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KISALTMALAR
ABY: Akut bobrek yetmezligi SOD: Siiperoksit dismutaz
ACE: Anjiotensin konverting enzim TNF: Tiimor nekroz faktori

AMP: Adenin monofosfat

ATN: Akut tiibiiler nekroz

ATP: Adenin trifosfat

BUN: Kan iire nitrojeni

DNA: Deoksiribo niikleik asit

Fe™*: Demir

GFR: Glomeriiler filtrasyon hizi

ICAM-1: Interselliiler adezyon molekiilii-1
Ig: Immiinglobulin

IL: interldkin

I/R: Iskemi-reperfiizyon

K": Potasyum iyonu

MCP-1: Monosit kemoatraktan protein-1
MDA: Malondialdehit

MPO: Miyeloperoksidaz

Na": Sodyum iyonu

NaCl: Sodyum kloriir

NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid
NADPH: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat hidrojen
NO: Nitrik oksit

NSAID: Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar



GIRiS

Giliniimiizde goriilme siklig1 giderek artan ABY, 6nemli bir morbidite ve mortalite sebebi
olarak da karsimiza ¢ikmaktadir. ABY, hastaneye bagvuran hastalarin  %5’ini, yogun bakim
tinitelerindeki hastalarin %30’unu (14), kardiyopulmoner operasyon geciren hastalarin %4-
15’1ni (95) ve non kardiyojenik operasyonlarin ise %25-27’sini olusturmaktadir (67). 1950°de
hemodiyaliz kullaniminin baslamasi ile birlikte daha dnce ABY’e bagli mortalite %90 iken
%50’ye diismiistiir. Ancak son yarim yilizyilda, ABY’in patogenezi daha iyi anlasilmis
olmakla birlikte, mortalitenin azaltilmasinda pek bir gelisme saglanamamistir. Halen ABY’1i
hastalarda %50’ye varan bir mortalite s6z konusudur. Mortalite, multiorgan yetmezligi olan
hastalarda daha da artarak %80’lere kadar ulagmaktadir (84,95,100).

Akut Bobrek Yetmezligi, saatler veya giinler i¢erisinde ani olarak bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasi ve buna bagl olarak nitrojen6z maddelerin viicutta birikmesi ile karakterize bir
durumdur. Bobrek yetmezliginin agirligina ve siiresine bagli olarak, metabolik asidoz, su ve
elektrolit dengesinin bozulmasi gibi metabolik bozukluklar da tabloya eklenebilir. Bu
hastalarin %20-60’1nda diyaliz ihtiyaci olmaktadir (14,54,95).

Bu kadar sik goriilen, morbidite ve mortalitesi yiiksek olan ABY’de patogenezin
aydinlatilmasi, koruyucu ve tedavi edici yaklagimlar gelistirilmesi 6nemli olup, bu konuda
da bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Iskemik ABY, prerenal nedenlere ya da intrarenal mikrovaskiiler patolojilere bagli olarak
renal kan akimindaki bozulma nedeniyle ortaya ¢okar ve tedavi edilmediginde kronik bobrek
yetmezligine kadar ilerler (12,13,54,86). Iskemik ABY cogunlukla major kardiyovaskiiler
cerrahilerde, transplantasyonda, travma, sepsis ve voliim kaybi ile giden durumlarda goriiliir
(13,95). Renal transplantasyon isleminde de transplante edilecek greftin I/R hasarina degisen

diizeylerde maruz kalmasi, postoperatif donemde buna bagl greft fonksiyon gecikmeleri ve



hatta kayiplar1 sozkonusu olabilmektedir. Dolayisiyla bu prosediirde I/R hasarinin
Onlenmesine yonelik girisimlerin greft fonksiyonlarina ve greft yasam siiresine olumlu
etkilerde bulunmasi tartismasiz bir gergektir (36,87,97). Bu nedenle biiyilk ameliyatlar ve
renal transplantasyon Oncesinde akut renal I/R yaralanmasindan korunmak amaciyla uygun
bir profilaktik tedavinin bulunmasi akilc1 bir yaklagimdir.

Akut renal I/R yaralanmasinda oksidatif stres ve iltihabi hiicre birikimi hastaligin
fizyopatolojisinde 6nemli mekanizmalar1 olusturmaktadir. Renal I/R’da nétrofil infiltrasyonu
patofizyolojide 6nemli bir yer tutmakla birlikte son yillarda T hiicrelerinin ve sitokinlerin de
bu hasarda onemli bir medyator oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla T hiicre proliferasyonunun
inhibe edilmesi ve inflamatuar yanitta onemli bir role sahip TNF-a sentezinin inhibe
edilmesinin renal I/R yaralanmasinda olumlu degisimlere neden olabilecegi diisiiniilmektedir
(4,16, 21,28,30,34,40,47,61,76,91,102,103,105,106).

Everolimus renal transplantasyon hastalarinda immiinsiipresyon amaciyla yeni kullanima
giren makrolid grubu bir antibiyotiktir. Solid organ transplantasyonu yapilan hastalarda
kullanilmakta olan sirolimusun oral biyoyararlanimini arttirmak igin gelistirilmis, bir
sirolimus (rapamisin) derivesidir. T ve B hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir (5,49).
Ayni1 mekanizma ile fonksiyon goren sirolimusun TNF-a sentezini de inhibe ettigi
gosterilmistir(1). Dolayisti ile everolimus da TNF-a diizeylerini inhibe ediyor olabilir.

Bu caligmada renal transplantasyonda immiinsiipresyon amaciyla kullanilan everolimusun
ayni zamanda I/R yaralanmasi {izerine koruyucu etkilerinin olup olmadigini arastirmak
hedeflanmistir. Bu ilacin I/R hasarindan koruyucu etkilerinin bilinmesi ile transplante
edilecek bobregin soguk iskemi ve takiben reperflizyon siirecinde maruz kalacagi hasarlarin
en aza indirilmesi miimkiin olacak ve transplantasyon sonrasi greftin erken fonksiyon

gormesinde saglanacak ek faydalar asikar hale gelecektir.



GENEL BIiLGILER

1. BOBREGIN YAPISI VE FONKSIYONLARI

Bobrekler insan viicudunda retroperitoneal kavitede, paravertebral yerlesimli olup, 12.
torasik ve 3. lomber vertebralar arasinda uzanirlar. Sag bobrek, karacigerin sag lobunun
bliyiik olmasi ve basist nedeni ile sola gore 1-2 cm daha asagida bulunur. Her bir bobrek
yaklagik olarak 150-200 gr agirliginda olup, 12-13 cm uzunlugunda, 6-7 cm eninde ve 2.5-3
cm derinligindedir. Sag bobrek iistte siirrenal bez, list ve onde karaciger, hilus seviyesinde
duodenum, altta ve lateral kenarda kolon ile komsudur. Sol bobrek ise iistte siirrenal bez, 6nde
mide, dalak, pankreas, jejunum, ve desendan kolon ile komsudur. Her iki bobrek arkada
diafragma, kuadratus lumborum ve psoas kaslarina yaslanir. Her bir bobregin anterior ve
posterior yiizeyleri, medial ve lateral kenarlari, superior ve inferior kutuplar1 vardir. Lateral
kenar konkav, medial kenar ise konveks seklindedir. Medial kesimde renal hilus denilen ve
icinden renal arter, renal ven, renal pelvis, iireter, lenfatik ve sinirlerin gegtigi bir yarik
bulunur. Renal hilus bobrek icinde, 2.5 cm derinliginde olan ve iginde renal pelvis, renal
kaliks, renal damar ve sinirler ile degisik miktarlarda yag dokusunun bulundugu renal siniis
olarak devam eder (66,98).

Her bir bobrek aortadan koken alan renal arterler ile kanlanir. Renal arter hilustan bobrege
girdikten sonra Once interlobar daha sonra arkuat arterlere ayrilir. Arkuat arterlerden dik
olarak interlobiiler arterler ¢ikar. Bu arterlerden glomeriile giden afferent arterioller koken
alir. Glomeriilii olusturan kapillerler birleserek efferent arteriolleri olusturur. Efferent
arterioller daha sonra dallanarak tiibiiliisleri saran, bobrekteki 2. kapiller ag sistemi olan

peritiibiiler kapiller ag1 olusturur. Peritiibiiler kapillerlerden gelen kan venoz sisteme dokdiliir.



Oradan sirasi ile arteryel sistemle paralel olarak interlobiiler ven, arkuat ven, interlobar ven ve
renal veni takip eder. Renal venler ise inferior vena kavaya drene olurlar (38,98).

Ureterin iist kisminin genislemesi ile olusan renal pelvis ilk énce 3 major kalikse, major
kaliksler de 8 veya daha fazla minor kalikse boliiniir (66).

Bobrek sagital olarak kesildiginde dista korteks, igte medulla olmak {izere 2 kisimdan
olusur. Medulla, mediiller piramit ismi verilen 10-18 adet piramidal yapidan olusur.
Piramitlerin tabanlar1 kortikomediiller bolgede bulunurken, tepe kisimlar1 kaliks i¢ine kadar
uzanir. Kaliks i¢ine agilan bu kisimlara papilla ismi verilir. Korteks bobregin dis kisminin
yani sira mediiller piramitler arasinda da yer alir ve bu kisma Bertini’nin bobrek kolonlar1
denir (45).

Bobrekte idrar olusumunu saglayan en kii¢iik yapisal ve anatomik birim nefrondur. Her bir
bobrekte, her birinin idrar yapabilme fonksiyonu olan yaklasik 1 milyon nefron bulunur.
Bobrek yeni nefron rejenere edemez. Dolayisiyla renal bir hasar, hastalik veya normal
yaslanma ile nefron sayisinda kademeli bir azalma olur. Her bir nefronun iki kismi vardir:

1) Glomeriil; sivinin kandan filtre edildigi kisim, 2) Tibiiliisler; filtre edilen sivinin idrara
donistiigi proksimal ve distal tiibiiliisler, Henle Kulpu ile toplayici kanallardan olusan
kisimdir. Glomertiller, proksimal ve distal tiibiiliisler ve dis korteksteki nefronlarin Henle
kulplar1 kortekste; toplayici kanallar, Henle kulplar1 ve vasa rectalar mediillada bulunur.
Nefronlar bobrek dokusunda ilerledikleri derinlige gore, kortikal ve jukstaglomeriiler olmak
tizere 2 tiptir. Glomeriil, dallanan ve anastomozlar yapan ve epitelyal hiicreler ile kaplh
kapiller bir yumaktir. Bowman kapsiilii denen bir yap1 i¢inde bulunur. Glomeriilden filtre
edilen siv1 sirasiyla proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici kanallardan geger,

renal papillalarin i¢inden renal kalikse agilir. Oradan da renal pelvise ve iiretere gecer (38,45).



Distal tiibiiliistin baslangici her nefronda afferent ve efferent arteriyoller ile temas
halindedir ve bu li¢ yap1 jukstaglomeriiler aparatus denen yapiy1 olusturur. Bu aparatusun
gorevi renin salgilayarak kan basinci iizerinde etkili olmak, glomertiler filtrasyon ve renal kan
akiminin regiilasyonunu idare etmektir. Jukstaglomeriiler aparatusun distal tiibiiliisteki
degisiklik gosteren hiicrelerine makiila densa ismi verilir ve distal tiibiiliisteki sivinin
birlesimine gore jukstaglomeriiler aparatusun aktivitesini ayarlar (45,98).

Nefronlarin temel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir. Bunun igin
kullanilan mekanizmalar sunlardir:

1) Glomeriiler Filtrasyon: Glomeriildeki kanin plazmasinin bir boliimii (yaklasik 1/5°1)
glomeriiler membrandan filtre edilir.

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

3) Tibiiler Sekresyon: Plazmadaki bazi maddeler tiibiilleri déseyen epitel hiicrelerince
dogrudan tiibiiler siv1 i¢ine sekrete edilir (38,98).

Bobregin temel fonksiyonlart:

1) Ekskretuvar (Itrah) fonksiyonlari; idrar olusumu

* Artik maddelerin eliminasyonu: Metabolik artik maddeler (iire, kreatinin, {irik asit gibi)

Ekzojen maddeler (ilaglar, toksinler ve metabolitleri).

*Su dengesinin korunmasi: Total viicut suyunun korunmasi, plasma osmolalitesinin

korunmasi.

*Elektrolit ve asit baz dengesinin korunmasi: Sodyum, kloriir, kalsiyum, fosfat, potasyum,

magnezyum ve asit-baz dengesinin korunmas.

2) Metabolik Fonksiyonlar



*Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi: Renin, D vitamini, eritropoietin,
prostoglandinler, kallikrein-kinin, biiyiime faktorleri.

*Peptid yapili hormonlarin yikimi ve katabolizmasi: Insiilin, glukagon, parathormon,
kalsitonin, prolaktin, bliylime hormonu, vazopressin, gastrointestinal hormonlar.

*Diisiik molekiil agirlikli proteinlerin katabolizmasi: Hafif zincirler, B-2 mikroglobulin...

*Diger metabolik fonksiyonlar: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi (98).

2. AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Akut bobrek yetmezligi, saatler veya giinler icerisinde ani olarak bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasi ve buna bagl olarak nitrojen6z maddelerin viicutta birikmesi ile karakterize bir
durumdur. Bobrek yetmezliginin agirligina ve siiresine bagli olarak, metabolik asidoz, su ve
elektrolit dengesinin bozulmasi gibi metabolik bozukluklar da tabloya eklenebilir. Bu
hastalarin %20-60’1nda diyaliz ihtiyac1 olmaktadir (14,54,95). Akut bobrek yetmezliginin
tanimu ile ilgili farkli goriisler olmakla birlikte yakin zamanda The Acute Dialysis Quality
Initiative Group, ABY’i agirligina gore 3, klinik sonuglarina gore 2 kategoriye ayirdigi bir
siiflama gelistirmistir (Tablo I) (9).

Tablo I: RIFLE SINIFLAMASI

GFR Kriteri Idrar ¢ikis kriteri
Risk Serum kreatinini 1.5 kat artmis 6 saat, <0.5 mL/kg saat
Hasar Serum kreatinini 2 kat artmis 12 saat, <0.5 mL/kg saat
Yetmezlik Serum kreatinini 3 kat artmis 24 saat <0.3 mL/kg saat
veya 44 umol/L tizerinde artig veya 12 saat aniri
oldugunda kreatinin=355pmol/L
Kayip Bobrek fonksiyonlarinin 4

Haftadan daha fazla kayb1



Akut bobrek yetmezligi, hastaneye bagvuran hastalarin %35’ini, yogun bakim
tinitelerindeki hastalarin %30’unu (14), kardiyopulmoner operasyon geciren hastalarin %4-
15’1ni (95) ve non kardiyojenik operasyonlarin ise %25-27sini olusturmaktadir (67).

1950°de hemodiyaliz kullaniminin baglamasi ile birlikte daha 6nce ABY e bagli mortalite
%90 iken %50’ye diismiistiir. Ancak son yarim yiizyillda, ABY’in patogenezi daha iyi
anlasilmis olmakla birlikte, mortalitenin azaltilmasinda pek bir gelisme saglanamamustir.
Halen ABY’li hastalarda %350’ye varan bir mortalite s6z konusudur. Demografik
degisiklikler, ABY gelisen hastalarin yaglarinin artmis olmasi, komorbid hastaliklarin giderek
artmasi bu durumdan sorumlu olabilecek bazi nedenlerdir (84,95,100). Mortalite, multiorgan
yetmezligi olan hastalarda daha da artarak %80’lere kadar ulasmaktadir (95).

Yogun bakim iinitelerinde ABY nadiren izole olarak bulunur (%11-23) ve genellikle bagka
organ yetmezlikleri duruma eslik eder (%69-90) (67,100). Burada izlenen hastalarin yaklasik
%4.9’unun renal replasman tedavisine ihtiyaci olmaktadir (54)

Akut bobrek yetmezligi gelisiminde; ileri yas, kronik hastalik oykiisii (kardiyovaskiiler ve
pulmoner yetmezlik, neoplastik hastaliklar, siroz), postoperatif donem, solid organ
transplantasyonu, sepsis ve nefrotoksik ajanlara maruziyet gibi risk faktorleri s6z konusudur
(14,67,95,100). Ozellikle hastane kaynakli gelisen ABY de sepsis, en énemli risk faktorii olup
yaklagik %48 oraninda etyolojide rol oynamaktadir (67). Yine nefrotoksik ajanlar
(aminoglikozitler, radyokontrast ajanlar, ACE inhibitorleri, NSAID), yapilan biitiin
analizlerde ABY gelisiminde Onemli bir risk faktorii olarak bulunmustur (14,67,95,100).
Ozellikle diyabeti olan hastalar radyokontrast maddelere kars1 toksik reaksiyon gelistirmede
daha riskli bir grubu olusturmaktadir (95).

Akut bobrek yetmezligi, oligiirik (idrar miktarinin giinliik 400 ml’nin altinda olmas1) veya

nonoligiirik olabilir. Yaklasik %50 hastada goriilen oligiiri genellikle agir bobrek yetmezligi



gostergesi olup artmis mortalite ile iliskilidir (100). Non oligiirik ABY prognozunun daha iyi

olmasinda, bir¢ogunun ilag iligkili ve nefrotoksik orijinli olmasi ve etyolojik maruziyetin kisa

siireli olmas1 suclanmaktadir (95).

ABYnin etyolojisi patogenezine gore 3 kategoride incelenebilir (Sekil 1) (54).

1))

2)

3)

Prerenal Azotemi (Prerenal ABY): Akut bobrek yetmezliginin en sik nedenidir ve
bobregin hipoperfiizyonuna bagli olusur. Eger altta yatan sebep diizeltilirse bobrek
fonksiyonlar1 hemen geri doner. Baslangigta bobrek hasar1 yok iken, eger perfiizyon
hemen saglanmaz ise bobrek hasar1 gelisir ve ATN’e ilerler (14,54,95). Toplum kaynakli
ABY’in %70’1, hastane kaynakli ABY in ise %40’1n1 olusturur (95).

Akut Intrinsik Bobrek Yetmezligi: Akut bobrek yetmezliginin %25’ini olusturur.
Bobregin biiylik ve mikrovaskiiler damarlar1 ile glomeriillerini tutan hastaliklara,
tiibiilointerstisyel hastaliklara, iskemik ve nefrotoksik ATN’e bagli olusabilir (14,54,95).
Akut tiibiiler nekroz ¢ogu zaman ABY ile es anlamli olarak kullanilmaktadir. Ancak
iskemik ve nefrotoksik ABY’li olgularin %20-30’unda ATN’de oldugu gibi tiibiiler
nekroza rastlanmaz (13,14,95). Iskemik ve toksik ATN, olgularin yaklasik %90’1n1
olusturur (14).

Postrenal ABY: Tiim ABY olgularinin %5’ini olusturur. Tek bir bdbregin, kreatinin
dengesini saglayacak kapasiteye sahip olmasi nedeni ile obstriikksiyona bagli bobrek
yetmezligi gelismesi icin bilateral iireterlerde, iiretrada veya mesane boynunda tikanma

olmasi gereklidir (14,54,95).
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Akut Bobrek Yetmezligi

A 4 A\ 4 A\ 4

Prerenal Intrinsik renal Postrenal
\ 4
v v 4 4 v 4
an voliimiinde azalma askiiler u u u oplayici sistem ya da
K liimiind 1 Vaskiil Akut AKkut AKkut Toplayici sistem ya d
-Kanama -Vasklit glomeriilonefrit interstisyel tiibiiler ekstrarenal drenaj
-Volim kayb1 -Malign nefrit nekroz obstriiksiyonu
hipertansiyon Tlag iliskili -Mesane ¢ikis obstriiksiyonu
Kan voliimiinde relatif -Bilateral iireteral obstriiksiyon
azalma
-Kalp yetmezligi
-Dekompanse siroz
Renal arter stenozu veya
okliizyonu
y A 4

Hemodinamik tip ; . .
_NSAID Iskemik Nefrotoksik
-Renal arter stenozu veya [
kalp yetmezliginde
-Anjiotensin konverting enzim v v
(ACE) inhibitori veya Eksojen Endojen
Anjiotensin reseptor blokor -Antibiotikler -Intratiibiiler pigmentler
(ARB) kullanimi (Gentamisin) (Hemoglobiniiri, miyoglobiniiri)

-Sisplatin

-Radyokontrast ajanlar

-Intratiibiiler proteinler (miyelom)
-Intratiibiiler kristaller (iirik asit, oksalat)
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3. ISKEMIK AKUT BOBREK YETMEZLIGI
Iskemik ABY, prerenal nedenlere ya da intrarenal mikrovaskiiler vazokonstriiksiyon veya
obstriikksiyondan dolayr ani olarak renal kan akiminin azalmasina bagli ortaya ¢ikar
(12,13,54,86). Iskemi-reperfiizyon hasar1 dncelikle bébregin hipoksiye duyarli olan kismindan
baslar. Bobrege gelen kan akiminin biiylik kismi renal korteksten gecer ve renal medullanin
kanlanmasin1 saglayan vasa rectaya ¢ok az kan gider; bu da renal mediillay1 hipoksiye daha
duyarh hale getirir (15,34). Iskemik hasar tiibiiler disfonksiyona ve Na" kaybina neden olarak,
distal kisimlara giden Na® miktarmi arttirir, glomeriiler vazokonstriiksiyon ve glomeriiler
filtrasyonda azalmaya sebep olan tiibiiloglomeriiler feedback denen refleksin aktiflesmesini
saglar. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel eneji depolarinin azalmasina, endotel ve diiz kas
hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasina neden olur. Bunun sonucu ise hiicresel
deformite ve ¢evre dokularda hipoksinin artmasidir (34). 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 hasart mevcuttur
(13,14,54). iskemik ABY ¢ogunlukla major kardiyovaskiiler cerrahilerde, transplantasyonda,
travma, sepsis ve voliim kaybi ile giden durumlarda goriiliir (13,95). Renal hasar dncelikle
tiibiiliislerde olusur ve renal perflizyon saglandiktan 1-2 hafta sonra iyilesir, fakat tam
restorasyonu 4 haftayi bulabilir (13,86). En agir haliyle iskemi sonucu bilateral renal kortikal
nekroz ve geri déniisiimlii olmayan bobrek yetmezligi gelisir (13). iskemik ABY klinik olarak

3 fazda seyreder (13,14):

1) Baslangi¢ Fazi: Saatler ve giinler i¢inde gelisir. Hipoperfiizyon ile birlikte GFR;
intrarenal vazokonstriiksiyon, azalmis glomeriiler permeabilite, hiicresel artiklarin
tiibiiler obstriiksiyonu ve glomeriiler filtratin hasarli tiibiil epitelinden geri sizmasi

sonucu azalmaya baslar.



12

2) Gelisim fazi: Epitel hiicre hasarinin oturdugu fazdir. 1-2 hafta stirer. GFR 5-10
ml/dk’da sabitlenir, idrar ¢ikis1 azdir ve iiremik komplikasyonlar ortaya ¢ikar.
3) lyilesme fazi: Tiibiiliis hiicrelerinin rejenere oldugu ve GFR’in gittikce diizeldigi

fazdir. Bu donemde izlenen poliiirii, durumu komplike hale getirebilir.

3.1. ISKEMIK AKUT BOBREK YETMEZLIGININ PATOFiZYOLOJiSi
Iskemik ABY patofizyolojisi olduk¢a karisik bir durum olup bu konuda halen birgok
calisma yapilmakta ve degisik mekanizmalar 6ne stiriilmektedir (Sekil 2) (11). Bu konunun

daha iyi anlagilabilmesi i¢in konuyu basliklar halinde incelemek uygun olacaktir.

Iskemik Akut Bobrek Yetmezliginin Patofizyolojisi

MIKROVASKULER loz TUBULER
Glomertiler Mediiller
1 Vazokonstriiksiyonun; Hiicre iskeletinin yikimi
Endotelin, adenozin, anjiotensin II,
tromboksan A2, 16kotrienlere ve sempatik Polarite kaybi
sinir sistemine cevap olarak .
Inflamatuar Abontosi Nek
. OPLlOSIS V€ INCKIoZ
| Vazodilatosyonun; Ve . pop
Nitrik oksit, prostoglandin E2, asetilkolin ve Vazoaktif Canl krotik hiicreleri
bradikinine cevap olarak Medyatorler fm,_l vene rotik hucrelerin
dokiilmesi
4—

1Endotel ve vaskiiler diiz kas

hiicrelerinin yapisal hasari Tiibiiler obstriksiyon

Geri kacis

TLokosit-Endotel adezyonu, vaskiiler
obstriiksiyon, 16kosit aktivasyonu ve
inflamasyon

Sekil 2: Iskemik Akut Bobrek Yetmezliginde mikrovaskiiler ve tiibiiler olaylarin
etkilesimi
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Hemodinamik Faktorler

Renal kan akimindaki azalma iskemik bobrek hasarinin baslamasi ve devaminda kritik bir
oneme sahiptir. Normal fizyolojik kosullarda oksijen basinci dis korteksten igce, mediillaya
dogru gidildik¢e azalir (15). Bobrek i¢i kanlanmasindaki bu bélgesel degisiklik ABY’in
baslangi¢ fazinda oldugu kadar, gelisim fazinda da 6nemli bir role sahiptir. Hem hayvan hem
de insan I/R modellerinde, renal reperfiizyon saglandiktan sonra total renal kan akiminda
%40-50’1ik bir azalma gdzlenmistir (65). Renal kan akimindaki bu kalic1 diisiis insan renal
allogreftlarindaki iskemi sonrasi GFR diisiisiinii de agiklamaktadir (65,99). Bu diisiisiin
sebeplerinden biri, hasara ugramis olan bobrekte Na' absorpsiyonunun azalarak makula
densaya giden soliit ylkiinii arttirmasi1 ve bu artmus soliit yiikiine bagl olarak aktiflesen
tiibiiloglomertiler feedback’in neden oldugu kalic1 vazokonstriiksiyondur (11,86,99).

Kan akiminda kalici diisiis yapan diger bir mekanizma endotel hasaridir. Endotel
hiicrelerinde, aktin hiicre iskeleti ve hiicreler aras1i baglantilarda (junctional complex)
bozulmalar, bombelesme (blebbing) ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artig olur.
Lokosit-endotel etkilesimi endotel hasarini ve hiicre sismesini iyice arttirir, eritrosit ve 16kosit
akiimiilasyonuna neden olur. Kan akimi bozulur ve mediillada santlar geligir. Dolayisiyla bu
bolgede hipoksi ve hiicresel hasar devam eder (11,65,86,99). Endotel hasarinin bir diger
sonucu endotel hiicrelerince sentezlenen NO azalmasidir. Nitrik oksitin ABY’deki yeri
tartismalidir. Nitrik oksit, fizyolojik kosullarda endotelden salgilanir, vazodilatasyon yapar ve
endotelin ekspresyonu ile aktivasyonu azalir. Bu yonii ile koruyucu olan NO, I/R sirasinda
epitel hiicrelerinden iskemi bagimli nitrik oksit sentaz (ischemia induced nitrik oksit synthase)
tarfindan da sentezlenir. Bu NO, siiperoksit anyonu ile birleserek olusturdugu peroksinitrit

araciligi ile DNA ve solunum zincirindeki enzimlerin sentezini inhibe eder; tiibiiler hiicrelerin
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adezyonunu azaltarak hiicrelerin liimen icine dokiilmesini dolayisiyla intraliiminal
obstriiksiyonu arttirir (86).

Aktin hiicre iskeletinin bozulmasi ile renal kan akiminin otoregiilasyonu bozulur. Yine
anjiotensin II, tromboksan A2, prostoglandin H2, lokotrienler (C4, D4), endothelin-1,
adenozin ve sempatik sinir aktivasyonu gelisim fazindaki vazokonstriiksiyondan ve kan
akiminin bozulmasindan sorumludur (11,86,99).

Tibiilusler

Iskemik bobrek hastaliginin baslangi¢ fazinda bébrek perfiizyonunun bozulmast ile birlikte
ABY’e ilerlemesindeki temel olay GFR’deki ani dististir (12,13,86,99). Glomeriiler
filtrasyon hizinin azalmasinin 3 sebebi vardir; 1) Renal kan akimindaki azalmaya bagh olarak
glomeriiler ultrafiltrasyon basmcinin azalmasi, 2) Iskemik tiibiil epitel hiicrelerinin bazal
membrandan ayrilarak tiibiil liimeninde olusturdugu silendir ve birikime bagli olarak
tiibiillerin tikanarak glomertler filtratin akimin1 engellemesi, 3) Glomeriiler filtratin geriye
kagmasidir (13,86,99).

Iskemik hasar proksimal tiibiiliisiin terminal mediiller kisminda ve Henle kulpunun ¢ikan
kalin kolunda en belirgindir. Bunun nedeni bu kisimlarin aktif soliit transportunun fazla
oldugu kisimlar olmasi ve normal durumlarda da bobregin rolatif olarak daha az kanlanan
bolgesinde olmalaridir. (12,13,15,86,99). Iskemi sirasinda proksimal tiibiiler hiicreler
ekstraselliiler matriksten ve hiicreler arasi baglantilarin (junctional complex) bozulmasi ile
birbirinden ayrilarak limen igine dokiiliirler. Limen iginde ise silendir ve birikimler
olusturarak tiibiiler ttkanmaya neden olurlar (64,99).

Proksimal tiibiiliis hiicreleri, normalde apikal ve bazolateral kisimlardan olusan ve bu
kisimlarin  kompozisyonlar1 farkli olan polarize hiicrelerdir. Apikal bolge ¢ok sayida

mikrovillis ile amplifiye olmustur. Mikrovilliislerin ortasinda polarize aktin filament baglari
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vardir ve bu yapilar villin, ezrin ve miyozin I gibi molekiillerle membrana baglanirlar (64,99).
Bazolateral kistmda daha farkli proteinler ve fosfolipitler ile Na'/K" ATPaz bulunur. Epitel
hiicre polaritesi, tiiblil fonksiyonu icin (iyon, soliit ve su transportu) gereklidir. Hiicreler
birbirlerine hiicreler aras1 baglantilar (junctional complex) (tight junction, adherens junction,
desmozom ve gap junction) ile, ekstraselliiler matrikse ise fokal adezyon kompleksi adi
verilen integrin adezyon kompleksleri ile baghdir (64,86,99). Tight junctionlar hiicrelerin
apikal ve bazolateral membran kisimlarni ayirarak hiicre polarizasyonunu saglar, su ve
soltitlerin paraselliiler transportunda bariyer gorevi yapar. Adherent junction, tight junction’in
bazalinde yer alir. Hiicre polaritesinin olusumuna katkida bulunur. Adherens junctionlar
kalsiyum bagimlidir ve hiicre sekli i¢cin gerekli olan aktin hiicre iskeletine E-kadherin araciligi
ile baglanir ve adezyonda rol alir (64,86,99). Iskemi-reperfiizyon hasarinda ATP azalmasi ile
birlikte hiicreler aras1 baglantilarda bir kayip olur. Buna bagli olarak hiicre polaritesi kaybolur
ve paraselliiler permeabilite artar. Permeabilite artis1 glomertiler filtratta geri kagis1 saglar
(backleak) (53,64,86,99). Ayrica hiicre polaritesinin kaybi ile birlikte membran proteinleri yer
degistirir. Bu proteinlerden 6zellikle bazolateral bolgede bulunan Na'/K™ ATPaz apikal
bolgeye geger ve Na' transportu bozulur (52,63). Intraluminal Na" artarak distal tiibiile giden
Na' miktarini arttirir. Distal bolgeye giden Na ' ’nin artmasi tiibiiloglomeriiler feedback
denilen ve afferent arteriolde vazokonstriiksiyona yol agan bir refleks olusturur. Bu reflekse
bagl olarak GFR’deki diisiis devam eder. Ayrica Na'/K" ATPaz aktivitesindeki bu bozulma,
hiicrelerde NaCl ve suyun hiicre i¢inde kalarak hiicre sismesine neden olur (11,86,99). Ozet
olarak normal epitel hiicre fenotipi ve fizyolojisini saglayan hiicreler aras1 baglantilar iskemik
kosullarda ATP azalmasi sonucu bozulur ve yukarida bahsedilen mekanizmalarla GFR’de

azalmaya neden olur.
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Lokosit Infiltrasyonu ve Adezyon Molekiilleri

Notrofil, iskemik bobrek hastaliginda en ¢ok c¢alisilan inflamatuar hiicredir. Renal iskemide
endotel aktivasyonu, endotel hasari, endotel-l6kosit adezyonu ve kapillerlerde 16kosit ve
eritrosit tutulumu artar ve renal mikrosiirkiilasyon bozulur (12,41). Lokosit infiltrasyonu daha
cok peritiibiiler bolgede goriiliir (62). Ancak insanlarda ABY nedeniyle yapilan renal
biyopsilerde hayvan deneylerinden farkli olarak daha az miktarda nétrofil infiltrasyonu
goriilebilmektedir (34).

Lokositler, adezyon molekiillerinde artis yapan sitokin, reaktif oksijen radikalleri,
eikozonoidler gibi molekiiller tarafindan aktive edilirler. IL-1, -2, -8, -10, -18, TNF-a gibi
sitokinler notrofil deformitesini ve bolgede tutulma egilimlerini arttirirlar (99). Bu tutulan
l6kositler serbest oksijen radikalleri, eikozonoid ve proteaz sentezleyerek renal hasari

arttirirlar. Bu sekilde pozitif bir dongii olusur (Sekil 3) (40).

UYARAN > ROI ——» DOKU HASARI
H,0,+CI'+H]| Antiproteaz aktivite
/
C R
:
Elastaz E
Kollejenaz E
! Jelatinaz Proteaz dktivitesi

v Serin proteaz ,:
Fosfolipaz E
Uriinleri: LT, PAF I
v

DOKU HASARI

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrojen, ROI: Reaktif oksijen radikalleri, H,O,: Hidrojen
peroksit, C1": Klor iyonu, H": Hidrojen iyonu, MPO: Miyeloperoksidaz, H,O: Su, HOCI: Hipoklorus asit, LT:
Lokotrienler, PAF: Platelet aktive edici faktor.

Sekil 3: iskemik Doku Hasarinda Lékositlerin Rolii



17

Iskemik renal hasarda nétrofil mi yoksa mononiikleer hiicre infiltrasyonunun mu daha
onemli oldugu konusunda tartismalar bulunmaktadir. N6trofil aktivasyonunun inhibe edildigi
veya notrofilden yoksun birakilan hayvan modellerinin bazilarinda doku hasar1 engellenmis
olmakla birlikte tiim caligmalarda ayni sonug¢ elde edilememistir (21,34,47,96,102). Bu
celiskinin sebebi olarak; notrofil tespitinde kullanilan MPO, kloroasetat esteraz ve nétrofil
spesifik mAB HIS-48’in makrofajlar ile kros reaksiyona girmesi gosterilmistir (106). Yine
ABY’in ge¢ iyilesme fazinda makrofaj ve T lenfosit hiicre infiltrasyonunun nétrofil

infiltrasyonunun oniine gectigi izlenmistir (34,92,93,106) (Tablo II) (34).

Tablo II: iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Bébregi infiltre Eden Hiicreler ve Hasardaki
Rolleri

Bobrege infiltrasyon fazlar:

Hiicre Tipi Baslangic Gelisim iyilesme Patogenezdeki rolii
Notrofiller ++ + - Daha cok etkileyici hiicre olarak
Makrofajlar + ++ +/- Hasar tamirinde etkili

T hiicreleri ? + ++ Erken donemde modiilatuar etkili
B hiicreleri ? + ? Modiilatuar etkili

Plateletler ++ + ? Erken medyator

Iskemi-reperfiizyon sirasinda salman inflamatuar medyatérler ile birlikte endotel-15kosit
etkilesimini saglayan ve hem noétrofil hem de endotel hiicrelerde eksprese edilen adezyon
molekiillerinde artis olur. Adezyon molekiilleri integrinler, selektinler Ig ailesi (sliperfamily)

dir (12,64). Ig ailesi daha c¢ok endotel hiicrelerinde eksprese olur ve nétrofil
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kemoatraksiyonunda rol alir. Bu ailede yer alan ICAM-1’in renal iskemide hasara katkida
bulundugu, ICAM-1 knockout farelerde (47) ve ICAM-1"e kars1 antikor uygulanan farelerde
(31,39) renal iskemik hasarin daha az olmasi ile gosterilmistir. L, E, P selektinler sirasi ile
notrofil, endotel hiicreleri ve trombositlerde eksprese olurlar ve nétrofillerin yuvarlanarak
endotele yapismasinda rol oynarlar (64). P-selektinlerin trombositlerde eksprese olmasi ve
yogun noétrofil infiltrasyonu yapmasi, trombositlerin de iskemik bobrek hasarinda roli
oldugunu gostermektedir (64). L selektinde aynmi sonug¢ elde edilememis olmakla birlikte,
selektinlerin bloke edilmesinin renal I/R’de erken ve ge¢ donemde renal fonksiyonlari
koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (78,88,92,93). E-selektinin de monoklonal
antikorlar ile bloke edilmesi ile, postiskemik nétrofil infiltrasyonunu inhibe ederek, iskemik
hasardan koruyucu oldugunu gosteren calismalar vardir (88). CD11 ve CDI18 gibi
molekiillerin dahil oldugu integrinler l6kositlerde ortaya ¢ikip, yapisma ve infiltrasyonda
gorev alirlar. Integrinlerin bloke edilmesinin renal iskemi sonrasi nétrofil infiltrasyonunu
azalttigr gosterilmis, ancak bunun renal fonksiyonlar1 korumadaki etkisi ile ilgili farkli

sonuglar bulunmustur (64,77,90).

T Hiicreleri

Klasik doku hasart modellerinde, T hiicrelerinin iskemik ABY’de rol almadig
diisiiniiliirken, son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda vasa rectada notrofil yerine T hiicre
infiltrasyonu saptanmis (75,105), iskemi sonrasi erken ve ge¢ donemde T hiicre infiltrasyonu
oldugu gosterilmistir (4,106). T hiicrelerinin énemi CD4"/CD8" knockout farelerle yapilan
deneylerde, iskemik renal hasarin azaldiginin gozlenmesi ile fark edilmistir. Bu farelerde
renal fonksiyonlarin daha 1iyi oldugu, tiibiller nekrozun ve postiskemik notrofil

infiltrasyonunun azaldig1 izlenmistir (76). T hiicre aktivasyonu i¢in gerekli olan CD28-B7
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yolunun CTLA4Ig kullanilarak bloke edilmesinin de, renal I/R hasarini azalttigi (91), iskemik
hasar sonrasi ge¢ organ disfonksiyonunda koruyucu rol oynadigi gosterilmistir (19). T
hiicresinin 6neminin ortaya ¢ikmasi ile CD4" ve CD8" T hiicrelerinin I/R’de rollerinin
belirlenmesi igin yapilan deneylerde, ozellikle CD4" T hiicrelerinin iskemik hasar
olusumunda 6nemli oldugu saptanmistir (16,103). Bu sonuglara ragmen, T hiicresi ile birlikte
B hiicresi knockout fare deneylerinde ise, bu durumun renal I/R’den koruyucu bir etkisi
olmadigr goriilmiistiir (18,70). T hiicrelerinin I/R’de etki mekanizmasi1 tam olarak
bilinmemekte, bu hiicrelerin erken dénemde wvaskiiler endotele yapisarak kan akimini
bozdugu, daha sonra da tekrar kan dolasimina girdigi (vur ka¢ fenomeni) diisiiniilmektedir
(34,105). T hiicrelerinin erken donemde etkili oldugu renal I/R’de olmamakla birlikte diger

organ modellerinde gosterilmistir (26).

B lenfositleri

Renal I/R’de B lenfositleri ile ilgili yeterli veri olmamakla birlikte, reperfiizyon sonrasi
erken donemde B hiicre infiltrasyonu oldugu gosterilmistir (4). Renal I/R’de B hiicresinin
fonksiyonunu degerlendirmek i¢in yapilan hayvan deneyinde, B hiicresinden yoksun birakilan
farelerde renal fonksiyonlarin normal farelere gore daha iyi korundugu ve tiibiiler hasarin
daha az oldugu goriilmiistiir (17). Ancak, wild tip farelerin serumlar1 B hiicresinden yoksun
farelerin serumlar1 ile yer degistirildiginde iskemik hasarin engellenemedigi goriilmiis ve

baska ¢0ziinilir molekiillerin iskemik hasardan sorumlu olabilecegi diistinlilmiistiir (34) .
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Monosit/Makrofajlar

Iskemik hasar sirasinda makrofajlar bobrek mediillasinin dis kisminda toplanirlar
(Ysebaert) ve makrofaj kokenli kemoatraktan molekiiller (monocyte chemoattractant protein-
1) eksperimental hasarda artarlar (34). Makrofajlarin iskemik hasarda ne derece rol oynadgi
ise netlesmemis olup, I/R oncesi sistemik monosit/makrofaj deplesyonu yapilan hayvan
deneyinde IL-6, TNF-a, IL-1B diizeylerinin, tiibliler nekroz ve inflamasyonun azaldigi
gosterilmistir. IL-6’nin inflamasyondaki rolii tartismali olmakla birlikte makrofajlardan
salinan IL-6’nin, yine makrofajlardan saliman TNF-a, IL-1f ve MCP-1’in iskemik renal

hasarda rolii oldugu diisiiniilmektedir. (44).

Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu:

Iskemik bobrek hasarinda, renal perfiizyonun bozulmasi sonucu olusan, ve bdbrek
fonksiyonlarinin bozulmasinda temel patoloji olan tiibiiler hasarin yani sira, yeniden
perfiizyon saglandiktan sonra iiretilen serbest radikaller de 6nemli bir yere sahiptir (8,35) .

En dis orbitada bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan atom veya molekiile serbest
radikal denir. Son orbitadaki bu eslesmemis elektrona bagli olarak, bu atom veya molekiil
reaktif olup diger molekiiller ile reaksiyona girme egilimindedir (20,35,79). Oksijen, dis
orbitada 2 tane eslesmemis elektronu ile biyolojik sistemlerdeki 6nemli bir serbest radikaldir.
Oksijen ile reaksiyona giren molekiillerin olusturdugu serbest radikaller de biyolojik sistemde

onemli bir yere sahiptir (Tablo III)(79).
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, Tablo III : Serbest Radikaller ve Toksik Metabolitler

Toksik Oksijen Metabolitleri

Oksijen Merkezli Serbest Radikaller

Molekiiler oksijen 0,
Stiperoksit radikali O,
Hidroksil radikali OH-
Alkoksil radikali RO-
Peroksil radikali ROO-

Oksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller
Karbon merkezli

Lipid radikali Le

Alkoksil radikali Re
Siilfiir merkezli

Thiyl R-Se
Hidrojen merkezli

Hidrojen atomu He
Demir merkezli

Perferil radikali Fe"-0,-Fe™

Radikal Olmayan Toksik Metabolitler

Ozon O3
Hidroperoksitler

Hidrojen peroksit H,0,

Lipid peroksit LOOH
Hipoklorik asit HOCL
Kloraminler R’RNCL

Eger molekiiler O,’ye bir elektron eklenirse siiperoksit (O27), 2 elektron eklenirse de
hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Biyolojik sistemlerde H,O, ¢ogunlukla iki O,~ molekiiliiniin
reaksiyona girmesi ile olusur. Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmamakla birlikte
kimyasal olarak reaktif olmasi nedeni ile reaktif oksijen tiirii olarak kabul edilmektedir
(20,35). Siiperoksit ve hidrojen peroksit demirin katalitik etkisi ile reaksiyona girerek oldukga
toksik ve reaktif olan hidroksil (OHe) radikalini olustururlar. Bu reaksiyona Haber-Weiss
Reaksiyonu denir (20,35) .

0, +H,0, = OH+OH + 0O,
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Oksijen kaynakli serbest radikaller disinda diger 6énemli bir grup, karbon kaynakli serbest
radikallerdir (Re). Bu radikaller lipid, niikleik asit, karbonhidrat veya protein gibi
molekiillerin yapisinda bulunan karboksil (RH) gruplarini, oksijen kaynakli radikallerin
harekete gecirmesi ile olusurlar. Oksijen ile olusan bu reaksiyonda peroksil radikali (ROO¢)
olusur. Peroksil radikalleri daha sonra alkoksil radikali olusturan reaksiyona katilirlar
(20,35,79).

Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklar1 olup, hiicresel metabolizma sirasinda
siirekli olarak iiretilmektedir. Mitokondrial elektron transport zinciri, oksidan enzimler
(Ksantin oksidaz, siklooksijenaz), fagositler, nétrofiller, Fe™ ve epinefrin’nin hiicresel
otooksidasyonu endojen kaynaklar olup, okside ilaglar (CCls, asitaminofen), sigara,
radyasyon, glutatyonu oksidize eden maddeler ise eksojen kaynaklardir (35).

Renal I/R hasarinin olusumunda rol oynayan serbest radikalleri olusturan sistemler;

1) Mitokondrial elektron transport zinciri; normal sartlarda hiicresel metabolizmada serbest
radikaller iretilmektedir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP iiretimi i¢in molekiiler O,
suya doniisiir. Fakat O, nin %1-51 bu yoldan kagarak serbest oksijen radikallerinin olustugu
baska biyokimyasal yollara katilir (79). Ayrica mitokondrial elektron transport zinciri ve
otooksidasyon da serbest radikal iiretimine katkida bulunur. I¢ mitokondrial membranda yer
alan elektron transport enzim kompleksi H,O, iiretirken, ubiquinone-cytochrom b bolgesi
O,~ iretiminden sorumludur. Mitokondrial solunum arttiginda serbest radikal iiretimi de
artmaktadir. Ayrica hipokside oldugu gibi terminal sitokrom azaldiginda da mitokondrial
elektron transport zincirinde O,~ {iretimi artmaktadir (35).

2) Enzimler ve proteinler; sitoplazmik bir enzim olan ksantin oksidaz purin metabolizmasi
sirasinda Oy-nin indirgenmesi ile O, iretir.

Hipoksantin + 20, + H,O = Ksantin + 20, +2H"
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Ksantin oksidaz normal dokularda ksantin dehidrogenaz (tip D) olarak sentezlenir. Ksantin
dehidrogenaz hipoksantinin ksantin ve iirik asite doniistiiriilmesi sirasnda NAD "’yi elektron
alicis1  olarak kullanir ve dolayisiyla radikal iiretmez. Ksantin dehidrogenazin
homojenizasyonu sirasinda ksantin oksidaz (tip O) olusur ve ksantin oksidaz elektron alicisi
olarak NAD" yerine molekiiler oksijen kullanir. Bu da serbest oksijen radikali iiretimi ile
sonuglanir. Renal iskemi sirasinda, tip D irreverzibl olarak tip O’ya doniistiiriiliir ve bunun
icin 30 dakikalik bir iskemi yeterli olmaktadir. Ayrica iskemi sirasinda. membran iyon
gradientindeki bozulmaya bagli olarak da kalsiyum hiicre igine girer. Sitoplazmada artmis
olan kalsiyum konsantrasyonu ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza ¢eviren proteazlari
aktive eder. Iskemi ile es zamanli olarak yeterli O, saglanamamasi nedeni ile ATP iiretimi
azalir ve. AMP konsantrasyonu artar. AMP bir sonraki asamada adenozin, inozin ve
hipoksantine doniistiiriiliir. Reperflizyon sirasinda molekiiler oksijen artisi ile birlikte
hipoksantin oksidize edilir ve O,~ olusur (8,35) (Sekil 4) (8).

3) Fagosit ve notrofiller 6nemli serbest radikal kaynaklaridir. Aktive fagositler bakterisidal
rolleri geregi O,~, H,O, ve diger serbest oksijen radikallerini iiretirler ve bakteri ile
karsilastiklarinda bu radikalleri hiicre disina birakirlar (20). Notrofil membraninda bulunan
NADPH bagimli oksidaz sistemi etkili bir O,~ kaynagidir (Sekil 4). Normalde aktif olmayan
bu enzim bakteri, mitojen veya sitokin ile karsilagtiginda aktif hale dontiserek O,~ tiretimine
baslar. Siiperoksit kendisi toksik olmamakla birlikte bu sistemde etkisini hipoklorik asit
tiretimi ile gosterir. Hipoklorik asit MPO enziminin katalize ettigi bir reaksiyonda, H»O, ve
klorid iyonlarindan meydana gelir. (79).

4) Plazma membraninda arasidonik asitin prostoglandin, tromboksan ve lokotriene
doniistimiinden sorumlu olan lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimler yer alir. Bu

reaksiyonlar sirasinda serbest yag asiti radikalleri olusur (35).
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Immiin kompleks, ve kompleman aktivasyonu sonrasi
l16kosit, mezengial hiicre, makrofajlarin aktivasyonu

Sekil 4: Iskemi-Reperfiizyonda Serbest Radikal Uretimi

5) Hiicre i¢indeki spontan bazi reaksiyonlar; hiicre i¢inde pek ¢ok ¢oziinilir sitozolik
molekiiller oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonuna ugrar. Tioller, hydroquinonlar ve katekoller
redoks reaksiyonuna girerek O, iiretimini saglarlar. Tiol ve askorbat Fe™’ii Fe *’ye indirger.
Fe**’nin otooksidasyonu sirasinda O, olusur. O, ‘nin spontan dismutasyonu ile de H,O,

olusur (35).
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6) Endoplazmik ve niikleer membranlar serbest radikal iiretiminde rol alan diger hiicresel
yapilardir. Bu membranlarda, yag asitlerini oksidize ederek serbest radikal {ireten sitokrom p-
450 sistemi bulunmaktadir (35).

7) Yine flavaproteinler ve peroksizomlar serbest radikal {iretiminde 6nemli kaynaklardir (35).
Serbest Radikallere Bagh Hiicresel Hasar:

Serbest radikaller hiicredeki herhangi bir biyokimyasal komponent ile reaksiyona girebilir.
Lipidler, proteinler ve niikleik asitler bu komponentlerden en Onemlileridir. Radikaller
oldukca reaktif olduklar1 icin ilk karsilastiklar1 poliansatiire yag asitlerinden zengin hiicre
membranlart ile reaksiyona girerler. Bu reaksiyon lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve yag
asitlerinin oksitlenmesine neden olan bir dizi zincirleme reaksiyondan olusur. Lipid
peroksidasyonu sadece poliansatiire yag asitinin yapisini degistirmekle kalmaz, dnce yag asit
radikali sonra sirasi ile yag asiti peroksil radikalinin (LOO¢) ve lipid hidroperoksitin (LOOH)
olusumuna neden olur. Biitiin bu reaksiyonlarin sonucunda ise MDA gibi aldehitler ve kisa
zincirli alkanlar olusur. Lipid peroksidasyonu hiicre membran biitiinliigiinii bozarak membran
permeabilitesinde artisa ve iyon transportunda bozulmaya; mitokondri membran biitiinliigiini
bozarak oksidatif fosforilasyonu saglayan elektron transportunda bozulmaya; lizozomal
membran permaebilitesini arttirarak enzimlerin sitoplazmaya ¢ikip hiicre hasar1 yapmasina
neden olur. Ayrica lipid peroksidasyonu ile agiga ¢ikan aldehitler de hiicre hasarina katkida
bulunur (20,35,79).

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 hasar1 sonucunda DNA’da baz hidroksilasyonu,
capraz baglanmalar veya kopmalar olusur. Sonugta cesitli mutasyonlar ya da hiicre 6liimii

meydana gelir (20,79).
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Serbest Radikallere Kars1 Korunma Mekanizmalari:

Normal sartlarda da {iretimi olan serbest radikallerinin zararli etkilerinden organizmay1
korumak {iizere antioksidan olarak adlandirilan korunma sistemleri mevcuttur. Bu sistemleri
endojen ve eksojen antioksidan korunma mekanizmalari olarak ikiye ayirabiliriz.

1) Endojen antioksidan korunma mekanizmalari: Aerobik organizmalarda bir¢ok mekanizma
mevcuttur (Tablo IV) (79).

Tablo IV: Serbest Radikallere Kars1 Hiicre i¢ci Korunma Mekanizmalari

Endojen Antioksidan Korunma Mekanizmalar

Enzimatik
Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
Siiperoksit dismutaz
Katalaz
Glutatyon peroksidaz

Non-enzimatik
Membrandz

o-tokoferol
B-karoten
Non-membrané6z
Askorbik asit
Urat
Sistin
Seruloplazmin
Transferrin
Albumin

Hiicreler yapisal olarak serbest radikal reaksiyonlarinin reaktanlarin1 ayirmak iizere organize
edilmistir. Ornegin serbest radikal iiretiminde katalizor olarak yer alan demir, ferritin ve
transferrin gibi proteinler tarafindan inaktif olarak tutulur (79).

Serbest oksijen radikallerine kars1 major korunma sistemi antioksidan enzim sistemidir. Bu

enzimler O, ’ni molekiiler oksijen ve H,O,’ye déniistiiren reaksiyonu katalizleyen SOD ve
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H,0,’yi suya doniistiiren reaksiyonlar1 katalizleyen katalaz ve glutatyon peroksidazdir
(20,35,79).

SOD enzimi degisik sekillerde, mitokondrial matrikste, sitoplazmada, niikleusta,
lizozomda, peroksizomda ve ekstraselliiler sivida bulunur. Mitokondriadaki enzimin aktif
bolgesinde mangan bulunurken sitoplazmada ve diger kisimlarda yer alan SOD’un aktif
bolgesinde bakir ve/veya ¢inko bulunur (27,79).

Katalaz H,O;’1 direkt olarak suya cevirir ve bu reaksiyonda sekonder bir toksik ara {iriin
olusmaz. Katalaz H,0O, konsantrasyonu arttiginda devreye girerken, diisiik
konsantrasyonlarda glutatyon peroksidaz H,O,’1 pargalar (20,35,79).

Serbest radikallere kars1 korunma mekanizmalarindan bir diger serbest radikalleri elimine
eden sistem; radikal tutucu (scavenger) olarak bilinen ve enzim olmayan molekiillerin
olusturdugu sistemdir. Alfa tokoferol (vitamin E) lipid peroksil radikallerine hidrojen
aktararak lipit peroksidasyonunda zincirleme giden reaksiyonu inhibe eder. Beta karoten
serbest oksijeni tutar. Nonmembrandz (Aqueous) serbest radikal tutucusu olan askorbik asit
(vitami C) serbest radikalleri tutmasi yan1 sira vitamin E rejenerasyonunda rol oynar. Yine
plazmadaki iirik asit ve hiicre i¢inde yer alan glutatyon, sistin, seruloplazmin ve transferrin
radikal tutucu etkiye sahip diger molekiillerdir (20,79).

Ucgiincii antioksidan korunma mekanizmasi, onaric etkidir. Serbest radikallere bagl olusan
hasarlanmis niikleik asitler bazi enzimler tarafindan onarilirken, oksidasyona ugrayan
proteinler proteolitik sistemlerce, membran lipitleri ise lipaz, peroksidaz ve agil transferaz
tarafindan metabolize edilerek temizlenir (20) .

2) Eksojen antioksidan korunma mekanizmalari: Eksojen antioksidan ajanlar serbest radikal

hasarin1 daha oOnce agiklanan endojen mekanizmalar (oksijen kaynakli serbest radikal
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iretiminin engellenmesi, olusan radikallerin tutulmasi, endojen antioksidan koruma

mekanizmalarinin arttirilmasi (augmentation)) araciligi ile 6nlerler (Tablo V) (79)

Tablo V : Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar

Enzim Inhibitorleri Etkilenen molekiiller

Ksantin oksidaz inhibitérleri
Allopurinol, oksipurinol,folik asit
Pterin aldehit, tungsten

Ksantin oksidaz

Diger inhibitorler Ksantin Dehidrogenaz
Soyafastilyesi tripsin inhibitorii
NADPH oksidaz inhibitorleri NADPH oksidaz

Adenozin, lokal anestezikler
Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar
Kalsiyum kanal blokorleri
Cetiedil
CHIP (crude hyphal inhibitory product)
NADPH oksidaza karsi monoklonal antikorlar
Stiperoksit dismutaz 0,
Native SOD, IgA hinge-linked SOD
Polietilen glikol polimer (PEG)-SOD
Liposome encapsulated SOD
SOD’u taklit edenler O,
Cu-Diisopropilsalisilik asit tiirevleri
(CuTIM, CuDIM, Cua, MeTIM)
Desferal Mn, Siklik nitroksitler
Katalaz H,0,
Native katalaz,
PEG-katalaz,
Liposome encapsulated katalaz

Diger nonenzimatik serbest radikal tutucular

Mannitol OH-
Albumin LOOH, HOCL
Dimetil siilfoksit OH-
Dimetiltioiire OH, H,0,, HOCL
Lazaroids LOOH, Oy~
Demir redoks siklusunun inhibitorleri Fe™
Deferoksamin, seruloplazmin
Glutatyon peroksidazin aktivitesini diizenleyiciler GSH
Oltipraz, Ebselen, Glutatyon, N-asetilsistein
Notrofil adezyon inhibitorleri Notrofil

CD11/CD18 kompleksine kars1
monoklonal antikorlar
Coziinir GMP
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Renal Hastaliklarda Serbest Radikallerin Yeri:

Eksperimental modellerde reaktif oksijen radikallerinin iskemik toksik ve immiin aracili
hasarda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (8). Renal vazokonstriiksiyon, GFR’de ani
diisiis, tiibliler hasar ve obstriiksiyon, glomeriiler filtratin geri kagis1 gibi mekanizmalari igeren
iskemik bobrek yetmezligi kompleks bir sendromdur. Renal arter okliizyonu veya intrarenal
norepinefrin inflizyonu yapilan hayvan modellerinde reaktif oksijen radikallerinde artis
oldugu gosterilmistir (8). in vitro olarak hipoksiye maruz birakilan daha sonra da reoksijenize
edilen proksimal tiibiil epitel hiicre kiiltiirlerinde reaktif oksijen radikallerinin (O,~, H,Oa,
OHe) iiretiminde artis oldugu ve bu radikallerin lipid peroksidayonu araciligi ile hiicre
hasarinda rol oynadig1 gosterilmistir (8). Normal kosullarda da iiretilen O,~, H,O, ve OHe
radikallerinin {iretimi anoksi ve reoksijenizasyonda sirast ile %352, %326 ve %145
artmaktadir. Bu artis reoksijenizasyonun 6zellikle ilk 5 dakikasinda olmaktadir (35). Serbest
oksijen radikallerindeki bu artisa ragmen bu molekiillerin detoksifikasyonunda rol oynayan
SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinde bir azalma s6z konusudur. Renal I/R
hasarinda 30 dakikalik iskemi sonrasinda 2 ve 24 saatlik reperfiizyon uygulandiginda SOD,
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin etkilenmedigi; 60 ve 90 dakikalik iskemi
uygulandiginda ise enzimlerde belirgin bir azalma oldugu gozlenmistir (27).

Reaktif oksijen radikallerinin ¢ok reaktif olmalarina bagli olarak yari Omiirlerinin kisa
olmast renal I/R sonrasi serbest oksijen radikallerinin direkt olarak oOl¢limiini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle bu molekiillerin renal iskemideki rolleri indirekt olarak lipid
peroksidayonunda agiga ¢ikan etan, MDA gibi lriinlerin Ol¢iimii ile olmaktadir (8,35).
Iskemi sonrasi bobrek hasarinda reaktif oksijen radikallerinin rol oynadigini gosteren diger bir
olay da iskemi Oncesi antioksidan infiizyonunun I/R’de fonksiyonel ve histolojik hasar

olusumunda koruma sagladiginin gosterilmis olmasidir (8). Ornegin iskemi Oncesi ve
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reperfiizyon sirasinda SOD inflizyonunun bdbrek hasarimi azaltti§i goriilmistiir (35,43).
Stiperoksit dismutazin O," detoksifikasyonunu sagladigini diisiinecek olursak bu bulus I/R
sirasinda O, radikalinin  arti@inin  bir  gdstergesidir  (35). Hidrojen peroksit
detoksifikasyonunda 6nemli bir yere sahip olan katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile
yapilan c¢alismalarda bu enzimlerin inhibe edilmesinin iskemik renal hasar1 arttirdigi
goriilmiistiir. Bu da O, gibi H,O;’nin de I/R’de 6nemli oldugunun gostergesidir (8).

Bobreklerde yaklasik 30 dakikalik bir iskemi sonrasi ksantin dehidrogenaz, ksantin
oksidaza c¢evrilmektedir. Renal iskemide, ksantin oksidaz inhibitérii olan allopurinol
inflizyonu ve tugsten suplementasyonunun koruyucu etkilerinin bulunmus olmasi, ksantin
oksidazin O,~ kaynagi oldugunu gostermektedir (35).

Iskemik renal hasarinda H,O, ve O, ‘in etkileri yani sira bu iki molekiiliin reaksiyona
girmesi ile olusan OHe<’nin da bu hasarda yer aldigi OHe tutucusu olarak bilinen
dimetilsiilfoksit, dimetiltiolire, indirgenmis glutatyon molekiillerinin iskemik hasari

azalttiginin gosterilmesi ile tespit edilmistir (35).

Renal Iskemi-Reperfiizyonda Sitokinler

Iskemik renal hasarda makrofajlar, I6kositler ve endotel hiicreleri yani sira renal tiibiiler
hiicrelerde de inflamasyonu arttiran proinflamatuar sitokinler iiretilir (12). Renal iskemide
oksijen radikalleri, stres ile aktive kinaz olan p38MAP (Mitogen activated kinase)’1, p38MAP
kinaz ise niikleer faktor-kB (NFkB)’yi aktive eder. Bir transkripsiyon faktor olan NFkB,
TNF-a ve IL-1 iiretiminde rol oynar (28,61). TNF-a glomeriiler kan akimini, glomeriiler
filtrasyon hizin1 azaltir; glomeriiler albumin permeabilitesini arttir; glomeriiler fibrin
depozisyonunu indiikler; serbest oksijen radikali, IL-1 gibi endojen pirojen ve diger

proinflamatuar sitokinlerin {iiretimini stimiile eder; nétrofil ve monosit infiltrasyonunu
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(recruitment) arttirir; ICAM-1 ve L-selektin ekspresyonunu arttirir; hiicresel apoptosisi
indiikler (30). Insan dimerik reseptdrlerinin (TNF baglayan proteinler) TNF aktivitesini inhibe
ederek renal allogreft survisini uzatmasi anti-TNF tedavilerini renal I/R’de 6nemli bir opsiyon
haline getirmektedir (30). Renal I/R’de, immiin ve inflamatuar cevaplarin regiilasyonunda rol
alan IL-6 sekresyonunda da artis olur. IL-6 knockout ve IL-6 antikoru verilen farelerde
ICAM-1, P selektin gibi adezyon molekiillerinde, TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuar
sitokinlerde, dolayisiyla iskemik renal hasarda azalma gériilmiistir (71). Iskemi-
reperfiizyonda bu sitokinlerin yani sira IL-1, IL-2, TNF-a, TGF-a, IFN-y iiretiminde de artig

olmaktadir (56,93).

3.2. ISKEMIK AKUT BOBREK YETMEZLIGININ PATOLOJISI

Iskemik ABY’in klasik patalojik 6zelligi tiibiil epitelinin yama tarzinda, fokal nekrozu ve
bazal membrandan ayrilmasidir. Bu degisiklikler daha ¢ok kortikomediiller bileskedeki
tiibiiler segmentlerde belirgindir. Bununla birlikte, tiibiil epitel rejenerasyonu, nekroz veya
hiicre biitiinligliniin bozulmasi, intratiibiiler silendir, interstisyel ddem ve hiicre infiltrasyonu
hatta tiibiiler kollaps ve dilatasyon gibi bulgulara rastlanabilir. Tiibiil liimeninde eozinofilik
hiyalin ve pigmente graniiler silendir ile bir tika¢ olusur. Bunlar Tamm-Horsfall mukoproteini
ile birlikte hemoglobin ve diger plazma proteinlerinden olusurlar. Ldkosit infiltrasyonu
cogunlukla vasa rectada izlenir. Karakteristik olarak intrarenal kan damarlar1 ve glomeriiller,
yaygin damar ici pihtilagsma ve uzun siireli iskemi mevcut degilse normaldir (13,50).

Nefrotoksik ABY’de ise morfolojik degisiklikler daha ¢ok prokimal tiibiillerin diiz ve

kivrimli kollarinda belirgindir. Tibiiler hiicre nekrozu daha az belirgindir (13,50).
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Nefrotoksik ve iskemik ABY nin patolojilerindeki fakliliklara ragmen klinik olarak benzer
durumlardir. Akut bobrek yetmezligi diizeldikten sonra yapilan bobrek biyopsisi normal
olarak bulunur (13,50).

4. ISKEMIi-REPERFUZYON HASARININ RENAL TRANSPLANTASYONDAKI
ETKILERI

Renal transplantasyon tedavisinde, calismalar daha c¢ok akut rejeksiyonun onlenmesine
odaklanmis ve sonug olarak akut rejeksiyon oranlart %20’in altina indirilerek 1 yillik renal
allogreft survisi %80’lerin lizerine ¢ikarilmistir. Bu gelismler greftin uzun dénem survisini
arttirmaya yetmemis, kronik allogreft nefropatisinin Oniine gecilememistir(87). Uyumsuz
HLA (Unrelated) canli vericilerden yapilan renal transplantasyon sonug¢larinin HLA uyumlu
kadavralardan yapilan transplantasyon sonuglarina goére daha 1yi olmasi, renal
transplantasyonda  immunolojik  faktorler disinda mekanizmalarin  oldugunu da
diisiindiirmektedir (87,97). Iskemik-reperfiizyon hasar1 da, erken ve ge¢ donemde greft
fonksiyonlarini etkileyen Onemli bir nonimmiinolojik faktordiir. Renal greftin iskemisi,
dondrden greftin alinmasi Oncesi ve sirasinda gelisen sicak iskemi ile greftin alindiktan sonra
korunmas: ve aliciya takilarak revaskiilarizasyona kadar gecen siireyi kapsayan soguk iskemi
donemlerinden olusmaktadir (97). Soguk iskemi sonrasi renal allotransplantasyon yapilan
hayvan deneyinde tek basina siklosporin veya antiiskemik tedavi ile 6nlenemeyen yiiksek bir
mortalite gozlenirken, her iki tedavi birlikte verildiginde mortalite goriilmemis, makrofaj ve T
hiicre infiltrasyonunun ve uzun donemde proteiniiriinin azaldigi izlenmistir. Bu da soguk
iskeminin greft fonksiyonu acisindan 6nemini gostermektedir (36,51). Nefroktomi yapilan
ratlarda sicak iskemi sonrasi; 24. saatte tiibiiler hiicrelerin bazal membrandan ayrilmasi,
silendir olusumu ve bobrekte 6dem; 72. saatte ekstraselliiler matrikste artis, interstisyel hiicre

infiltrasyonunda artis, silendir olusumunun daha da artmasi, kortekste eritrosit infiltrasyonu,
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tiibiiler bazal membran ve Bowman kapsiiliinde kalinlasma izlenmis ve 8. giinde tiibiiler
silendirlerde azalma olmakla birlikte bu degisikliklerin en iist diizeyde oldugu gozlenmistir
(33). Uzun dénemde ise glomeriiloskleroz, interstisyel fibroz, tiibiiler atrofi ve interstisyel
infiltrasyon gozlenmistir (7,33).

Deneysel ve klinik ¢alismalarda, I/R hasarinin dnlenmesi renal transplantasyon sonuglarini
tyilestirmekte ve bunun i¢in degisik yontemler denenmektedir (Tablo VI) (72)

Tablo VI: Renal Transplantasyonda Iskemi-Reperfiizyon Hasarim Onlemeye Yonelik
Statejiler

Iskemi-Reperfiizyon Hasarim ve
Gecikmis Greft Fonksiyonunu Onlemeye Yonelik Stratejiler

Koruma Soliisyonlar:
+ Wisconsin Universitesi Soliisyonu
* Histidin-Triptofan-Ketoglutarat soliisyonu
* Celsior Soliisyonu

Alicimin Sivi Tedavisi
* Kolloid ve kistalloidlerle voliim genisletilmesi
* Mannitol veya furosemid

Vazodilator Ajanlar
+ Kalsiyum kanal blokérleri
* Prostasiklin
* Atrial natritiretik peptit
» Selektif veya non-selektif endotelin reseptdr antogonistleri
Antioksidanlar
» Hem-oksijenaz-1 indiiksiyonu veya greftte asir1 ekspresyonu
*» N-Asetilsistein
* Propionil-L-Karnitin
* Indiiklenebilir NO sentaz inhibitorleri
Antiinflamatuar Ajanlar
* Platelet aktive edici faktdr reseptor antagonistleri
* TNF-alfa monoklonal antikorlar:
» Sitokin antogonistleri veya inhibitérleri (IL-1, 10, 13, CXCL-8, MCP-1)
* ICAM-1 ve l6kosit fonksiyon-iliskili antijen-1’e karsi antikorlar
* Coziiniir P-selektin glikopotein ligandi
« iImmiinsiipresanlar (CTLA4-Ig fiizyon poteini, mikofenolat mofetil)
» Kompleman inhibitorleri
» Statinler
Biiyiime Faktorleri
«Insiilin benzeri biiyiime faktérii
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5. EVEROLIMUS

Everolimus renal transplantasyon hastalarinda immiinstipresif tedavide yeni yeni kullanima
giren makrolid grubu bir antibiyotiktir. Solid organ transplantasyonu yapilan hastalarda
kullanilmakta olan sirolimusun oral biyoyararlanimini arttirmak igin gelistirilmis, bir
sirolimus (rapamisin) derivesidir (5,49,94). Everolimus hiicre i¢ine girdikten sonra bir
immunofilin olan FKS506-binding proteine (FKBP12) baglanir. Everolimus-FKBP12
kompleksi mammalian TOR (target of rapamycin) adi verilen kinaza baglanarak p70 S6
kinazin aktivasyonunu inhibe eder. Sonucta hiicre siklusu G1’den S fazina gecis arasinda
durur ve hiicre proliferasyonu inhibe olur. Ayrica IL-2 reseptorii ve CD28 bagimli yollari
inhibe ederek de T ve B hiicre proliferasyonunu inhibe eder (5,94). Everolimus sadece
hematopoietik hiicre proliferasyonunu degil ayrica vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu da inhibe eder. Bu sekilde kronik renal allogreft nefropatisi ile iliskili olan
uzun dénem vaskiiler reaksiyonu inhibe eder (5,85). Everolimus ile ayni etki mekanizmasina
sahip olan sirolimusun I/R’den koruyucu etkisi ince barsakta c¢aligilmig ve sirolimusun T-
hiicre sinyal yolundan bagimsiz olarak ince barsak iskemisinde hiicre koruyucu ve
antiinflamatuar mekanizmalarla koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (74).

Everolimusun oral yararlanimi (%16) diisiik olmakla birlikte sirolimusun oral
yararlanimindan (%10) daha fazladir. Everolimus oral alindiginda hizli emilmekte olup 7
giinde kararli diizeye ulasir. Karacigerde sitokrom P450 sistemi tarafindan metabolize edilip
%981 safra, %2’si idrar ile atir. Eliminasyon yari1 émrii 18-35 saattir. Hipertrigliseridemi,
hiperkolestrolemi, opurtunistik enfeksiyonlar, trombositopeni ve lokopeni sik goriilen yan

etkilerdir (49)
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay1 alindiktan
sonra Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda yapilmistir.
Biyokimyasal analizler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dal1, patolojik
incelemeler ise Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada toplam 46 adet eriskin 200-250 gram agirliginda Wistar albino erkek sican
kullanildi. Deney 6ncesi tiim hayvanlar standart yem ve su ile beslendi. Denekler toplam 3
gruba ayrildi.

Grup I: Kontrol grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi. Kontrol grubu
olarak degerlendirildi. Bu deneklere laparotomi uygulanarak kan ve bobrek dokusu ornekleri
alind1.

Grup II: iskemi-Reperfiizyon Grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi.
Laporotomi sonrasi bilateral renal arterlere klemp konarak 45 dakika boyunca iskemi
uygulandi. Deneklerin 11 tanesinde 2 saatlik, 7 tanesinde ise 24 saatlik reperflizyon
sonrasinda laporotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.

Grup III: Tedavi Grubu: Bu gruptaki deneklere 7 giin boyunca 1.5 mg/kg/giin peroral
everolimus tedavisi uygulandi. Everolimus’un (Novartis A.S.’nin hediyesi) suda eriyen oral
formlar1 tedavi grubuna gastrik gavaj ile oral yoldan her giin ayn1 saatte, 7 giin verildi. Tedavi
bitiminde laparotomi yapilarak bilateral renal arterlere klemp konuldu ve 45 dakika boyunca
renal iskemi uygulandi. Deneklerin 9 tanesinden 2 saatlik, 9 tanesinden ise 24 saatlik

reperfiizyon sonunda kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.
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Biitiin denekler 40 mg/kg (i.m.) ketamin HCI (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi ile
uyutuldu. Deneklerin abdominal bolgeleri tiras edilip %10 polivinilpirolidon iyot
kompleksiyle (Batticon, Adeka) sterilize edildi. Abdominal bolgeye orta hat tizerinde yaklasik
3 cm’lik cilt kesisi yapildi. Karmn i¢i goriinlir hale getirildikten sonra karin ig¢i organlar
kenarlara dogru ¢ekildi. Boylece renovaskiiler yatak goriiniir hale getirildi. Kontrol grubundan
herhangi bir islem uygulanmaksizin kan ve bdbrek dokusu alindi. Iskemi-reperfiizyon grubu
ve tedavi gruplarinda ise her iki bobrek pedinkiilii ortaya konulduktan sonra, pedinkiillere
birer adet non travmatik klemp 45 dakika boyunca uygulandiktan sonra klempler kaldirildi.
Klemp uygulamasi sonrasi bobreklerde renk degisikligi gozlendi. Her iki grubun 2 saatlik
reperfiizyon uygulanacak deneklerinin 2 saat boyunca agikta kalan karin bolgesi lizerine 1lik
serum fizyolojik ile 1slatilmis spang konuldu. Iki saatin sonunda kan ve doku drnekleri alind.
Yirmidort saatlik reperfiizyon uygulanacak deneklerin ise iskemi islemi tamamlandiktan sonra
laparotomi insizyonu primer 3/0 ipek iplikle kapatildi. Bu deneklere 24 saat sonra tekrar
anestezi iglemi uygulanarak laparotomi insizyonlar1 tekrar agildi, kan ve bobrek dokusu
ornekleri alindi. Bu gruba kan ve sivi kaybimi Onlemek icin 24 saatlik reperfiizyon
stiresince cilt altina 3 ml serum fizyolojik uygulandi. Deneklerden portal ven yolu ile kan ve

sonrasinda bobrek dokusu alinarak hayvanlar sakrifiye edildi.

1. BIlYOKIMYASAL INCELEME YONTEMLERI

Deneklerden MDA, SOD, MPO analizi i¢in alinan bdbrek dokusu aliminyum folyolara
sarilarak azot tanki icine ivedilikle sarkitildi. Azot tankinin ig¢inde laboratuara ulastirilan doku
ornekleri analiz giliniine kadar -70°C’de donduruldu. BUN, kreatinin, IL-6 ve TNF-a

calisilmak {iizere portal venden alinan 4 cc’lik kan oOrnekleri biyokimya tlipli icerisinde
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laboratuara ulastirildi. 3000 devir/dakika hizda 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Ayrilan
serumlar analiz giiniine kadar -70°C’de dondurularak saklandi.
1.1. Doku MDA Analizi

Doku MDA diizeyleri Okhawa ve arkadaslarinin (68) tarifledigi yonteme gore tayin edildi.
Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum dodesil siilfat (SDS) ile
baglanmasindan sonra Ornekte bulunan MDA’nin ortam pH’st 3,5 oldugu kosullarda
tiobiitirik asit (TBA) ile olusturdugu kompleksten ileri gelen kirmizi rengin spektrofotometrik
Olclimiine dayanir.

MDA tayini i¢in analiz zamanina kadar derin dondurucuda tutulan doku ornekleri %1,15
potasyum kloriir (KCI) ile 1/10 (w/v) oraninda homojenize edildi. Homojenattan 50 mikrolitre
alinarak tizerine 50 mikrolitre %8,1 SDS eklendi. Ardindan 375 mikrolitre %8 TBA, 375
mikrolitre %20 asetik asit (pH=3,5) ve 150 mikrolitre su eklendi. Elde edilen karisim 60
dakika, 95°C’de su banyosunda kaynatildi. Bundan hemen sonra 6rnekler sogutularak iizerine
250 mikrolitre distile su ve 1,250 mikrolitre n-butanol/piridin (15/1 v/v) eklenerek
vortekslendi. Daha sonra 4000 devir/dakika 10 dakika santrifiij edilip 532 nm.’de kore karst
okundu.

Standart olarak 1,1,3,3 tetractoksi propan kullanilarak standart grafik elde edildi ve
orneklerin absorbans degerlerinin nmol cinsinden MDA miktar1 saptandi. Sonuglar “nmol/gr
yas doku” cinsinden belirlendi.

1.2. Bobrek Dokusunda SOD Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Doku SOD aktivitesi, Yi-Sun’un 1988’de tanimladig1 (102), ksantinin ksantin oksidaz ile

O2-" olusturmasi ve bunun da nitrotetrazolium blue (NBT) ile renkli bir bilesik olusturarak bu
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renk siddetinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi
ne kadar fazla ise O2-""yi ortadan kaldiracagi i¢in olusan rengin siddeti o kadar az olacaktir.

Ksantin oksidaz
Ksantin > O,

0,-+ NBT > Renkli bilesik
Reaktifler: Stok ksantin: 3mmol/ L , Na2CO3: 400 mmol/L, NBT: 150 umol/L, BSA (Sigir

serum albumini): 1 g/L, CuClz: 0.8 mmol/L

Ksantin oksidaz (XO) enzim ¢ozeltisi: 1/100 (v/v) 2 M’lik amonyum siilfat ¢ozeltisi ile diliie
edilir.

Kloroform / etanol: 3/5 (v/v)

Reaktif karisimi: 40 ml 10 kat diliie edilmis stok ksantin ¢ozeltisi + 20 ml NBT +12 ml

Na2COs3 + 6 ml BSA karistirilir. 250 ml’ye tamamlanir.

Deneyin yapilist :

Dokular distile su ile 1/10 oraninda teflon metal u¢lu homojenizatérle homojenize edildi.
Siipernatan, kloroform / etanol karisimi ile 1/1 (v/v) oraninda karistirildi. 5000xg’de +4 °C’de
2 saat santrifuj edildi. Enzim aktivitesi tayini ve protein tayini bu siipernatandan yapildi.

Protein miktarlar1 Lowry metodu ile 6l¢iildii.

Kor Numune
Reaktif 2.9 ml 2.9 ml
karisim
Numune -- 50ul
Distile su 50ul --
Ksantin
oksidaz 50ul 50ul

cozeltisi
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25 °C’de 20 dakika inkiibasyondan sonra tiiplere 0.8 mM CuClz’den 1 ml eklendi ve 560

nm’de distile suya kars1 okundu.

Hesaplama:

% inhibisyon = LT absk'nNugn“ne abs) 100
or abs

% 50 inhibisyonu 1U aktivitenin sagladig1 diisiiniilerek hesap yapild.

Lowry Protein Tayini:
Reaktifler: %2’lik Na,COj; i¢ine 0,1 N’lik NaOH (A1), %2’lik Na-K tartarat (B1), %1°’lik

CuSO0y4 (B2), Folin ciocalteu’s fenol
Standart olarak 1 mg/ml sigir serum albumin (BSA) kullanildi.

C soliisyonu; 0,5 ml B;+ 0,5 ml B+ 16,5 ml A

Folin ¢ekolte (F.c); 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su

Deneyin yapilisi :

BSA Distile su C soliisyonu
Kor - 100 pl 2 ml
Standart-1 40 pl 60 pl 2 ml
Standart-2 80 ul 20 ul 2 ml
Numune 40 pl 60 ul 2 ml

Deney tiipleri vortekslendikten sonra, 15 dakika bekletildi. Daha sonra deney
tiiplerine 200 pl folin g¢ekolte eklenerek iyice vortekslendi ve 1 saat karanlikta bekletildi.

Tiipler 750 nm’de kore kars1 okundu.



40

Hesaplama:
Protein miktari : M xstandart konsantrasyonu.
Standart Abs

Sonuglar mg/ml olarak verilir.
SOD enzim tayini sonucu, elde edilen sonuglar protein miktarlarina boliinerek

U/mg protein olarak verildi.

1.3. Bobrek Dokusunda MPO Diizeyinin Olciilmesi

100 mg bobrek dokusu 1 ml soguk 20 mM potasyum fosfat tamponu ile yaklasik 45 saniye
homojenize edildi. Homojenattan 1’er ml alinip ependorf tiiplerine kondu ve 13.500 rpm’de
30 dakika + 4°C’de sogutmali santrifiijde santrifiigasyon yapildi. Siipernatan alinip pellet
%0.5 HETAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) ve %0.146 EDTA iceren 1 ml 50
mM potasyum fosfat tamponu ile ¢6ziiliip 10 saniye sonike edildi. Numuneler 60°C’de 2 saat
inkiibe edilip 13.500 rpm’de 30 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatan yeni ependorf
tiiplerine aktarildi.

Bu metodun prensibi H,O,‘in homojenattaki MPO tarafindan oksitlenirken reaksiyon
karigiminda bulunan o-dianisidinin 410 nm dalga boyundaki 15181 absorplamasi esasina
dayanir. Daha sonra numuneler 37°C’de 30 dakika su banyosunda bekletildi. Sonra her bir

numuneye 200ul 3 M’Iik HCI asit eklenerek 410 nm boyunda kore karst okundu.

Absorbans x 1000
30 dakika
Unite/g = formiilii ile iinite/g cinsinden sonug bulundu (59).

20 mg
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KOR NUMUNE
500 mM tampon 200 pl 200 ul
H,0, 90 ul 90 pul
o-dianisidin 100 pl 100 pl
Numune - 200 pl
Distile su 1600 pl 1400 pl

1.4. Serum BUN ,Kreatinin, IL-6 ve TNF-a Analizi
BUN ve kreatinin Beckman Coulter Lx20 cihaz orijinli kitlerle caligildi. IL-6 analizi

Bisource rat IL-6, TNF-a analizi ise Bisource rat TNF-alfa kitleri ile ¢alisildi.

2. HISTOPATOLOJIK INCELEME YONTEMLERI
Calisma sonucu ¢ikarilan bobrekler %10’luk formaldehit igerisinde fikse edilip parafin
bloklara alindi. Alinan kesitler hemotoksilen eozin ile boyandi. Her kesitte 12 mikroskopik

alan 10x biiylitme ile incelendi. Sahna ve arkadaslarinin kullandiklar1 histopatolojik siniflama

ile degerlendirildi (81).

3. ISTATIKSEL ANALIZ

Bu calismada elde edilen veriler SPSS.13 paket programi yardimu ile degerlendirilmistir.
Iki gruplu karsilastirmalarda veriler normal dagimadigi icin Mann-whitney U testi
kullanilmigtir. Anlamlilik seviyesi olarak 0,05 alinmis olup, p>0,05 olmasi durumunda
gruplar arasinda anlamlhi farkliligin olmadigi, p<0,05 olmasi durumunda gruplar arasinda
anlamli farkliligin oldugu belirtilmistir. Kategorize edilebilen histopatolojik bulgulara ait

veriler ise Fischer Exact ki-kare testi ile karsilastirilmistir.
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SONUCLAR

1. BIYOKIMYASAL INCELEME SONUCLARI

1.1.0rtalama BUN Degerleri

Ortalama serum BUN diizeyleri kontrol grubunda 25,9 mg/dl (25,9+£2,96), I/R grubunun 2.
saatinde 40,4 mg/dl (40,4+7,9), 24. saatinde 21,3 mg/dl (21,3+2,1), everolimus grubunun 2.
saatinde 43,9 mg/dl (43,9+3,4) ve 24. saatinde 37,6mg/dl (37,6+27) olarak bulundu (Sekil 5).
Kontrol grubu ile I/R grubunun 2. saati ve kontrol grubu ile everolimus grubunun 2. saati
BUN degerleri arasinda anlamli istatiksel fark saptandi (p<0,05). Iskemi-reperfiizyon grubu
24. saatinde ortalama BUN degeri kontrollerin ortalama BUN degerleriyle benzer diizeylere

donerken tedavi grubunda hala anlamli yiiksek BUN degerleri mevcuttu.

BUN (mg/dl)
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Kontrol I/IR 2. saat I/R 24. saat I/R+Everolimus I/R+Everolimus
2. saat 24, saat

Sekil 5: Ortalama BUN degerlerinin gruplara gore dagilim
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1.2. Ortalama Kreatinin Degerleri

Ortalama kreatinin degerleri kontrol grubunda 0,3 mg/dl (0,3+0,07), I/R grubunun 2.
saatinde 0,54 mg/dl (0,54+0,14), 24. saatinde 0,4 mg/dl (0,4+0,1), everolimus grubunun 2.
saatinde 0,51 mg/dl (0,51£0,11) ve 24. saatinde 0,47 mg/dl (0,47+0,22) olarak bulundu (Sekil
6). Kontrol grubu ile I/R grubunun 2. saati, kontrol grubu ile everolimus grubunun 2. saati ve
kontrol grubu ile everolimus grubunun 24. saati kreatinin degerleri arasinda anlaml istatiksel
fark saptand1 (p<0.05). Iskemi-reperfiizyon grubunun 2. saatinde ortalama kreatinin degerleri
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek iken, I/R grubunun 24. saatinde serum kreatinin
diizeyleri anlamli olarak geriledi ve ortalama kreatinin degerleri kontrol grubunun
kreatininleriyle benzerdi. Tedavi grubunda ise ortalama kreatinin diizeyleri hala anlaml

ylksekti.

KREATININ (mg/dl)
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Kontrol I/R 2. saat IIR 24. saat I/R+Everolimus I/R+Everolimus
2. saat 24, saat

Sekil 6: Ortalama kreatinin degerlerinin gruplara gore dagilim
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1.3. Ortalama TNF-a Degerleri

Ortalama TNF-o degerleri kontrol grubunda 33,4 pg/ml (33,4+39,5), I/R grubunun 2.
saatinde 66,5 pg/ml (66,5+62,8), 24. saatinde 14,8 pg/ml (14,8+5,1), everolimus grubunun 2.
saatinde 13,1 pg/ml (13,1+1,6) ve 24. saatinde 17,7 pg/ml (17,7£9,2) olarak bulundu (sekil 7).
Iskemi-reperfiizyon grubunun 2. saati ile everolimus grubunun 2. saati TNF-a diizeyleri
arasinda anlamli istatiksel fark saptandi (p<0,05). Iskemi-reperfiizyon grubunun 2. saatindeki
ortalama TNF-a diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli yiliksek idi ve I/R grubunun 24.
saatinde bu yiikseklik tekrar anlamli azalma gosterdi. Everolimus grubunun 2. ve 24.
saatindeki TNF-a diizeyleri kontrol gubundan farksiz iken I/R grubu 2. saatindeki ortalama

TNF-a diizeylerine gore anlamh diisiik saptandi.

TNF-a (pg/ml)
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Kontrol IIR 2. saat I/R 24. saat I/R+Everolimus I/R+Everolimus
2. saat 24. saat

Sekil 7: Ortalama TNF-a degerlerinin gruplara gore dagilimi
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1.4. Ortalama IL-6 Degerleri

Ortalama IL-6 diizeyleri kontrol grubunda 221,9 pg/ml (221,9+78.,6), I/R grubunun 2.
saatinde 350,8 pg/ml (350,8+184,9), 24. saatinde 168,4 pg/ml (168,4+62,8), everolimus
grubunun 2. saatinde 520,7 pg/ml (520,7£230) ve 24. saatinde 382,9 pg/ml (382,9+246,7)
olarak bulundu (Sekil 8). Kontrol grubu ile everolimus grubunun 2. saati ve I/R grubunun 24.
saati ile everolimus grubunun 24. saati IL-6 diizeyleri arasinda anlaml istatistik fark saptandi
(p<0,05). I/R grubunda 2. saatte anlamli IL-6 yiiksekligi saptanirken 24. saatinde IL-6
diizeyleri kontrol grubundaki bazal diizeylere geri donmekteydi. Everolimus grubunun 2.
saatinde IL-6 diizeyleri anlaml yiiksek idi ve bu yiikseklik 24. saatin sonunda halen anlamh

olarak devam etmekte idi.

IL-6 (pg/ml)
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Kontrol IIR 2. saat I/IR 24. saat I/R+Everolimus I/R+Everolimus
2. saat 24. saat

Sekil 8: Ortalama IL-6 diizeylerinin gruplara gore dagilim
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1.5. Ortalama MDA Degerleri

Ortalama MDA degerleri kontrol grubunda 181,7 nmol/g (181,7£50,9), I/R grubunun 2.
saatinde 214,1 nmol/g (214,1+42,7), 24. saatinde 260,6nmol/g (260,6+14,5), everolimus
grubunun 2. saatinde 153,6 nmol/g (153,6+£56,3) ve 24. saatinde 156,2 nmol/g (156,2+48,5)
olarak bulundu (Sekil 9). Kontrol grubu ile I/R grubunun 24. saati, I/R grubunun 2. saati ile
everolimus grubunun 2. saati ve I/R grubunun 24. saati ile everolimus grubunun 24. saati
MDA degerleri arasinda ise anlamli istatistiksel fark mevcuttu (p<0,05). Ortalama MDA
degerleri I/R grubunun 2. saatinde anlaml1 yiiksek degilken, 24. saatinde kontrol grubuna gére
anlaml olarak yiiksekti. Everolimus grubunda ise ne 2. saatte ne de 24. saatte anlaml bir

MDA artis1 yoktu.
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Kontrol IIR 2. saat I/IR 24. saat I/R+Everolimus I/R+Everolimus
2. saat 24. saat

Sekil 9: Ortalama MDA diizeylerinin gruplara gore dagilim
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1.6. Ortalama MPO Degerleri

Ortalam MPO degerleri kontrol grubunda 1,98 U/g (1,98+0,6), I/R grubunun 2. saatinde 2,5
Ulg (2,5+0,5), 24. saatinde 2,4 Ul/g (2,4+0,4), everolimus grubunun 2. saatinde 2,1 U/g
(2,1£0,2) ve 24. saatinde 1,8 U/g (1,8+0,4) olarak bulundu (Sekil 10). Kontrol grubu ile I/R
grubunun 2. saati ve I/R grubunun 24. saati ile everolimus grubunun 24. saati MPO degerleri
arasinda anlaml istatiksel fark saptandi (p<0,05). Ortalama MPO degerleri I/R grubunun 2.
saatinde anlamli artmakta ve 24. saatinde de hala yliksek kalmakta idi. Everolimus grubunda
ise 2. saatte anlamli bir MPO artis1 olmamakta, 24. saatinde ise ortalama MPO diizeyleri

kontrol grubunun ortalama degerlerinin de altina inmekteydi.

MPO (U/g)
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2. saat 24. saat

Sekil 10: Ortalama MPO degerlerinin gruplara gore dagilim
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1.7. Ortalama SOD Degerleri

Ortalama SOD degerleri kontrol grubunda 9,8 U/mg.protein (9,8+1,3), I/R grubunun 2.
saatinde 7,5 U/mg.protein (7,5£1,6), 24. saatinde 8,7 U/mg.protein (8,7+1,5), everolimus
grubunun 2. saatinde 7 U/mg.protein (7+1,6) ve 24. saatinde 7,8 U/mg.protein (7,8+1,3)
olarak bulundu (Sekil 11). Kontrol grubu ile I/R grubunun 2. saati, kontrol grubu ile
everolimus grubunun 2. saati ve kontrol grubu ile everolimus grubunun 24. saati SOD
degerleri arasinda anlamli istatiksel fark saptandi (p<0,05). Ortalama SOD aktivitesi I/R
grubu 2. saatinde anlamli olarak baskilanmus, diisiik diizeylerde iken 24. saate dogru SOD
aktivitesi artmakta ve kontrol grubuna benzer diizeylere ulasmaktaydi. Everolimus grubunun
2. saatinde de ortalama SOD aktivitesi anlaml diisiik iken 24. saatte biraz artmakla birlikte bu

diisiikliik kontrol grubuna gore hala anlamliligin1 korumakta idi.

SOD (U/mg.potein)
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Kontrol IIR 2. saat I/IR 24. saat I/R+Everolimus I/R+Everolimus
2. saat 24. saat

Sekil 11: Ortalama SOD degerlerinin gruplara gore dagilim
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2. HISTOPATOLOJIiK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Histopatolojik incelemelerde tiim gruplarda tiibiiler dilatasyon, tiibiil epiteli ayrigmasi,
silendir formasyonu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonuna bakildi. Kontrol grubunda normal
yapt gozlemlendi (Resim-1). Iskemi-reperfiizyon ve everolimus gruplarinda tiibiiler
dilatasyon, tiibiil epiteli ayrismasi, silendir olusumu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonlar

izlendi (Resim-2,3). Iskemi-reperfiizyon grubu ve everolimus gruplarinin hem 2. saat hem de

24. saat goriintiileri arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi.

Resim 1- Kontrol grubunda histopatolojik incelemede tiibiiller ve tiibiil epiteli normal
goriiniimdeydi (HE, x100)
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Resim 2- Iskemi-reperfiizyon ve tedavi gruplarinda tiibiiler dilatasyonve
intratiibiilersilendir olusumu izlendi (HE, x100)

Resim 3- iskemi-reperfiizyon ve tedavi gruplarinda tiibiil epitelinde ayrisma izlendi
(HE, x100
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TARTISMA ve SONUC

Bobregin hipoperfiizyonuna bagl olarak olusan prerenal ABY toplum kaynakli ABY’in %
70’ini, hastane kaynakli ABY’in ise %40’ olusturur (95). Prerenal ABY’in bu kadar sik
goriilmesi I/R hasarinin patofizyolojisinin aydinlatilmasit ve Onlenmesi i¢in bir¢ok c¢alisma
yapilmasina neden olmustur. Bu konu ile ilgili ¢caligmalar ise ¢ogunlukla hayvan modelleri
tizerinde yapilmustir.

Prerenal ABY ile ilgili koruyucu tedaviye yonelik diisiik doz dopamin infiizyonu,
ditiretikler, kalsiyum kanal blokorleri, allopurinol, N-asetilsistein, eritropoietin, teofilin, atrial
natriliretik peptid, adezyon molekiillerine kars1 olusturulan antikorlar, serbest oksijen radikal
tutuculari, prostaglandinler, amino asit inflizyonu gibi bir¢ok molekiiliin iizerinde ¢alisilmistir
(54).

Diisiik doz dopamin infiizyonu (1-3 pg kg’ min™ ), ABY’i énlemede, 6zellikle yogun
bakim {nitelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diisiik doz dopamin inflizyonunun
etkinligi ile ilgili yapilan kontrollii prospektif ¢aligmalar ve metaanalizler, baslangigta renal
kan akiminda, idrar ¢ikisinda ve GFR’de diizelme saglamakla birlikte, diisitk doz dopamin
inflizyonunun yiiksek riskli hastalarda renal fonksiyonlar1 koruyarak ABY’i 6nlemede ve
mortalite tizerinde etkili olmadigin1 géstermistir (6,25,46).

Ditiretikler, dopamin gibi ABY’de yaygin olarak kullanilmaktadir. Mannitoliin
rabdomiyoliz ve renal transplantasyonda etkinligi kanitlanmis olup iskemik ABY igin ayni
durum s6z konusu degildir (82). Loop diiiretikleri ise oligiirik ABY’de diiirezi saglamada
etkili olmakta ancak renal fonksiyon kaybinin siiresi, diyaliz ihtiyacit ve mortalite lizerinde
sonucu degistirecek bir etki gdstermemektedir (60,83).

Iskemik bobrek hasarinda serbest radikal iiretiminde rol oynayan ksantin oksidazi inhibe

eden allopurinol’iin hayvan ¢aligmalarinda renal I/R’de iskemik hasar1 azalttig1 gdsterilmistir.
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Insanlarda ise tiimér lizis sendromunu engellemede kullanilmakta, ancak prerenal ABY de
rutin kullanimi s6z konusu degildir (3,80).

Renal I/R hasarina kars1 koruyucu olarak diisiiniilen bir diger ilag grubu kalsiyum kanal
blokorleridir. Ozellikle kardiyak operasyonlarda ve I/R hasarinda kalsiyum kanal blokorleri
umut vaat edici goriilmektedir (58,73).

N-Asetilsistein ile yapilan metaanalizlerde ise, I/R hasarmi 6nlemeden ziyade, kronik
bobrek hastaligi veya diyabeti olan hastalarda kontrast nefropatisi riskini azaltmada etkili
bulunmustur (2,10).

Hiperlipidemi tedavisinde de yaygin olarak giivenli bir bigimde kullanilmakta olan HMG-
CoA rediiktaz inhibitorlerinin antiinflamatuar etkileri ile renal I/R’de koruyucu olacagi
diistiniilmiistiir. Buradan yola c¢ikilarak yapilan hayvan deneylerinde HMG-CoA rediiktaz
inhibitdrlerinin renal iskemik hasardan koruyucu oldugu gosterilmistir (37,104).

Biz bu ¢alismada renal transplantasyon hastalarinda immiinosiipresyon amaciyla yeni
kullanima giren makrolid grubu bir antibiyotik olan everolimusu renal I/R hasarindan
koruyucu bir ajan olarak kullandik. Calismamizda ortalama serum BUN ve kreatinin degerleri
I/R grubunda 2. saatte beklenildigi lizere anlamli bir artis gostermis, reperfuzyonun 24.
saatinde ise anlamli olarak gerileyerek kontrollerden farksiz seviyelere ulasmistir.
I/R+everolimus uygulanan tedavi grubunda ise reperfiizyonun 2. saatinde yiikselen BUN ve
kreatinin degerleri 24. saatte de anlamli olarak yiiksek kalmaya devam etmistir. Caligmamizda
sitokin diizeyleri degerlendirildiginde, TNF-a diizeyleri I/R grubunun 2. saatinde kontrol
grubuna gore anlamli yiliksek saptanirken ,24. saatinde anlamli olarak azalmis; tedavi
grubunda ise TNF-a diizeyleri hem 2. hem de 24. saatte diislik seyretmistir. Ortalama IL-6
degerleri tedavi grubunda hem 2. hem de 24. saatlerde kontrol ve iskemi gruplarina gore

yiiksek saptanmistir. Inflamasyon belirteglerinden olan MPO diizeyleri 2. saatte tedavi
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grubunda, kontrol grubuna gore artis gostermekle birlikte 24. saatte kontrol grubunun
ortalama degerlerininde altinda bulunmustur. Oksidan-antioksidan sistemin  6nemli
gostergelerinden olan MDA diizeyleri, tedavi alan grupta, hem 2. hem de 24. saatte kontrol
ve I/R grubuna gore diisiik saptanmistir. SOD degerleri ise reperfiizyonun 2. saatinde her iki
gruptada kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur. Reperfuzyonun 24. saatinde ise
SOD aktiviteleri her iki grupta hafifce artmaya meyletmekle beraber kontrollere gore anlamhi
ylksek diizeylere ulasamamistir. Histopatolojik degerlendirmede I/R ve I/R+everolimus alan
gruplarin olusan renal tiibiiler ve interstisiyel hasar diizeyleri agisindan bir farklilik
gostermedikleri izlenmistir.

Everolimus solid organ transplantasyonu yapilan hastalarda kullanilmakta olan
sirolimusun oral biyoyararlanimini arttirmak igin gelistirilmis, bir sirolimus (rapamisin)
derivesidir (5,49). Everolimus ve sirolimusun etki mekanizmalar1 ayn1 olup, everolimus hiicre
icine girdikten sonra bir immunofilin olan FKS506-binding proteine (FKBP12) baglanir.
Everolimus-FKBP12 kompleksi mammalian TOR (target of rapamycin) adi verilen kinaza
baglanarak p70 S6 kinazin aktivasyonunu inhibe eder. Sonugta hiicre siklusu G1’den S fazina
gecis arasinda durur ve hiicre proliferasyonu inhibe olur. Ayrica IL-2 reseptori ve CD28
bagimli yollar1 inhibe ederek de T ve B hiicre proliferasyonunu inhibe eder (5,94). Everolimus
sadece hematopoietik hiicre proliferasyonunu degil ayrica vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu da inhibe eder (5,85).

Everolimus ile ayni etki mekanizmasina sahip olan sirolimusun I/R’den koruyucu etkisi
Puglisi ve arkadaglar1 tarafindan ince barsakta ¢aligilmistir. Deneklerden bir gruba sirolimus,
bir gruba siklosporin, bir gruba her iki ila¢ verilmis ve ksantin oksidaz (I/R’de serbest radikal
tiretiminde rol oynar), maltaz (ince barsak fonksiyonu ve mukozal biitiinligli konusunda bilgi

verir) ve TNF-a diizeylerine bakilmistir. Tedavi verilen gruplarda, ksantin oksidaz ve maltaz
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diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiliksek, TNF-a diizeyi istatiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte diisiik bulunmustur. Bu ¢alisma ile sirolimusun T-hiicre sinyal yolundan
bagimsiz olarak ince barsak iskemisinde hiicre koruyucu ve antiinflamatuar mekanizmalarla
koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (74).

Adkins ve arkadaslari tarafindan insan vaskiiler diiz kas hiicrelerinden sirolimusun TNF-a
salinimini inhibe etttigi gosterilmistir. Sirolimus koroner arterlere konan ilag kapl stentlerde
de kullanilmaktadir. Bes hastanin safen veninden alinan segmentlerden yapilan hiicre
kiltiirleri TNF-a sekresyonunun artmasi i¢in bakteriyal lipopolisakkarite maruz birakilmais,
sonrasinda bir gruba sirolimus, bir gruba izoproteronal 24 saat boyunca uygulanmis baska bir
gruba ise hi¢ bir sey uygulanmamustir. Sirolimus uygulanan hiicre kiiltiirlerinde TNF-a
sekresyonunda %350’lik anlamli bir azalma dikkati ¢cekmistir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
sirolimusun inflamatuar sitokin salinimini anlamli olarak azalttig1 bdylece ortaya konmustur
(1).

Lehle ve arkadaslarinin yine hiicre kiiltiirlinde yaptiklar1 bagka bir ¢alismada sirolimus ve
everolimusun TNF-a tarafindan indiiklenen IL-6 salinimini azalttiklari izlenmistir (55).

Renal I/R’de inflamatuar sitokinlerin, T ve B hiicrelerinin oynadigi rol diisiintilecek olursa,
bir sirolimus derivesi olan ve ayni mekanizma ile etkisini gosteren everolimusun renal
I/R’den koruyucu etkisi olabilecegi diisiliniilebilir. Bu ¢alisma renal I/R hasarinda profilaktik
olarak everolimus kullaniminin bdbrek fonksiyonlari, lipid peroksidasyonu, antioksidan
sistem ve sitokinler iizerine olan etkilerini degerlendirmek {izere planlanmustir.

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 reperflizyonun 2. ve 24. saatlerinde iskemik hasar
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degerlendirmesi yaptik (22,33,69,101). ilag dozunu ve siiresini literatiirde belirtildigi gibi 1,5
mg/kg olarak ve 7 giin siireyle verdik (23,49).

Renal I/R sirasinda iiretilen serbest radikaller lipid peroksidayonu ile yapisal ve
fonksiyonel olarak hiicre hasarima neden olurlar (20,35,79). Serbest oksijen radikalleri ¢ok
reaktif olmalar1 nedeni ile direkt olarak ol¢iilememekte, lipid peroksidasyonu sirasinda agiga
cikan daha stabil molekiillerin 6l¢limii yapilmaktadir. Lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak en sik kullanilan ve doku hasari konusunda fikir veren bu molekiillerden birisi
MDA’dir (8,35). Biz de c¢alismamizda lipid peroksidasyonunu ve hiicresel hasari
degerlendirmek ilizere MDA diizeylerini inceledik. Doku MDA degerleri iskemi grubunda
hem 2. hem de 24. saatlerde beklenildigi iizere diger tiim gruplardan yiiksek bulundu. Tedavi
grubunda ise MDA degerleri diger tiim gruplara gore daha diisiik seviyede saptandi. iskemi-
reperfiizyon grubunun 2. saati ile tedavi grubunun 2. saati ve I/R grubunun 24. saati ile tedavi
grubunun 24. saatleri arasindaki fark istatiksel olarak anlamliydi. MDA diizeylerinin doku
hasar1 konusunda Onemli olmasi nedeniyle everolimusun renal iskemik hasarda lipid
peroksidasyonunu azaltici yonde etki gostererek olusabilecek hasar iizerine Onleyici yonde bir
katkis1 oldugu diigiiniilebilir.

Serbest oksijen radikallerine karsi major korunma sistemi antioksidan enzim sistemidir. Bu
enzim sisteminde yer alanlarindan en Onemlisi siiperoksit radikalini molekiiler oksijen ve
hidrojen peroksite doniistiiren reaksiyonu katalizleyen SOD’dur (20,35,79). Calismamizda
beklenenden farkli olarak SOD diizeyi en yiiksek kontrol grubunda bulundu. Hem I/R
grubunda hem de tedavi grubunda SOD aktivitesi anlamli olarak diigiiktii ve bu diisiikliik 24.
saatte de devam etmekteydi. Iskemi-reperfiizyon hasar1 antioksidan aktivitenin aktivasyonu
tizerine onemli bir baskilayict rol oynamakta, everolimus uygulamasi ile bu etkide diizelme

saglanamamaktaydi. Ozellikle kisa zamanl (30 dakika) I/R modellerinde SOD aktivitesinde
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artis olmadigi buna karsin 60 ve 90 dakika gibi uzun iskemi uygulanan I/R modellerinde
anlamli SOD artis1 oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur (27). Dolayisiyla uygulanan
iskemi siiresi SOD aktivitesinin belirginlesmesinde ¢ok Onemli gibi goériinmektedir.
Calismamizda ratlara 45 dakikalik renal iskemi uygulanmis olup SOD aktivitesi artiginin hem
I/R hem de tedavi grubunda beklenildigi gibi olmamasi bu uygulanan siireyle iliskili
goriinmektedir. Everolimus tedavisinin kisa siireli I/R uygulamalarinda antioksidan SOD
enzimi aktivitesini arttirict  yonde olumlu bir etkisi olmadigr izlenmektedir.
I/R hasarmin 24 saat sonrasinda bu enzimatik aktivite diizeylerinin seyrine ait verimiz, bu
calisma planinda olmadigi i¢in mevcut degildir.

Calismamizda inflamatuar bir gosterge olan, 16kosit ve mononiikleer hiicrelerden salgilanan
MPO diizeylerine de bakildi. Iskemi-reperfiizyon grubunda MPO diizeyleri kontrol ve tedavi
gruplarina gore yiiksek bulundu. Tedavi grubunun hem 2 hem de 24. saati MPO degerleri I/R
grubuna gore diistiktii. Bu diisiikliik 24. saatte istatiksel olarak anlamliydi. Tedavi grubunda
MPO’nun diisiik bulunmasi everolimusun I/R olusturulmus dokuya, bilinen T ve B hiicre
proliferasyonunu azaltici etkilerinin yanisira, I0kosit ve mononiikleer hiicre go¢iinii de anlamli
Olciide engelledigi ve bu sayede antiinflamatuar, ilave bir etki olusturabilecegini
gostermektedir. Bu inflamatuar hiicre gociinii azaltici etkiler ilacin, I/R hasar siirecinde bu
hiicrelere bagli olusacak hasarin azaltilmasinda da etkili olabilecegi konusunda beklentileri
artirmaktadir.

TNF-a iskemik renal hasarda, makrofaj, 16kosit ve renal tiibiiler hiicreler tarafindan sekrete
edilir. TNF-a glomeriiler kan akimini, glomeriiler filtrasyon hizini azaltir; glomeriiler albumin
permeabilitesini arttirir; serbest oksijen radikali, IL-1 gibi endojen pirojen ve diger
proinflamatuar sitokinlerin {iretimini stimiile eder; nétrofil ve monosit (recruitment)

infiltrasyonunu arttirir; ICAM-1 ve L-selektin ekspresyonunu arttirir; hiicresel apoptosisi
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indiikler; glomertiler fibrin depozisyonunu arttirir (30). Renal TNF-a tiretimi i¢in 30 dakikalik
iskemi yeterli olmakla birlikte TNF-a proteininin ekspresyonu ve biyoaktivitesi 1 saatlik
iskemi ve bunu takip eden 2 saatlik reperfiizyonda tepe yapmaktadir (28,29). Bizim
calismamizda beklenildigi lizere I/R grubunda 2. saatte TNF-a diizeyleri en yiiksek olarak
bulundu. iskemi-reperfiizyon grubunun 2. saatinde beklenildigi iizere oldukg¢a belirgin,
istatistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bir TNF- a artis1 mevcuttu. Bu
yluksek TNF- a diizeyleri 24. saate dogru anlamli olarak azalmisti. Tedavi grubunda ise 2.
saatte TNF- o diizeyi anlaml olarak diisiiktii ve 24. saatte de bu diisiik diizeylerde devam
etmekte idi. Bu gozlenen TNF- a diizeyleri everolimusun anlamli TNF- a baskilayici
etkisinin gostergesi olup Onemli bir inflamatuar sitokin olan TNF- o’nin bu sekilde
baskilanmis olmasi I/R  hasarmin  Onlenmesinde everolimusa ait beklentileri
giiclendirmektedir.

IL-6 primer olarak immiin ve inflamatuar cevabin regiilasyonunda rol oynayan bir
sitokindir. IL-6 sadece T ve B lenfositlerden degil, monosit/makrofaj, fibroblast, vaskiiler diiz
kas hiicrelerinden, endotel hiicrelerden ve mezangial ile tiibliler epitel hiicrelerden
salgilanmaktadir. Renal I/R’de IL-6 knockout ve IL-6 antikoru verilen farelerde ICAM-1, P
selektin gibi adezyon molekiillerinde, TNF-o ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerde,
dolayistyla iskemik renal hasarda azalma goriilmiistiir (71). Buna ragmen IL-6’nin renal I/R’a
bagli doku hasarindaki rolii tartismalidir. HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri ile yapilan renal
I/R galigmasinda sitatinlerin uygulanmasi ile IL-6 diizeylerinde anlamli artis gézlenmis, bu
artisin inflamasyondan koruyucu amagl oldugu tezi ortaya atilmistir (104). Renal iskemik
hasarin yani sira IL-6 knockout farelerde deneysel olarak serebral I/R olusturuldugunda,
survinin azaldigi, nérolojik durumun daha da kotiilestigi ve enfarkt alanin daha biiyiik oldugu

izlenmigtir (42). Ayrica eksojen IL-6 verilmesinin barsak ve akciger I/R hasarina karsi
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koruyucu oldugu gosterilmistir (32,48). Bizim ¢alismamizda everolimus alan grubun hem 2.
hem de 24. saatleri IL-6 diizeyleri yiiksek bulundu. Kontrol grubu ile everolimus grubunun 2.
saati ve I/R grubunun 24. saati ile everolimus grubunun 24. saati IL-6 diizeyleri arasindaki
fark ise istatiksel olarak anlamliydi. Iskemik hasarda doku hasarmin énemli gostergesi olan
MDA ve TNF-a diizeylerinin tedavi verilen grupta diisiik oldugu ve IL-6’nin iskemik
hasardaki roliinlin koruyucu yonde de olabilecegi literatiire dayanilarak g6z Oniinde
bulundurulacak olursa, IL-6 diizeylerinin tedavi grubunda ytiksek olmasi, everolimusun IL-6
diizeylerini arttirarak iskemik hasarda koruyucu rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak
heniiz IL-6’nin I/R modellerindeki etkisinin ne yonde olduguna dair kesin veriler mevcut
olmadig1 i¢in bu artisin tedavi verilen grupta tamamen antiinflamatuar amacl olabilecegini
diisiinmek ¢ok iyimser bir yaklasim olarak kalacaktir. Bu konuda daha fazla modellemeye
ihtiyac oldugu agiktir.

Calismamizda serum BUN ve kreatinin degerleri, tedavi alan grupta I/R grubuna gore,
istatiksel olarak anlamli olmasa da, yliksek olarak bulundu. Hem ortalama BUN hem de
ortalama kreatinin degerleri tedavi grubunda kontrol grubuna gore beklenildigi gibi anlamli
yiiksek olmakla beraber I/R grubunun 2. ve 24. saatine gore de anlaml yiiksek durumdaydi.
Tedavi grubunun ratlarindaki bu yiiksek BUN ve kreatinin degerleri everolimusun MDA,
MPO, TNF- a ve IL-6 iizerinden olusturabilecegi anlamli ve olumlu beklenen etkilerinin
laboratuar olarak dogrulanamadiginin bir gostergesidir. Reperfiizyonun 72. saat ve sonrasina
ait veriler ¢calisma planimizda olmadigi i¢in elimizde mevcut degildir. Ancak bu kadar olumlu
sitokin yolaklari, inflamatuar hiicre gogii ve oksidan radikallerin iizerinden bu denli olumlu
etkileri olan bir ajanin laboratuar parametreleri ve histopatolojik gostergeler agisindan da
olumlu degisimlere yol acabilecegi beklentisi vardir ve I/R’nin uzun donem (24 saat

sonrasindaki) sonuglarinin da degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Literatiirde
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everolimusun nefrotoksik etkisine dair kesin veriler olmamakla birlikte yiiksek doz
verildiginde glomeruloskleroz yaparak nefrotoksik olabilecegi belirtilmektedir (24). Bizim
calismamizda kullandigimiz doz ratlar i¢in yiiksek kabul edilebilecek doz olmamakla beraber
yapilan histopatolojik degerlendirmelerde de glomeruloskleroza ait bir bulguya
rastlanmamistir. Buna ragmen literatiirde sirolimusun renal I/R modellemesinde renal
fonksiyonlarin geri donmesini geciktirdigi gosterilmistir. Lieberthal ve arkadaslarinin yaptigi
hayvan deneyinde bir grup denege sirolimus verilirken diger gruba tedavi verilmemis,
deneklerden bir kismina sham operasyonu yapilirken, bir kisminda da renal arter okliizyonu
olusturulup, GFR diizeyleri ve tiibiil hiicrelerindeki apoptosis degerlendirilmistir. Renal arter
okliizyonu olusturulan ve sirolimus verilen grupta 3. giinde GFR’de bir diizelme olmadig1 ve
tiibiiler hiicre apoptosisinin arttigi gozlenmistir. Sirolimusun GFR iizerindeki olumsuz
etkisinin p70,S6k baskilanmasi yoluyla tubuler hiicre kayb1 ve buna kars1 olusan rejenerasyon
cevabinin baskilanmasi araciligiyla oldugu diistiniilmektedir (57). Everolimus ile sirolimusun
etki mekanizmalarimin ayni oldugu disiiniilecek olursa, BUN ve kreatinin degerlerindeki
yiikselme everolimusun tiibiil hiicreleri lizerindeki toksik etkisinden kaynaklanmig olabilecegi
distiniilebilir.  Nitekim everolimusun renal I/R hasarinda oksidatif stres, sitokinler ve
inflamasyon iizerinde olumlu etkileri olmakla birlikte histopatolojik olarak olumlu bir etkisi
izlenmemistir.

Sonug olarak everolimus renal iskemik hasarda oksidatif stres, sitokinler ve inflamatuar
gostergelerde iyilesme saglasa da tiibiil hiicrelerine kars1 olas1 toksik etkisinden dolay1 I/R’da
renal fonksiyonlarin korunmasit ve histopatolojik iyilesme saglanmasinda yeterli

goriinmemektedir.
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OZET
Akut bobrek yetmezligi klinikte sik olarak karsimiza ¢ikmakta, ¢cogu zaman I/R hasari
etyolojide rol oynamaktadir. Bu kadar sik goriilen I/R hasarinin patogenezinin aydinlatilmasi
ve koruyucu bir tedavinin bulunmasi énemli olup, bu konuda pek¢ok c¢alisma yapilmaktadir
Calismamizda everolimusun profilaktik olarak kullaniminin renal I/R hasarindan koruyucu
etkisinin olup olmadiginin gostrilmesi amaglanmistir
Bu ¢alismada toplam 46 adet eriskin 200-250 gram agirliginda Wistar albino erkek sican
tic gruba ayrildi.Grup I, kontrol grubu olup bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi
verilmedi. Bu deneklere laparotomi uygulanarak kan ve bobrek dokusu ornekleri alindi.Grup
11, Iskemi-Reperfiizyon Grubu olup bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi.
Laporotomi sonrasi bilateral renal arterlere klemp konarak 45 dakika boyunca iskemi
uygulandi, 2 saatlik ve 24 saatlik reperfiizyon sonrasinda laporotomi yapilarak kan ve bobrek
dokusu ornekleri alindi. Grup III tedavi grubu olup bu gruptaki deneklere 7 giin boyunca 1.5
mg/kg/giin peroral everolimus tedavisi verildi. Tedavi bitiminde laparotomi yapilarak bilateral
renal arterlere klemp konuldu ve 45 dakika boyunca renal iskemi uygulandi, 2 saatlik ve 24
saatlik reperfiizyon sonrasinda laporotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.
Tedavi etkinliginin degerlendirilmesi i¢in doku MDA, MPO diizeyleri, SOD aktivitesi,
serum BUN, Kreatinin, I[L-6 ve TNF-a diizeylerine bakildi. Bulgularin istatiksel analizinde,
everolimusun renal iskemik hasarda oksidatif stres, sitokinler ve inflamatuar gostergelerde
iyilesme saglasa da tiibiil hiicrelerine karsit olasi toksik etkisinden dolayr I/R’de renal

fonksiyonlarin korunmasi ve histopatolojik iyilesme saglanmasinda yeterli olmadig goriildii.
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