etki etmektedir (76).

Yapilan iskemik-reperfiizyon hasar1 ¢alismalarinda iskemik bolgeye notrofil
gocilinii ve aktive notrofillerden salinanan myeloperoksidaz ve NADPH oksidaz
aktivitesini azaltarak iskemik doku hasarmni azalttigi gosterilmistir. (68,74)Ek
olarak graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktori(GM-CSF) ile uyarilan ve
inflamasyon tetikliyici olarak gorev yapan IL-10 ve NFxB reseptor

modifikasyonuyla da T hiicre aktivasyonlarini azalttig1 gosterilmistir (61,62).
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2.5.1. ABH Icin Kullanilan Yeni Belirtecler

ABH’da erken tan1 ve tedavi mortalite ve morbidite agisindan ¢ok énemlidir.
Bu amagla bir¢ok idrar ve plasma proteini arastirilmaktadir. Sistatin C, NGAL,
KIM-1, ve IL-18 serum Cr’e gore ABH tanisinda daha etkin rol oynayabilir.
Ancak bu belirteclerin ABH prognozu ve renal replasman tedavisi ihtiyacini
belirlemekteki basarisi net degildir. Su anda klinikte rutin kullanilmalar1 net
degildir (21).

Serum Cr diizeyinin bobrek parankim hasarin1 gostermekteki yetersizligi ve
hastanin yasina, kas kitlesine, cinsiyetine ve hasar O6ncesi hidrasyon durumuna
gore degisiklik gostermesi, ABH tamisinda yeni belirtegler arastirilmasini
beraberinde getirmistir (69).

Ayr ayr degerlendirildiginde ABH’da her belirtegin giiclii ve zayif yonleri
vardir. Biyokimyasal 6lgiitlerin bereber degerlendirilmesi, hasarin ve prognozun
degerlendirilmesinde daha yararli olabilir. NGAL ise kombine kullanimlarda ilk

tercihler arasinda yer almaktadir (75).

2.5.2. Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL)

NGAL lipokalin ailesinden bir proteindir. Lipokalinler fi¢1 seklinde tersiyer
yapiya sahiptir (72). NGAL ilk olarak nétrofillerde tespit edilmistir fakat daha
sonra ise bobrek, karaciger ve epitelyum hiicrelerinde, ayrica infeksiyon,
intoksikasyon, iskemi, akut bobrek hasari ve neoplastik transformasyon gibi

patalojik durumlarda da saptanmistir (72). Plazmada serbest veya tip IV
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kollejenaz ile kompleks halinde bulunabilir. Diisiikk molekiil agriligi ve asinmaya
direngli yapist ile idrara kolayca gegerek tespit edilebilir (70).

Serum Cr’nin, bobrek hasarimin gostermede hemodinamik adaptasyonlara
bagli GFH’de azalmanin gecikmesinden etkilenmesi ve bdbrek hasarindaki
spesifitenin diisiik olmas1 nedeniyle ABH erken tanisinda yetersiz kalmaktadir. Bu
ylizden ABH tanisinda hiicresel hasara daha spesifik, erken donemlerde tespit
edilebilen, prognostik dnemi olan belirteglere ihtiyag vardir (79).

NGAL’in, iskemik hasar sonras1 renal yenilenme ve tamirde 6nemli bir rolii
oldugu distintilmektedir. Eger ABH oOncesi veya erken evrelerinde dokuda
mevcutsa koruyucu etkiye sahip olabilir. Yapilan bir ¢aismada, farelerde iskemi-
reperfiizyon hasari modelinde tek doz 10 microgram NGAL inflizyonun bobrek
tizerinde koruyucu ve azotemiyi azaltici etkisi gosterilmistir (77).

Astma, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve subklinik amfizemli
hastalarda da brosial sekresyonlarda NGAL diizeyi artmustir (78). Bu etkilerinin
yaninda giiniimiizde NGAL’1n hastaliklarda erken bir belirte¢ olarak kullanilmasi
on plandadir. Asagidaki Tablo1’de NGAL’1n belirteg olarak kullanildigi durumlar

Ozetlenmistir (72).
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Tablo 1. Bir biyokimyasal belirte¢ olarak NGAL’1n potansiyel kullanim alanlari

(72)

1.

ABH tanisinda erken belirteg

A: Bilinen bobrek hasar zamanlamasi

a.
b.

Kardiak cerrahi sonrasi
Kontrasth islemler sonrasi

B: Bilimeyen bobrek hasar zamanlamasi

Yogun bakimdaki hastalarda
Coklu travma sonrasi

ABH’de sonug tahimini

Hastalik aktivite ve siddetini belirlemede
Pediatrik lupus nefriti

IgA nepfropati

Idiopatik glomerulonefrit

a.
b.
2.
3.
a.
b.
C.
4,
belirle
5.
a.
b.
C.

Polikistik bobrek hastaliginda kist voliim progresyonunu

me

Belirteg olarak

Beyin tiimoru tanisi ve terapotik yanitta
Inflamatuar barsak hastaliginda

Meme tiimdrlerinde

NGAL’in bir¢ok hiireden sentezlenebilmesi ve tablo2’de belirtildigi gibi bazi

hastaliklarda plasma diizeylerinin artmasi ABH tanisinda ve prognozunda yaniltici

olabilmektedir. (81)

Tablo 2. Plasma NGAL artisina sebep olan ekstrarenal nedenler (81)

Enfeksiyona bagli agir sepsis hastalarinda ~ Agir pankreatit

KOAH atagi Mide ve pankreas kanseri

Akut veya stabil korner arter hastalig ST elevasyonlu miyokard enfarktiisti
Kronik myeloid 16semi (molekiiler Polisistemia vera/Esansiyel
remisyon) trombositoz

Down sendromu Glioma

Idiyopatik inflamatuar bagirsak hastaligma bagli pelvik inflamatuar hastalik

Endometrial hiperplazi

22




NGAL glomeriillerden filtre edilir ve proksimal tiibiillerden geri emilir.
Patolojik olmayan durumlarda diisiik seviyelerde bobreklerde tespit edilebilir.
ABH sonrasinda ise, henlenin ¢ikan kalin kolu, distal tiibiil ve toplayici tiibiilde
sentezlenir. Nefron epitelinden hem apikal hem de bazolateral taraftan sekrete
edildigi i¢in kan ve idrarda seviyesi artar. Proksimal tiibiil hasar1 sonrasi tiibiil
reabsorsiyon fonksiyonu da etkilendigi i¢in idrarda miktar1 belirgin olarak artar.
Bu karakteristik 6zellikler NGAL’1 ABH tanisinda serum Cr’nine gére daha tistiin
veya en azindan tamamlayici bir belirte¢ haline getirmektedir (77). Bobrek hasari
tespitinde, idrar NGAL diizeyinin, geleneksel yontemlerden 2 giin 6ncesine kadar

anlamli oldugu gosterilmistir. (72,81)

2.5.3. Bobrek Hasar Molekiili-1 (KIM-1)

KIM-1 tip 1 hiicre membran glikoproteinidir. Akut veya kronik bobrek
hasarmna bagli dilate olan tiibiilerin apikal membraninda lokalizedir. Normal
bobreklerde bulunmaz (69). Renal hasara bagli serumda, idrarda ve doku
diizeyinde tespit edilebilir. Deneysel hayvan ve insan ¢alismalarinda KIM-1’in
doku diizeyi ile idrar diizeyi gli¢lii bir sekilde uyumlu oldugu gosterilmistir. Bu
ylizden tiibulointerstisyel patoloji ve hasar varliginda kullanilabilecek bir
belirtegtir (71). KIM-1 diizeyleri, toksik ve iskemik renal hasar gibi ABH
sebeplerinde, polikistik bobrek hastaligi ve KBH’da idrar ve dokuda yiiksek tespit
edilmistir  (80). Yapilan hayvan modelli ¢alismalarda, bobrek tiibiiler
histopatolojik degisikliklerle es zamanli olarak idrar KIM-1’in tanisal giivenirliligi

mevcut belirtegler ile karsilastirilmis ve birgok deneysel bobrek hasar modelinde
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idrar KIM-1 diizeyi, anlamli olarak serum Cr ve iireden iistiin bulunmustur (82).
KIM-1, ABH’ye spesifik degildir, renal hiicreli kanser ve orak hiicre
nefropatisinde de iyi bir belirteg oldugu gosterilmistir (21).

KIM-1 ABH tanis1 i¢in kullanildig: gibi takiplerdeki yiiksekligi tiibiiler atrofi
ve fibrozisin kotii gidisatt ve renal hastaliklarinin prognozu ile de iliskili
bulunmustur (90). Bir baska ¢alismada ise glomerulonefritlerde prognostik 6nemi
gosterilmis ve renal transplant hastalarinda proteiniiriden bagimsiz olarak renal

graft kaybin1 ngérmede kullanilabilecegi belirtilmistir (71).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezinde yetistirilen 24 adet Wistar-albino erkek rat (6 haftalik,
ort. 260+13 gr) calismaya alindi. 24 saatlik idrar toplanmast doneminde (0.giin ve
6.gilin) ratlar metabolik kafeste tutuldu, bunun disindaki siireglerde polikarbonat
kafeslerde barindirildi. Oda 1sis1 22-25 derece ve 12 saat aydinlik / 12 saat
karanlik sikluslari iceren ortam saglandi. Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik

Kurulu’ndan onay alind1 (No:G.U.ET-14.067).

3.2. Calisma Plam

Literatiirlerdeki benzer ¢alismalar 6rnek alinarak iskemi-reperfiizyon modeli
olusturuldu. On ¢alismada serum ve idrar belirteclerinde yeterli degisiklik oldugu
ve histopatolojik olarak bobrek incelendiginde kabul edilebilir diizeyde tiibiiler ve
mediiller hasar gelistigi nefropatolog tarafindan teyit edilince 6n ¢aligma
sonlandirildi. Calisma protokolii buna gore olusturularak (Sekil 6) calismaya
gecildi.

Her grupta 6’sar rat olmak iizere 4 grup olusturuldu:

1.Grup: Sag nefrektomi(RN) ve Kontralateral bobrege iskemi/
reperfiizyon(I/R) yapilan grup n=6:

2.Grup: Sham(S) kontrol grubu n=6

3.Grup: RN+Karvedilol(K) tedavisi verilen+ I/R yapilan grup n=6:

Arlec 6.25 mg Ali Raif Ilag Sanayi Istanbul/Tiirkiye
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4.Grup: RN+Nebivolol(N) tedavisi verilen+ I/R yapilan grup n=6:
Vasoxen 5 mg Berlin-Chemie AG Berlin/Almanya

Ratlar standart gida ile limitsiz olarak beslendi. Caligmanin 0. giinii biitiin
ratlar viicut agirliklart kaydedildikten sonra metabolik kafese alinarak 24 saatlik
idrarlar1 toplandi. Caligmanin 1. giinii bazal renal fonksiyonlar1 belirlemek iizere
ratlarin kuyruk veninden 0,5 ml kan ve 24 saatlik idrar 6rnekleri alindi.

Calismanin 1-5.giinlerinde RN+N+I/R ve RN+K+I/R grubuna 2mg/kg/g
dozunda nasogastrik yoldan nebivolol ve karvedilol verildi.Diger gruplara da
nasogatrik yolla esit hacimde su verildi.

Calismanin 6.gilinlinde Biitiin denekler 40 mg/kg (i.m.) ketamin HCI
(Ketalar, Eczacibasi, Tirkiye) anestezisi ile uyutuldu. Deneklerin abdominal
bolgeleri tiras edilip %10 polivinilpirolidon iyot kompleksiyle (Batticon, Adeka)
sterilize edildi. Abdominal bolgeye orta hat {izerinde yaklasik 3 cm’lik cilt kesisi
yapildi. Karin i¢i goriiniir hale getirildikten sonra karin i¢i organlar kenarlara
dogru ¢ekildi. Boylece renovaskiiler yatak goriiniir hale getirildi. Kontrol sham(S)
grubu disindaki, Iskemi-reperfiizyon grubu ve tedavi gruplarinda, sag nefrektomi
yapilip, sol renal pedikiillerine klemp konularak sol bobrekte 45.dk’lik iskemi
olusturuldu ve sonrasinda klemp agildi. Klemp uygulamasi sonrasi bobreklerde
renk degisikligi gézlendi. S grubunda ise batin insiizyonu yapilip renal pedikiiller
goriiliip iskemi ve reperflizyon olusturulmadi. Reperfiizyon oncesi RN+N+I/R ve
RN+K+I1/R grubuna 2mg/kg/g dozunda oragastrik yoldan nebivolol ve karvedilol
doz tekrar1 yapildi. iskemi islemi tamamlandiktan sonra laparotomi insizyonu

primer 3/0 ipek iplikle kapatilarak, tiim ratlar tekrar metobolik kafese alindi.24
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saatlik reperfiizyonun sonunda idrar Ornekleri toplandi. Tim ratlar ketamin
(Ketalar Flakon, 45 mg/kg, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve xylazine (Rompun
Flakon, 5mg/kg, Bayer, istanbul, Tiirkiye) anestezisi altinda, kalpten kan alimi
suretiyle (en az 3 ml) sakrifiye edildi. Bunu takiben, orta hattan minimal insizyon
ile sol nefrektomi uygulanadi. Sol bdbregin bir yarisi patoloji c¢alismalart igin
%10’luk formalin soliisyonunaalindi. Diger yaris1 soguk fizyolojik serumla
yikandiktan sonra aliiminyum folyo ile paketlendi ve laboratuvar calismalari

yapilincaya kadar -80 oC’de koruma altina alindi.
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0. giin 24 saatlik idrar i¢in metabolik kafese alma ve gruplara randomizasyon
Sham Kontrol RN+I/R RN+K+I/R RN+N+I/R
(n:6)
N\

24 saatlik idrar ve kan tetkiklerinin gonderilesi, RN+N+I/R ve
RN+K+I/R gruplarina ilag tedavisi ve diger gruplara ayni miktarda su

1. glin

2. giin RN-+N+I/R ve RN+K+I/R gruplarina ilag tedavisi diger gruplara ayn
miktarda su verilmesi

3. giin RN+N+I/R ve RN+K+I/R gruplarina ilag tedavisi diger gruplara ayni
miktarda su verilmesi

4. giin RN-+N+I/R ve RN+K+I/R gruplarina ilag tedavisi diger gruplara ayn
miktarda su verilmesi

5. giin RN+N+1/R ve RN+K+I/R gruplarina ilag tedavisi diger gruplara ayni
miktarda su verilmesi

6. giin Tiim gruptaki ratlara batin insizyonu yapilip S grubu haricindeki ratlara
sag nefrektomi yapilip sol renal pedikiillerine klemp konularak sol
bobrekte 45.dk’lik iskemi olusturulacak ve sonrasinda klemp agilarak
reperfiizyona birakilacak.S grubunda ise batin insiizyonu yapilip renal
pedikiiller goriiliip iskemi ve reperflizyon olusturulmayacak.24 saatlik
reperfiizyonun sonunda ratlar 6ténazi yapilip kan ve idrar drnekleri

EEE B B

Sekil 5. Calisma plani

3.3. Biyokimyasal Incelemeler ve Renal Fonksiyon Degerlendirmesi

Sirkadiyen varyasyonlari minimize etmek igin; ilag verilmesi ve kan
orneklerinin alinmasi islemleri 09.00-10.00 arasinda gergeklestirildi. 1. giin Cr ve
Bun i¢in kan, ve NGAL, KIM-1, ve CrCl 6l¢iilmesi i¢in 24 saatlik idrar 6rnekleri
elde edildi. 6. giin de Cr ve Na i¢in kan ve NGAL, KIM-1, Na, ve CrCl 6l¢iilmesi

icin 24 saatlik idrar 6rnekleri elde edildi.
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Serum ve idrar Cr dl¢iimii Jaffe yontemi ile yapildi. CrCl, UxV/Px1440 (U:
idrar Cr mg/dl, V: idrar voliimi ml/dk/100g, P: Serum Cr mg/dl) formiilii
kullanilarak hesaplandi ve ml/dk/100g seklinde diizeltildi.

KIM-1 diizeyi ‘pg/ml’ olarak ifade edilirken, NGAL diizeyi ise ‘ng/ml’
olarak ifade edildi. Calismada kullanilan biyokimyasal belirte¢ ve kitlerin
markalar1 ve katalog numaralar1 asagida verilmektedir.

e NGAL rat ELISA kiti Boster Immunoleader (EK0882)

e KIM-1 rat ELISA kiti Boster Immunoleader (EK0855)

Bobrek doku orneklerinde SOD aktivitesi Durak I ve arkadaslaritarafindan
modifiye edilen metoda gore calisildi (86). Metodun prensibi, Ksantin-Ksantin
oksidaz sistemi tarafindan iiretilen siiperoksit radikalleri icin SOD/NBT yarismasi
esasina dayanmaktadir.

Bobrek doku orneklerinde katalaz aktivitesinin tayini Aebi H’nin metoduna
gore yapildi. (87) Metodun prensibi,240 nm’de katalaz tarafindan yikilan hidrojen
peroksitin absorbans degisiminin izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Bobrek doku orneklerinde glutatyon S-transferaz aktivitesi tayini Habig WH
ve arkadaslarinin tarif ettigi metoda gore ¢alisildi (88).

Bobrek doku orneklerinde MDA (malondialdehit) diizey tayini Van Ye ve
arkadaslarinin tarif ettigi metoda gore (89), NOS aktivitesi de Durak ve

arkadaglarinin metoduna gore ¢alisilmistir (91).
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3.4. Bobregin Histopatolojik Incelemesi

Rat bobrekleri, %10 ‘luk tamponlu formalin soliisyonu icerisinde 24 saat siire
ile fiksasyona birakildi. Rutin doku takip islemini takiben hazirlanan parafin
bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler hazirland1 ve hematoksilen-eozin (H&E)
ile boyanarak 11k mikroskopisinde, “interstisyal kapiller konjesyon, interstisyal
inflamasyon, tubiiler dilatasyon, tubiil epitelindeki sitoplazmik sisme, ve tubiiler
nekroz” degerlendirilerek, akut bobrek zedelenmesi ag¢isindan incelendi. Kapiller
konjesyon degerlendirilirken, mediiller / kortikal / mikst mediiller — kortikal olup
olmadig1 not edildi. Mediiller konjesyon derecesi semikantitatif sekilde O ile 3
arasinda skor verilerek su sekilde derecelendirildi: Konjesyon yok yada gozardi
edilebilir derecede (skor 0, X400 biiyiitmede fark edilen konjesyon), hafif
derecede (skor 1, X200 biiyiitmede fark edilen konjesyon), orta derecede (skor 2,
X100 biyiitmede fark edilen konjesyon), siddetli derecede (skor 3, x40
bliyiitmede fark edilen konjesyon). Tubiiler nekroz, tubiil epitelindeki sitoplazmik
sisme, tubiiler dilatasyon ve interstisyal inflamasyon, semikantitatif olarak
etkilenen parankim alani (patolojinin izlendigi parankim alani/toplam alan)
degerlendirilerek 0 ile 3 arasinda su sekilde skorlandi (0:yok, 1: hafif <%25, 2:
orta %25-50, 3: siddetli >%350) not edilerek degerlendirildi. Istatistiksel olarak
gruplar arasinda fark olup olmadigi arastirildi. P degeri 0.05 den kiigiik ise,

sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.5. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve tablolarin
olusturulmasi amaciyla SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 15
kullanilmistir. Olgiimle elde edilen siirekli degiskenlerin (nicel degiskenler)
sunumu i¢in ortalama ve standart sapma degerleri, kategorik degiskenlerin (nitel
degiskenler) sunumu igin ise frekans ve yiizde degerler kullanilmistir. Nicel bir
degisken bakimindan birden fazla grubun (S, RN+I/R, RN+K+I/R ve RN+N+I/R
gruplar1) aralarinda istatistiksel olarak fark olup olmadigmin belirlenmesi
amaciyla Kruskal Wallis H testi kullanildi. Kruskal Wallis H testi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli farkin hangi gruplar arasinda oldugu ise, Multiple
Comparison Test kullanilmistir. (92) Her bir grubun kendi igerisinde 6nceki ve
sonraki Ol¢limleri arasinda fark olup olmadigi Wilcoxon Signed Rank Test ile

yapildi. Biitiin istatistiksel analizlerde Snemlilik seviyesi olarak p<0.05 degeri

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ratlarlar yaptigimiz bu ¢alismada bazal(1.giin), serum Cr, Bun, 24.saatlik
idrar voliimleri ile GFR ve NGAL o6l¢iimleri, dort grup arasinda benzer saptandi.
Bazal KiM-1 diizeylerinde ise gruplar arasinda farklilik vardi. Gruplarin bazal
karakteristikleri itibariyle homojen dagildigi goriildii. Caligma sonu bazal ve
6.giinkii degerler karsilastirildiginda ise S (kontrol) grubu hari¢ diger gruplarda
farklilik saptandi. Caligmada rat kaybi yasanmadi. Biitiin gruplarin 1.glin ve 6.
giin,24 saatlik idrarda NGAL, KiM-1 ile, serum Cr ve Bun,GFR degerlerinin
baslangi¢ ve deney sonundaki mutlak degisim degerleri Tablo 3 ve Sekil 6-15’de

gosterilmistir.

4.1. Bobrek Fonksiyon Testleri

Gruplar karsilagtirildiginda S (Sham kontrol) grubuna gore serum Cr ve Bun
diizeylerindeki artisin diger ii¢ grup i¢in de benzer oldugu goriildii ve S grubu ile
diger gruplar arasinda istatiksel olarak fark oldugu tespit edildi. izole iskemi ve
reperfiizyon hasar1 yapilan RN+I/R grubundaki artan degisimlerin, karvedilol
(RN+K+1/R) ve nebivolol (RN+N+I/R )verilen gruplara gore daha fazla oldugu
goriildii ancak istatiksel olarak anlamlilk bulunmadi. Ilag verilen iki grup
karsilagtirildiginda ise karvedilol verilen gruptaki artislarin nebivolol verilen
gruba gore daha az oldugu gériildii ancak istatiksel olarak anlamli bulunmadi. ilk
ve son gilinkii degerlere bakildiginda kontrol grubuna gore, diger ii¢ grupta da,
CrCl’ de belirgin azalma tespit edildi ve istatiksel olarak anlamli bulundu. Benzer

sekilde RN+I/R grubunda CrCl’indeki azalmanin karvedilol(RN+K+I/R) ve
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nebivolol (RN+N+I/R )verilen gruplara gore daha fazla oldugu goriildii, ancak
istatiksel olarak anlamli bulunmadi. CrCI’t igin, ila¢ verilen iki grup
karsilagtirildiginda ise karvedilol verilen grubundaki CrCl azalmasinin nebivolol
verilen gruba goére daha az oldugu gorildii ancak istatiksel olarak anlamh
bulunmadi. NGAL bazal degerleri agisindan gruplar arasi farklilik bulunmazken,
bazal ve calisma sonu degerlere bakildiginda S kontrol grubu haricinde diger
gruplar i¢inde anlaml farklilik goriildii. S grubuna gore karsilastirildiginda diger
tim gruplarda NGAL diizeyinde belirgin artis olmasina ragmen, RN+I/R
grubundaki, NGAL artistnin karvedilol RN+K+I/R ve nebivolol RN+N+I/R
verilen gruplara gore daha fazla oldugu goriildii, ancak istatiksel olarak anlamli
bulunmadi. Ilag verilen iki grup karsilastinldiginda ise karvedilol wverilen
grubundaki NGAL artisinin nebivolol verilen gruba gore daha az oldugu goriildi
ancak istatiksel olarak anlamli bulunmadi. KIM-1 i¢in bazal degerlere
bakildiginda gruplar arasi farklilik vardi. Bazal ve calisma sonu degerlere
bakildiginda KIM-1 diizeyindeki artigin, S kontrol grubu haricinde diger gruplarda
anlamli  farklihlk  goriildi. RN+I/R  grubu ile ilag verilen gruplar
karsilastirildiginda, karvedilol verilen RN+K+I/R grubunda artisin daha az oldugu
goriildii ve istatiksel olarak anlamli bulundu. Nebivolol verilen RN+N+I/R
grubunda ise artigin izole iskemi yapilan RN+I/R grubuna gore daha az oldugu

goriildii ancak istatiksel agidan anlamli bulunmadi.
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Tablo 3. Gruplarmn 1. ve 6. glinlerdeki, kan ve idrar degerleri

RN+I/R S RN+K+I/R RN+N+I/R
Serum Cr Bazal 0.64+0,15 0,53£0,07 0.58+0,10 0,55+0.09
(mg/dI)
6.giin 1,242.3 0,56+0,12 1,10£1,41 1,15+1,51
p 0,028 0,140 0.029 0,030
Cr Klirensi Bazal  132,1+2,3  12646,7 119,3+8,4 128474
(ml/dk/100 gr
VA) 6.giin 31,5+11 119,5+12,35  41,1+11,8 40,5+19.6
p 0.028 0.116 0.028 0.028
Serum Bun Bazal 30,5+7,6 23,2427 25,443,57 25,16+2,85
(mg/dl)
6.giin 84,6+30,6 26,77+3,34  60,25+21,6 75,28+27,5
p 0.026 0.075 0.027 0.027
idrar NGAL Bazal 73,97 +53.43 104,44+30,6  71,71+31,11 130,9+33,6
(ng/ml)
6.giin  132,44+61,8  103,93+42.3 117,35+43,92  208,98+96,9
p 0,022 0,345 0,028 0,028
idrar KiM-1 Bazal  59.22+14.24  62,65+9,36 84,25+23,67 88,26+27,55
(pg/ml)
6.giin  158,6+21,01  60,54+12,41 133,2+33,90 176,9+47,97
p 0,025 0,60 0,028 0,028

RN+I/R:Sag nefirektomi ve iskemi/reperfiizyon grubu, RN+K+1/R:Sag nefrektomi karvedilol ve
iskemi reperfiizyon grubu,RN+N+1/R:Sag nefiektmi nebivolol ve iskemi reperfiizyon grubu
S:sham kontrol grubu.Gruplar kendi icinde (0. ve 6. giinler aras: degerler) Wilcoxon Signed Rank
Test ile karsidastiriddi.p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.Degerler ortalama + standart sapma

olarak verildi.
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W KREATIN_BAZAL
B KREATIMN_E.GUM

Mg/dl

RM+K+IR

Grup

Sekil 6. Bazal ve 6.giin serum Cr diizeyleri bakimindan gruplarin karsilastiritimasi
(S-Kontrol grubu haricinde diger tiim gruplarda p<0.05)

40

Mg/dl

20+

00 T T T
RN+IR =1 RH+K+HR RM+M+IR

Grup

Sekil 7. Bazal ve 6. giin serum Cr diizeyleri arasi mutlak degisim (A Serum Cr)
acisindan gruplarin karsilastirilmasi (S-Kontrol grubu ile diger gruplarin
calisma sonu mutlak fark degerlerinin karsilastirilmasinda p<0.05)
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W GFR_BAZAL
B GFR_G.GUN

Miidk

RMH+H+IR

Grup

Sekil 8. Bazal ve 6.giin GFR (ml/dk/100gr VA) diizeyleri bakimindan gruplarin
karsilagtirilmasi (S-Kontrol grubu haricinde diger tiim gruplarda p<0.05)
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Sekil 9. Bazal ve 5. giin serum GFR (ml/dl/100gr VA) diizeyleri aras1 mutlak
degisim (A Cr Klirensi) agisindan gruplarin karsilastirilmasi. (S-Kontrol
grubu ile diger gruplarin calisma sonu mutlak fark degerlerinin
karsilastirilmasinda p<0.05)
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Sekil 10. Bazal ve 6.glin serum BUN diizeyleri bakimindan gruplarin

karsilagtirilmas1 (S-Kontrol grubu haricinde diger tiim gruplarda
p<0.05)
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Sekil 11. Bazal ve 6. giin serum BUN diizeyleri arasi mutlak degisim (A BUN)

acisindan gruplarin  karsilastirilmasi.  (S-Kontrol grubu ile diger

gruplarin ¢alisma sonu mutlak fark degerlerinin karsilastirilmasinda
p<0.05)
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Sekil 12. Bazal ve 6.giin 24 saatlik idrar NGAL diizeyleri bakimindan gruplarin

karsilastirilmasi  (S-Kontrol grubu haricinde diger tiim gruplarda
p<0.05)
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Sekil 13. Bazal ve 6. giin 24 saatlik idrar NGAL diizeyleri aras1 mutlak degisim
(A NGAL) acisindan gruplarin karsilastiriimasi(S-Kontrol grubu ile

diger gruplarin  ¢alisma sonu mutlak fark  degerlerinin
karsilastiritlmasinda p<0.05)
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Sekil 14. Bazal ve 6.giin 24 saatlik idrar KIM-1 diizeyleri bakimindan gruplarin

karsilagtirilmast (S-Kontrol grubu haricinde diger tiim gruplarda
p<0.05)
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Sekil 15. Bazal ve 6. giin 24 saatlik idrar KIM-1 diizeyleri aras1 mutlak degisim
(A KIM-1) agisindan gruplarin karsilastirilmasi(S-Kontrol grubu ile
diger gruplarin  c¢alisma sonu mutlak fark  degerlerinin
karsilagtirilmasinda p<0.05, RN+I/R ile RN+K+I/R grubu mutlak fark
degerlerinin karsilagtirilmasinda p<0.05 )
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Doku diizeyi oksidatif stres belirteglerinden SOD, NOS ve Katalaz
belirteglerinin istatiksel olarak gruplar arasi farkliliklarmin olmadigi goriilmekle
beraber, izole iskemi reperfiizyon yapilan RN+I/R grubunda,SOD ve Katalazin
kontrol S grubuna gore azaldigikarvedilol ve nebivolol verilen RN+K+I/R ve
RN+N+I/R gruplarinda ise bu azalmalarin nispeten daha az oldugu goriildii.ilag
verilen gruplar arasinda ise degerler birbirine ¢ok yakindi ve aralarinda istatiksel
farklilik bulunamadi. Renal doku NOS diizeyine bakildiginda nebivolol verilen
RN-+N+I/R grubunda diger gruplara gore artis saptanirken istatiksel olarak anlami
bulunmadi.GST enzimi izole iskemi yapilan RN+I/R grubunda kontrol S grubuna
gore belirgin azalirken ilag verilen RN+K+I/R ve RN+N+I/R gruplarinda bu
azalmanin daha az oldugu goriildii ve RN+I/R grubu ile karsilastirildiklarinda
istatiksel olarak anlamli bulundu. ilag verilen gruplar arasinda ise degerler
birbirine ¢ok yakindi ve aralarinda istatiksel farklilik bulunamadi. MDA belirteci
icin gruplar arasi istatiksel farklilik olmakla beraber, S kontrol grubuna gore en
fazla artisin izole iskemi reperfiizyon yapilan RN+I/R grubunda oldugu
goriildii.Karvedilol ve nebivolol verilen RN+K+I/R ve RN+N+I/R gruplarinda ise
bu artisin daha az oldugu goriildii ancak RN+I/R grubu ile karsilastirildiklarinda
anlamli fark bulunmadi..llag verilen gruplar arasinda ise degerler birbirine ¢ok

yakind1 ve aralarinda istatiksel farklilik bulunamadi (Tabo 4,Sekil 16-20).
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Tablo 4. Doku diizeyi oksidatif stres belirteglerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

RN+I/R S RN+K+I/R RN+N+I/R P

SOD 108,9+141,8 126,4+148,8  119,7+140,9 113,7+132,6 0,213
(1IU/mgprotein)

KATALAZ 547,74228,4  752,084118,04 573,1£85,2 604,07£122,6 0,126
(1U/mgprotein)

GST 0,042+0,007*"  0,072+0,015  0,063+0,015* 0,058+0,007° 0,004
(1U/mgprotein)

MDA 0,62+0,78% 0,049+0,034*°¢  0,24+0,11° 0,23+0,086° 0,02
(mikromol/grprotein)

NOS 1,46+4,57 -1,70+6,53 1,51+9,81 4,91+4,61 0,416

(1U/grprotein)
RN+I/R:Sag nefrektomi ve iskemi/reperfiizyon grubu, RN+K+1/R:Sag nefiektomi karvedilol ve
iskemi reperfiizyon grubu,RN+N+1/R:Sag nefrektmi nebivolol ve iskemi reperfiizyon grubu S:sham
kontrol grubu.Gruplar kendi icinde Wilcoxon Signed Rank Test ile karsilastrildip<0.05 degeri
anlamli kabul edildi.Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Ayni harfle isaretlenen
gruplar arasindaki fark anlamhidir.
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Sekil 16. Doku diizeyi SOD (Siiperoksit dismutaz) enzim diizeyinin gruplar arasi
karsilastirilmasi.(p:0,213)
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17. Doku diizeyi katalaz enzim diizeyinin gruplar arasi
karsilagtirilmasi.(p:0,126)
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Sekil 18. Doku diizeyi GST (Glutatyon-s-transferaz) enzim diizeyinin gruplar

arast karsilagtirtlmasi. (RN+I/R ile S grubu arasi p: 0,002, RN+K+I/R
ile RN+I/R grubu arast p: 0,005 RN+N+I/R ile RN+I/R grubu arasi

p:0,009)
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Sekil 19. Doku diizeyi MDA (Malondialdehit) diizeyinin gruplar arasi
karsilastirilmasi. (RN+I/R ile S grubu arasi p :0,006 RN+K+I/R ile S

grubu arasi1 p :0,006 RN+N+I/R ile S grubu aras1 p:0,003)
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Sekil 20. Doku diizeyi NOS (Nitrik oksit sentaz) enzim diizeyinin gruplar arasi

karsilastirilmasi (P:0,416)
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Gruplarin kortikal ve mediiller konjesyon, tiibiiler nekroz, dilatayson ve
intertisyel inflamasyon siddeti ve yayginligi tablo 5’te verilmistir.

Kontrol grubuna ait tiim ratlarin bobrek dokusunun, Hematoksilen-eozin
(HE) boyas: ile 151k mikroskobik degerlendirilmesinde hafif derece mediiller
konjesyonlar1 oldugu goriildii. Tibiiliislerde ciddi dilatasyon, dejenerasyon,
nekrotik degisiklik bulgularin ve intertisyel inflamasyonun olmadigi goriildii.

RN+I/R grubuna ait ratlardan {i¢ tanasinde ciddi, iki tanasinde orta ve bir
tanesinde hafif, hem mediiller hem de kortikal konjesyon oldugu goriildii. Tibiiler
dilatason ve inflamasyon bulgularin olmadigi, ancak (¢ tanasinde orta bir
tanasinde hafif tiibiiler nekroz saptandi.

RN+K+I/R grubundaki ratlardan bir tanesinde orta derecede mediiller ve
kortikal konjesyon saptanirken, dort tanesinde hafif mediiller nekroz goriildi. Dort
tanesinde hafif tiibiiler dilatasyon saptanirken,iki tanesinde de hafif tiibiiler nekroz
saptandi ve {i¢ ratta intertisyel inflamasyon saptandi.

RN+N+I/R grubundaki ratlardan ii¢ tanasinde orta derecede kortikal ve
mediiller konjesyon ii¢ tanesinde de hafif mediiller konjesyon saptandi. Ug
tanasinde hafif derecede tiibiiler dilatasyon saptanirken ii¢ tanesinde orta derecede
tiibiiler nekroz saptandi ve bir ratta intertisyel inflamasyon bulgular1 vardi.

HE ile boyanmis bobrek dokusu kesitlerinde kontrol sham (S)
grubunundaki normale yakin kortikal parankim ve goz ardi edilebilecek diizeyde
(skor 0) mediiller konjesyon resim la ve 1b’de, RN+I/R grubundaki tiibiiler

nekroz(skor 2) ve mediiller ve kortikal konjesyon alanlari(skor 3) resim 2a ve 2b
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ve 2¢ ‘de, RN+K+I/R grubuna ait hafif derecede tiibiiler nekroz ve hafif derecede
kortikal konjesyon alanlari resim 3a ve 3b’de, RN+N+I/R grubuna ait rta derecede
mediiller konjesyon (skor 2) ve orta derecede tiibiiler nekroz alanlar1 resim 4a ve

4b’ de goriilmektedir.

Tablo 5. Gruplarin kortikal ve mediiller konjesyon, tiibiiler nekroz,dilatayson ve
intertisyel inflamasyon siddeti ve yayginligi

SKOR o|11(21|3|0 |1 |2 |3 |0f1]|2|3|0 |1 |23
S KONTROL - |6 |- |- 16 |- - - 6 |-1-1-16 |- 1-1-
(N:6)

RN+N+I/R -3 (3 |-1|5 |1 |- |- |1]2(3]-13 |3 |- |-
(N:6)

RN+I/R:Sag nefrektomi ve iskemi/reperfiizyon grubu, RN+K+1/R:Sag nefrektomi karvedilol ve
iskemi reperfiizyon grubu,RN+N+1/R:Sag nefrektmi nebivolol ve iskemi reperfiizyon grubu
S:sham kontrol grubu. Kortikal ve mediiller konjesyon:yok ya da gozardiedilebilir derecede (skor
0, X400 biiyiitmede fark edilen konjesyon), hafif derecede (skor 1, X200 biiyiitmede fark edilen
konjesyon), orta derecede (skor 2, X100 biiyiitmede fark edilen konjesyon), siddetli derecede (skor
3, x40 biiyiitmede fark edilen konjesyon) Tubiiler nekroz, tubiil epitelindeki sitoplazmik sisme,
tubiiler dilatasyon ve interstisyal inflamasyon:semikantitatif olarak etkilenen parankim alan

(patolojinin izlendigi parankim alani/toplam alan) degerlendirilerek 0 ile 3 arasinda su gekilde
skorlandi (0:yok, 1: hafif <%25, 2: orta %25-50, 3: siddetli >%50)

Gruplar ici bobrek hasarlarina bakildiginda tiibiiler dilatasyon ve
inflamasyon skorlarinin gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli farklilik
yaratmadig,kortikal ve mediiller konjesyon ile tiibiiler nekroz skorlarininsa S
kontrol grubu ile karsilastirildiginda diger tiim gruplarda artmis olmakla beraber,
RN+I/R grubunda belirgin arttigt saptandi ve istatiksel olarak anlamh

bulundu.Karvedilol verilen RN+K+I/R grubunda tiibiiler konjesyon bulgularinin
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skorlamasinda RN+I/R grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede azaldigi
saptand1 ancak tiibiiler nekroz skorlamasinda hasar derecesinin azalmis olmasina
ragmen istatiksel agidan anlamli bulunmadi.Nebivolol verilen RN+N+I/R grubu
ile RN+I/R grubu karsilastirildiginda,tiibiiler nekroz ve konjesyon bulgularinin

birbirine yakin oldugu goriildii ve istatiksel agidan anlamli bulunmadi.

Resim 1a. Sham(S) kontrol grubu normale yakin gériiniimde kortikal parankim
hematoksilen eozin X 200
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Resim 1b. Sham(S) kontrol grubu Gozard: edilebilir diizeyde (skor 0) mediiller
konjesyon, hematoksilen eozin X 200

Resim 2a. RN+I/R grubu Tubiil epitelinde sisme ve multifokal odakta, >1 tubiil
kesitini etkileyen tubiiler nekroz(Skor 2) (ok), peritubiiler ve
glomeriiler kapiller konjesyon, ,hematoksilen eozin X 200
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Resim 2b. RN+I/R grubu Hemen tiim tubiil kesitlerinde izlenen, genis tubiiler
nekroz alanlar1, hematoksilen eozin X 200

Resim 2c. RN+I/R grubu, siddetli derecede mediiller konjesyon (skor 3),
hematoksilen Eozin X 200
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Resim 3a. RN+K+I/R grubu normale yakin kortikal parankimde, tubiil limenine

dokiilmiis epitel hiicreleri seklinde izlenen izole tubiiler nekroz odag:
(ok), hematoksilen eozin X 200

Resim 3b. RN+K+I/R grubu, hafif derecede mediiller konjesyon (skor 1),
hematoksilen eozin X 200
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Resim 4a. RN+N+I/R grubu, orta derecede mediiller konjesyon (skor 2),
hematoksilen eozin X 200

Resim 4b. RN+N+I/R grubu, kortikal parankimde bir grup tubiilde, konfliien
tubiiler nekroz, hematoksilen eozin X 200.
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5. TARTISMA

Bobrek hipoperfiizyonuna bagli iskemik ABY toplum kaynakli ABY nin %
70’ini, hastane kaynakli ABY’ nin ise %40’mi olusturur. (84) Bu kadar sik
karsilasilan bir durum olmasi nedeniyle, renal iskemi ve sonrasinda olusturulan
reperflizyon hayvan modelleriyle bir¢ok ¢alisma yapilmis, ve degisik ilaglarin bu
hasar1 6nlemedeki etkileri ortaya konmustur.

Iskemi, doku perfiizyonunun saglanamamasi neticesinde, oksijen (02) ve
diger substratlarin dokulara yeterli diizeyde saglanamamasidir. Baslangicta
etkilenen hiicreler geri doniistimlii doku hasar1 fazina girerler, ancak iskemi siiresi
arttik¢a, etkilenen hiirelerin geri doniisiimsiiz hasara ugramalar1 kaginilmaz olur.
Bu hiicrelerde doku perflizyonu saglansa bile doku hasar1 kalicilik gosterir (31).
Gegici iskemi sonrasi olugan doku hasar1 ve fonksiyon kayiplari, degisik
fizyopatolojik olaylarin birlikte ve birbiriyle iligkili olan reaksiyon zincirleriyle
olusur. Bunun yaninda hasar goren iskemik dokunun iyilesmesi i¢in mutlaka
reoksijenizasyona, yani reperfiizyona ihtiyact vardir. Fakat reperfiizyon ile,
iskemik dokudaki hasara, ek bir hasar eslik etmekte ve bu hasarin tiimiine iskemi—
reperfiizyon hasart denilmektedir (29). Bir baska deyisle iskemik dokunun
reperfiize edilmesi, doku canlilig1 i¢in zorunlu olsa da reperfiizyonun ek bir hasara
yol agmasi kagiilmazdir (28). iskemi ve sonrasindaki reperfiizyon ile olusan
doku hasarindan serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmus, ve lipid
peroksidasyonu, protein veya nukleik asit molekiillerin ¢apraz baglarinin
degredasyonuna yol agarak hiicreye bir¢cok zarar verdikleri gosterilmistir (49).

Buradaki asil dikkat edilmesi gereken ise, iskemi siiresince geri doniisebilen hiicre
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hasar1 fazinda olan dokular, reperfiizyonla nekrotik hale gelebilmektedir (85).
Hiicre ici ve dis1 antioksidan sistemlerin bu baglamda 6nemli oldugu vurgulanmis
olup, dokulardaka iskemi reperfiizyon hasari, birgok arastirmaci i¢in giincel bir
konu olmustur.

Bu calismamizda iskemi/reperfiizyon hasari olusturulan rat modelllerinde,
giiniimiizde sik¢a kullandigimiz karvedilol ve nebivolol ilaglarini test ederek, daha
once kanitlanmis antioksidan etkilerini, iskemi reperfiizyon hasar1 iizerinde
arastirdik. Sonuglarin ortaya konmasinda daha once yapilan ¢alismalardan farkl
olarak, konvansiyonel ABH belirtegleri (BUN, Cr) ile, yeni biyolojik belirtegleri
(NGAL, KIM-1) de biyokimyasal a¢idan karsilastirmali olarak kullandik. Ek
olarak I/R hasarinda doku diizeyindeki antioksidan savunma enzimleri ve doku
hasar1 belirteci dlizeyleri ile histopatolojik incelemeler yapildi ve tiim bu verilerle,
iki antioksidan ila¢ olan karvedilol ve nebivolol ilk kez karsilastirilmis oldu.

Oncelikle, nebivolol selektif bir p1 reseptoér blokérii olmasi yaninda NO
aracili vasadilator etkileri olan bir antihipertansiftir (18). Bunlara ek olarak proton
vericisi ve elektron stabilleyici etkisi ve SOR’ni direk temizleyerek oksidatif stresi
azalttifi, endotel disfonksiyonunu Onledigi, renal fibrozisi azalttigi, yapilan
calismalarda gosterilmistir  (19,20,66). Nebivololin NO aracili etkilerine
deginecek olursak, dncelikle NO kaynagi olan, NOS’un (Nitrik oksit sentaz) her
i¢ izoformunun da bobrekte NO sentezine katildiklar1 gosterilmistir. Bunlardan;
eNOS izoformu; renal arteriyoler endotelde, nNOS izoformu; makula densada ve
INOS izofomu ise afferent arteriyollerin preglomeruler kismindan salinmaktadir.

Nebivolol, endoteliyal inositol trifosfat metabolizmasimin aktivasyonuyla
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intraseliiler kalsiyumu harekete gegirir ve sonugta eNOS (endoteliyal nitrik oksit
sentaz) aktivasyonuna yol agar ve artan NO diizeyinin net etkisi bdbrekte
natriiirez, diiirezin ve renal glomeriiler perfiizyonun arttirmasidir (57,59). Iskemi
ve sonrasinda reperfiizyon hasart ile birlikte SOR’nin yol actigi endotel
disfonsiyonu ve SOR ile NO tepkimesi, fonksiyonel olarak NO eksikligine yol
acar. Yapilan caligmalar, iskemi sonrasi erken reperflizyon doneminde,
inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinlerin iNOS’u (indiiklenebilir nitrik asit
sentaz) uyardig1 ve NO diizeyini pik seklinde arttirdigini gostermistir. Ancak es
zamanl artan SOR ile NO’in tepkimeye girerek peroksinitrit (ONOO-) formatina
dondiigiiniic ve ONOO-‘in hiicre ve membran bilesiklerine zarar verdigini de
ortaya konmustur (93,94). Bu sebeple hayvan modelli ¢alismalar tizerinde ¢esitli
dokularda iskemi reperfiizyon hasari olusturulmus ve selektif iNOS inhibitorleri
kullanilmistir. Benzer ¢alismalardai Mark ve arkadaslar1 (95) ve Qi ve arkadaslar
(96) ratlarda ve maymunlarda renal iskemik reperfiizyon modeli olusturmuslar ve
selektif iINOS inhibitorii kullanarak renal fonksiyonlar {iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Sonug¢ olarak tedavi verilen grupta kontrol grubuna gore bobrek
fonsiyon testlerinde belirgin artis ve plazma NO diizeylerinde azalma tespit
etmislerdir. Tsuchihashi ve arkadaslar1 (97) rat karacigerinde iskemik reperfiizyon
hasar1 yaparak iNOS inhibit6rii kullanmislar ve sonuglarinda kontrol grubuna gore
karaciger fonksiyon testlerinde ve karaciger histopatolojik bulgularinda iyilesme
tespit etmislerdir. Yapilan bu ve benzer c¢alismalar gdstermistir ki reperfiizyon
sonras1 iNOS aktivitesinde artis ve NO diizeylerinde belirgin yiikselme ve SOR

ile NO tepkimesi sonucu olusan peroksinitrit (ONOO-) I/R hasarini arttirmaktadir
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ve ayn1 zamanda fonksiyonel NO eksikligine neden olmakta ve bunun sonucunda
da renal sempatik aktiviteyi arttirarak bobreklerde aktivitesi en fazla olan B1
reseptorii lizerinden etkisini gostermekte ve sonug olarak renin sekresyonunu
uyarirmaktadir (38). Nebivololun I/R hasarinda etkilerine bu gercevede bakarsak,
B1 reseptdr blokori etkisiyle renin salinimi azaltirken, eNOS aktivitesini artirarak,
NO salmimmiyla AT2 ye karsi olusan vaskiiler cevabi azaltarak, bobrek ve
glomeriiler perflizyonu arttirir ve endoltel disfonksiyonunu onler (38). Ayni
zamanda endotel hasarina bagli eNOS c¢oziilmesini de engelliyerek, NO
biyoyararlanimini arttirir ve sistemik antikosidan, ve serbest oksidan ajan
temizleyici etkisi de kanitlanmustir (19,74). Mason ve arkadaslarinin(66)
hipertansif rat modelinde yaptiklar1 ¢alismada nebivololun endotelyal
disfoksiyonunu onledigi, eNOS stabilizasyonu sagladigi ve kontrol grubuna gore
NO/ONOO- oraninda anlaml artis saglayarak NO biyoyararlanimini arttirdigi
gosterilmistir. Bu oranin azalmasinda nebivololun O2- radikalini temizlemesinin
etkisi oldugu agiktir. Toprak ve ark. (45) sicanlarda kontrast madde nefropatisinde
nebivololiin etkilerini arastirmiSlardir. Nebivololiin renal nitrik oksit salgisini
arttirmasi, renal plazma akimi ve glomeriiler filtrasyon hizinda artis saglamasi,
renin anjiyotensin aldosteron sistemini  baskilamasi, anjiyotensin 2’nin
inhibisyonu, endotelin-1 seviyesini azaltmasi ve antioksidan 6zellige sahip olmasi
gibi 6zelliklerinden dolayi tercih edildigini rapor etmislerdir. Toprak ve ark. (45)
kontrast madde vererek olusturmus olduklar1 nefropati ¢alismalarinda; 2 mg/kg
dozunda nebivolol verilmesinin nefropati olusturulan grubun sonuglarina goére

medullar tikaniklik, protein atilimi ve tiibiiler nekrozu azalttigi, sistemik ve renal
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oksidatif streste azalmaya yol agtigi, mikroproteiniiride azalma ve bdbrek nitrit
seviyelerinde artisa neden oldugunu rapor etmislerdir. Groot ve ark.’nin (2) rat
aortalarinda yapiklar1 ¢alismada nebivololiin SOR kaynakli endotelyal hasari
azaltt1g1 ve bu etkisini kendi molekiiler etkisiyle direk SOR temizleyici 6zelligine
baglamiglardir. Bir baska calismada Gandhi ve ark. (37) ratlarda renal iskemi
reperfiizyon modeli uygulamislar ve nebivololiin etkilerini incelemislerdir.
Kontrol I/R grubuna gore nebivolol verilen grupta, serum Kreatin ve bun
degerlerinin anlamh 6lgiide diistiigii, doku diizeyi MDA seviyelirinin azaldig ve
SOD seviyerinin ylikseldigi gosterilmistir. Doku diizeyi katalaz ve GST enzim
aktitelerinde ise anlamli degisiklik saptanmamustir.

Karvediloliin antioksidan mekanizmalarindan bahsedilicek olursa, yapilan
calismalarda  oksijen radikalalleriyle iligkili  hiicre = membran1 lipid
peroksidasyonunu kimyasal, enzimatik ve hiicre i¢i sistemlerle engelledigi
gosterilmistir (73). Ayrica yiiksek lipofilik ¢6ziiniirliigii nedeniyle, hiicre lipid
membranlarina kolaylikla gecebilmekte ve bu etkilerini direk yag asidi
peroksidasyonunun oldugu bu olanda gostermekte ve endojen antioksidanlardan
glutatyon (GSH) ve vitamin E miktarlarini arttirarak etki etmektedir (76). Yapilan
iskemik-reperfiizyon hasar1 ¢alismalarinda iskemik bolgeye nétrofil gégiinii ve
aktive noétrofillerden salinanan myeloperoksidaz ve NADPH oksidaz aktivitesini
azaltarak iskemik doku hasarini azalttigi gosterilmistir (68,74). Ek olarak
grantilosit-makrofaj koloni uyarici faktorii (GM-CSF) ile uyarilan ve inflamasyon
tetikliyici olarak goérev yapan IL-10 ve NFkB reseptor modifikasyonuyla da T

hiicre aktivasyonlarini azalttigi gosterilmistir (61,62). Singh ve ark (14) renal I/R
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modeli ile yaptiklart c¢alismada, karvedilol verilen grupta, izole iskemi ve
reperflizyon yapilan gruba gore borek fonksiyon testlerinde anlamli diizelme, ve
doku diizeyi antioksidan enzimlerden SOD, katalaz ve GSH enzim diizeylerinde
artig, ve lipid perosidasyonunu gosteren dku diizeyi MDA seviyelerinde anlaml
azalma tespit etmisler ve karvedilolun I/R hasar1 sonrasi olusan oksidatif stresi
azaltmadaki roliinii ortaya koymuslardir. Hayashi ve ark. (98) renal I/R modelinde
reperfiizyon sonrasi kardevilolun uzun zamanli etkilerini incelemisler ve
reperfiizyon sonrasi 7.glinde karvedilolun tedavi verilmeyen kontrol I/R grubuna
renal fonksiyon testlerinde anlamli diizelme ve histopatolojik skorlamada iyilesme
sagladigini ortaya koymuslardir. Ayn1 zamanda bir oksidatif DNA hasar belirteci
olan,8-OHAG biyolojik belirtecini kullanmiglar ve karvedilol tedavisi verilen
grupta izole I/R yapilan gruba gore anlamli diislis tespit etmislerdir. Ayrica
TUNEL analiz yontemiyle proximal tiibiillerdeki apoptotik indeksi dl¢miisler ve
karvedilol wverilen grupta anlamli azalma tespit etmislerdir. Boylelikle
karvediloliin antioksidan ve apopitozise bagli hiicre hasarin1 Onleyici etkisini
vurgulamuslardir. Bir baska ¢alismada yine Hayashi ve ark (99) renal iskemi
reperfiizyon modelinde karvedilol ve metoprolol etkilerini karsilagtirmislar ve
cerrahi islem sonrasi uzun etkilerini incelemislerdir. Karvedilol ile tedavi verilen
grupta cerrahi iglem sonrasi iki ve dordiincii giinlerde serum kreatin diizeylerinde
kontrol ve metoprolol grubuna gore anlamli azalma tespit etmislerdir. Parlaktas ve
ark. (100) Rat testislerinde torsiyon uygulayarak testislerde I/R hasart modeli
olusturmuslar ve karvedilol tedavisinin etkilerini incelemislerdir. Yaptiklari

calismada karvedilol verilen grupta izole testis I/R yapilan gruba gore serum ve
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testis dokularinda antioksidan enzimlerden SOD ve GSH-Px’in anlaml diizeyde
artis ve doku MDA diizeylerinde anlamli azalma tespit etmisler ve karvedilolun
antioksidan etkilerini ortaya koymuslardir. Ancak histopatolojik agidan anlaml
fark bulamamuislardir.

Biz de yaptigimiz bu c¢aismada nebivolol ve karvedilolin benzer
calismalardaki etkilerini, renal I/R hasar1 olusturarak inceledik. Bu ¢alismalardan
farkli olarak, bobrek fonksiyon testlerini, yeni biyolojik belirteglerle
karsilastirarak test ettik.Ayni zamanda bdbrek histopatolojisindeki degisimleri ve
doku diizeyi oksidatif stres belirteglerini degerlendirerek karvedilol ve
nebivololiin I/R hasarinda birbirleri {izerine istiinliiklerini gérmek istedik.
Ratlarla yapilan deneysel hayvan modellerinde 45 ve 60 dakikalik iskemi
uygulandiginda iskemik hasar olustugu gosterilmistir. Deneklerde inflamasyon
erken baslamakla birlikte

histopatolojik degisiklikler en erken 24 saat sonra ortaya ¢ikmaktadir. Biz de
calismamizda 45 dakikalik iskemi uygulayarak 24. saatlerinde iskemik hasar
degerlendirmesi yaptik (14,37) ve renal I/R hasar1 modelinde benzer
caligmalardaki karvedilol ve nebivolol dozlarmi (2mg/kg/giin) 5 giin boyunca ve
I/R hasar1 30 dakika 6ncesi uyguladik (14,45).

Yaptigimiz calismada gruplar arasi bazal Bun, kreatin, CrCl, NGAL
diizeylerinde anlaml fark olmazken KIM-1 diizeylerinde bazal degerler agisindan
gruplar arasi1 fark saptandi. Renal I/R hasarinin konvansiyonel bobrek fonksiyon
testlerinde ve benzer sekilde yeni biyolojik belirteclerde anlamli diizeyde artisa

yol agtig1 ve CrCl de azalmaya neden oldugunu gordiik. Oncesinde antioksidan
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etki mekanizmalar1 ve I/R hasarinda bobrek fonksiyon testlerini iyilestirici etkisi
yapilan caligmalarla gosterilmis olan karvedilol ve nebivolol’iin (14,37,99) bu
degerler lizerine etkilerine bakildiginda litaratiirdeki benzer ¢aligmalara paralel
sekilde serum Cr ve BUN degerlerinde, idrar NGAL seviyelerinde azalma ve
CrCl’lerinde artis tespit ettik ancak istatiksel olarak anlamlilik bulamadik. iki ilag
birbirleriyle karsilastirildiginda ise karvedilol tedavisinin bu belirtegler iizerinde
daha iyi sonug¢ verdigi goriilmiis olup yine istatiksel olarak anlamlilik goremedik.
KIM-1 diizeylerinde ise karvedilol verilen grupta izole iskemi verilen gruba gore
anlamli iyilesme saptandigir goriilmiis olup nebivolol verilen grupta bu fark
goriilmemistir. KIM-1  diizeyleri haric bu farklarin anlamh  diizeye
ulagmamasinda, ¢aligmaya alinan rat sayisinin da etkisi oldugu diisiinilmiistiir.
Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nca daha fazlasina izin
verilmediginden, c¢alismamiz ancak altisar rathik gruplarla yiirtitilmistiir.
Literatiirde benzer hayvan c¢alismalarinda sekiz ve on rattan olusan gruplar
tizerinde ¢alisilmig oldugunu goriilmektedir. (14,99).Bir baska husus ABH ° da
yeni biyolojik belirteglerden olan iiriner NGAL ve KiM-1‘in bdbrek
fonksiyonlarini noninvaziv bir metod olarak tespit etmekte en az konvensiyonel
belirtecler kadar etkili ve glivenilir oldugu gorilmiistir.

Doku diizeyi oksidatif stres belirteglerinden SOD ve Kkatalaz enzim
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli farklilik olmamasina ragmen karvedilol ve
nebivolol verilen grupta I/R yapilan gruba gore enzim diizeylerinde artis
gorlilmiistiir. Bu artis bir bagka antioksidan enzim olan GST diizeylerinde ilag

verilen gruplarda istatiksel olarak anlamli bulunmus olup karvedilol verilen grupta
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nebivolol verilen gruba gére daha yiiksek bulunmustur. RN+I/R grubunda SOD
ve katalaz enzim diizeylerindeki azalmanin istenilen diizeyde olmamasi, renal
iskemi siiresiyle iligkili olabilmektedir. Ozellikle kisa zamanli (30 dakika) I/R
modellerinde SOD aktivitesinde artis olmadig1 buna karsin 60 ve 90 dakika gibi
uzun iskemi uygulanan I/R modellerinde anlamli SOD artis1 oldugunu ve doku
diizeyinde azalma tespit edilen ¢alismalar mevcuttur (101). Dolayisiyla uygulanan
iskemi siiresi SOD aktivitesinin  belirginlesmesinde ¢ok Onemli gibi
goriinmektedir. Calismamizda ratlara 45 dakikalik renal iskemi uygulanmis olup
SOD aktivitesini yansitan I/R grubundaki azalmanin beklenildigi gibi olmamasi
bu uygulanan siireyle iliskili gériinmektedir. GST enzim diizeylerindeki artis ise
literatiirdeki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Renal I/R sirasinda iiretilen
serbest radikaller lipid peroksidayonu ile yapisal ve fonksiyonel olarak hiicre
hasarina neden olurlar. Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak en sik
kullanilan ve doku hasar1 konusunda fikir veren bu molekiillerden birisi MDA dur.
Calismamizda izole iskemi yapilan RN+I/R grubunda diger gruplara gore
istatiksel olarak anlaml1 artis saptanmistir. ilag verilen RN+K+I/R ve RN+N+I/R
gruplarinda ise bu artisin daha az oldugu goriilmiis olup istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir ancak hem karvediloliin hem de nebivololiin doku diizeyi MDA
seviyelerini literatiirdeki c¢alismalara benzer sekilde (13,14,37,100) azalttig1
goriilmiistiir. Istatiksel farkliligin olmamasinda c¢aligmaya alman gruplardaki
hayvan sayilariyla iligkilendirilebilir.

Calismamizda I/R hasar1 sonrasi histopatolojik bulgular incelendiginde S

(kontrol) grubuna gore izole iskemi yapilan RN+I/R grubunda kortikal-mediiller

59



konjesyon ve tiibiiler nekroz skorlamalarinin istatiksel olarak anlamli artis
saptandi. Karvedilol tedavisi verilen RN+K+I/R grubunda kortikal konjesyon
bulgularinin RN+I/R grubuna gore azaldigi saptandi ve istatiksel olarak anlamli
bulundu, ancak tiibiiler nekroz skorlamasinda hasar derecesinin azalmis olmasina
ragmen istatiksel agidan anlamli bulunmadi. Nebivolol verilen RN+N+I/R grubu
ile RN+I/R grubu karsilastirildiginda ise, tiibiiler nekroz ve konjesyon
bulgularimin birbirine yakin oldugu goriildii ve istatiksel agidan anlamh
bulunmadi.

Bu c¢alisma, I/R hasarinda antioksidan etkileri Oncesinde kanitlanmis
karvedilol ve nebivololii karsilastiran ve bu iki ilacin renal I/R modelinde
etkilerini yeni biyolojik belirte¢leri kullanarak gosteren ilk ¢alismadir.
Calismamizda, ozellikle karvedilolin KIM-1 ve doku diizeyi GST enzim
diizeyleri ile renal histopatoji lizerine istatiksel olarak anlamli etkileri 6n plana
cikarken, istatiksel olarak anlamli olmasa da diger bobrek fonksiyon testleri ve
antioksidan enzim sistemleri ilizerine olumlu etkileri goriilmiis olup ve lipid
peroksidasyon belirteci olan MDA ‘da azalmaya neden olmustur. Nebivolol igin,
tiim parametrelerde istatiksel anlamli sonu¢ bulunmasa da bobrek fonksiyonel
testleri ve doku diizeyi antioksidan enzimler diizeyinde olumlu etkileri ile MDA
seviyelerinde azalma tespit edilmistir. Ancak doku histopatolojisindeki etkileri
istatiksel olarak anlamsiz olup karvediloliin gerisinde kalmustir. Sonug¢ olarak
renal /R hasarinin  Onlenmesi ve azaltilmasinda gerek biyokimyasal
parametrelerde gerekse histopatolojik incelemelerde karvediloliin nebivolole

istiinliigii vardir. Calismaya elestirisel yonden bakacak olursak daha fazla hayvan
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denegiyle ¢alisilmasi halinde,her iki ilacin istatiksel olarak anlamli olmayan diger

parametrelerdeki olumlu etkilerinin daha net ortaya ¢ikacagi diisiniilmektedir.
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8. OZET

Akut bobrek yetmezligi klinikte sik olarak karsimiza ¢ikmakta, ¢cogu zaman
I/R hasar1 etyolojide rol oynamaktadir. Bu kadar sik goriilen renal I/R hasariin
patogenezinin aydinlatilmasi ve koruyucu bir tedavinin bulunmasi 6nemli olup, bu
konuda bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Calismamizda karvedilol ve nebivololiin profilaktik olarak kullaniminin,
renal I/R hasarindan koruyucu etkisinin olup olmadigmin gosterilmesi
amaglanmistir.

Bu calismada, her grupta altisar adet olmak {izere toplam 24 adet Wistar
albino rat dort gruba rastgele yontemle esit olarak dagitildi. Birinci grup Iskemi-
Reperfiizyon grubu, ikinci grup Sham kontrol grubu olup, bu gruplara, ilag verilen
gruplardakine esit hacimde su verildi. Ugiincii ve dérdiincii gruplar sirastyla
karvedilol ve nebivolol verilen gruplar olup, bes giin boyunca 2mg/kg dozunda
ila¢ verildi. Besinci giiniin sonunda, sham kontrol grubu haricinde tiim gruplara
laporotomi sonrasi sag nefrektomi yapilip sol renal artere klemp konarak 45
dakika boyunca iskemi uygulandi, ve 24 saatlik reperfiizyon sonrasinda
laporotomi yapilarak kan, bobrek dokusu ve idrar 6rnekleri 6rnekleri alindi. Sham
kontol grubuna ise laporotomi yapildiktan sonra bilateral renal pedikiiller goriiliip
iskemi-reperfiizyon hasar1 yapilmadi.

Tedavi etkinliginin degerlendirilmesi i¢in doku MDA, GST, Katalaz,NOS
ve SOD diizeyleri ile serum BUN, Kreatinin,idrar NGAL ve KIM-1 diizeyleri
olglildii ve GFR hesaplandi.Bulgularin analizinde,iskemi reperfiizyon hasarinin

bobrekte ciddi histopatolojik bulgular olusturdugu,GFR’yi azalttigi,doku diizeyi
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oksidatif stresi arttirdig1 ve bobrek fonksiyon testleri ve inflamatuar belirteclerde
artisa yol actig1 goriildii.Caligmada, 6zellikle karvediloliin KIM-1 ve doku diizeyi
GST enzim diizeyleri ile renal histopatoji lizerine istatiksel olarak anlamli etkileri
on plana c¢ikarken,istatiksel olarak anlamli olmasa da diger bobrek fonksiyon
testleri ve antioksidan enzim sistemleri iizerine olumlu etkileri goriilmiis olup,
lipid peroksidasyon belirteci olan MDA ‘da azalmaya neden olmustur. Nebivolol
igin, tiim parametrelerde istatiksel anlamli sonu¢ bulunmasa da bdobrek
fonksiyonel testleri ve doku diizeyi antioksidan enzimler diizeyinde olumlu
ctkileri ile MDA seviyelerinde azalma tespit edilmistir. Ancak doku
histopatolojisindeki etkileri istatiksel olarak anlamsiz olup karvediloliin gerisinde
kalmistir. Sonug olarak renal I/R hasarmin onlenmesi ve azaltilmasinda gerek
biyokimyasal parametrelerde gerekse histopatolojik incelemelerde karvediloliin
nebivolole istiinliigii vardir. Ayrica ABH tespitinde, non invaziv yontem olarak
yeni inflamatuar belirteglerin, geleneksel yontemler kadar etkin oldugu goriilmiis
olup, literatiirdeki erken hasarin tespitindeki rollerini de unutmamak gerekir. Bu
sonuclarin daha net ortaya konmasi icin,daha genis tabanli hayvan gruplariyla
caligilmasinin yarar1 olacaktir.

Anahtar kelimeler:

Renal Iskemi/ReperfiizyonHasar1, Karvedilol, Nebivolol, NGAL,KIM-1
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9. ABSTRACT

Acute renal failure is frequently encountered in clinical practice, most of the
time I/R injury plays a role as etiological. Elucidation of the pathogenesis of renal
I/R injury which has been encountered frequently and protective treatment of
renal I/R injury is important, there have been many studies on this subject.

In our study, the use of carvedilol and nebivolol as a prophylactic agent, was
aim to show whether the protective effect of renal I/R injury.

In this study, a total of 24 number, including six Wistar albino rats in each
group were evenly distributed randomly into four groups. Ischemia-reperfusion
group was the first group, second group was sham control group, to these groups,
those in the drug-treated group were given an equal volume of water. The third
and fourth groups are provided in groups respectively carvedilol and nebivolol,
were given drug 2mg/kg for five days. At the end of the fifth day, after
laparotomy, right nephrectomy operated to all groups except the sham control
group and ischemia was applied for 45 minutes by clamping the left renal artery
concomitantly. 24 hours after reperfusion, kidney tissue, blood and urine samples
were taken via laparotomy. Ischemia/reperfusion injury was not performed to the
sham control group and we have seen bilateral pedikiils in sham control group
after laparoskopi.

For evaluation of treatment efficacy tissue MDA, GST, katalaz, NOS, SOD
levels and serum BUN, kreatinin levels and urine NGAL, KIM-1 levels measured
and GFR was calculated. In the analysis of findings, was seen that ischemia

reperfusion injury that causes severe histopathological findings in the kidneys,
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decrease GFR, tissue oxidative stress level increases and lead to an increase in
inflammatory markers and renal function tests. In the study, especially
carvedilol’s meaningful effects have been prominent on the KIM-1, tissue GST
enzyme level and renal histopatology as istatistically, however, although that is
not statistically significant, positive effects was seen on other renal function tests
and antioxidant enzyme systems and led to a reduction in the MDA which is a
lipid peroxidation marker. Although there is no statistically significant results in
all parameters with using nebivolol, positive effects have been determined in renal
function tests and tissue antioxidant enzyme levels and found that MDA levels
have been reduced after nebivolol. But nebivolol’s effects have been insignificant
on the tissue histopatology as istatistically and has lagged behind of the
carvedilol. As a result, carvedilol has an advantage than nebivolol, for preventing
and reducing renal I/R injury both in biochemical parameters and in
histopathological examination. In addition, for the detection of AKI, of using new
inflammatory markers as a non-invasive method, were found to be as effective as
traditional methods and we must not forget the role of detection of early damage
in literature. To demonstrate more clearly of these results, working with more
broad-based group of animals will benefit.

Key words:

Renal ischemia reperfusion injury, carvedilol, nebivolol, KIM-1,NGAL
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