mdv% : :!-'Q' .
SOE)  AKDENIZ ONIVERSITES!
TIP FAKOLTES]

‘e ./ GENEL CERRAHI ANABILIM DALI

BOBREGIN iISKEMi REPERFUZYON HASARINA
VERAPAMIL VE AMIFOSTININ ETKiSi

T2z [1-4

(Uzmanhk Tezi)

Dr. Ayse ARDUCOGLU MERTER

Tez Danismani : Prof.Dr. Mustafa AKAYDIN

“Tezimden Kaynakga Gosterilerek Yararlandabilir

Antalya, 2001

ﬁﬁ(ﬁg.i\)f{? ’I"al““




ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC
GENEL BILGILER
GEREG VE YONTEM
BULGULAR
TARTISMA

OZET

KAYNAKLAR

Sayfa No

4-17
18-24
25.37
38-44
45-46

47-51




1.Giris ve amag

iskemi, vucutta sinithi bir bolgeye gelen kan akiminin azalmasi veya
tamamen ortadan kalkmasi durumuna verilen addir. Kan akiminin azaldii ya da
ortadan kaldirldid (iskemi) bir dokuda takiben kan akiminin yeniden saglanmas
(reperflizyon) sirasinda, molekiiler oksijenin dokuya sunulmasi sonucu geri
dénisgtimsiz hiicre zedelenmesi meydana gelebilir Bu tablo, iskemi-reperfizyon
(i/R) hasan olarak tanimlanmigtir (1) Bir dokunun gereksinimini
kargtlayamayacak diclide yetersiz kan akimi ile beslenmesi, daha ¢ok myokard
ve beyin dokusunda gériulen tromboembolik olaylar, hipovolemik gok, sepsis,
kardiak arrest, resusitasyon ve organ transplantasyonu sirasinda karsilasilan bir
durumdur (2, 3). iskemi sonrasi organin reperflizyonu ile olugan hasarin, yalniz

basina iskemiden daha fazla oldugu 6ne strulmustir (4).

{/R'a bagh doku hasarinin olusmasinda temel rolun, reperfuzyondan sonra
olusan serbest radikallerdeki artis oldugu, pek g¢ok klinik ve deneysel ¢alisma ile
gosterilmistir (2, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12). Canh  dokularda iskemi ve
reperfizyon, normalde siki bir sekilde kontrol edilen enerji metabolizmasini
bozarak, oksijen radikalleri olarak bilinen slperoksit anyon radikal (O27),
hidroperoksit radikali (HO."), hidrojen peroksit (H>O2"), hidroksil radikal (OH7),
peroksit radikal (ROO"), singlet oksijen ('O,) radikallerinin olugmasina yol agar.
Cevrede ve vicutta olusan serbest radikailerin her ¢esit dokuda hucreleri tahrip
ettigi ve gen programlarini degistirdigi gdsterilmigtir. Serbest radikaller,
parankimal hicrelerde, mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon surecinde,
prostoglandin ve I6kotrienlerin olugsumunda bulunan substratiarin metabolizmast
sirasinda, inflamatuvar reaksiyonlarda dretiimektedir. Endotel hucrelerinde,
ksantin oksidaz ve nétrofillerde ise NADPH oksidaz gibi enzimatik kaynaklardan
kken alabilecedi bilinmektedir. Serbest oksijen radikalleri, dolagimdaki
lipoproteinlerin kinetiklerini degistirmekte, endotel hucrelerinin  gegirgenligini

arttirmakta ve makrofajlar tarafindan lipoproteinlerin  aiinmasini  module

etmektedirler.




Kompleman sisteminin aktivasyonu, kemotaktik peptidlerin olugsumu, PMN
hiicrelerin migrasyonu ve aktivasyonu, serbest oksijen radikalierine bagh
membran ve lipid degisiklikleri ve hiicre i¢i serbest radikal gidericilerin tikenmesi
gibi olaylar reperfizyon zedelenmesinde rol aimaktadir (11, 13, 14, 15, 16).

Serbest radikallerin dokuda olugturduklart hasar, lipid peroksidasyonu
miktar &lgilerek gosterilebilir. Lipid peroksidasyonunun, membran hasarina
baglt fonksiyonel bozuimadan sorumiu oldugu pek gok g¢aligma ile gosterilmistir.
Bu nedenle organizmada lipid peroksidasyonunun &nlenmesi ile serbest
radikallere bagh hiicre harabiyetinin azaltiiabilecedi gdsterilmigtir (9, 10, 11, 13).
Oksidatif sisteme 6nlem olarak bulunan antioksidan sistemi olugturan glutatyon
peroksidaz, katalaz, superoksid dismutaz gibi enzim sistemlerinin yetersizligi
halinde oksidan yaralanma, hlicrede hasarla sonuglanmaktadir (1, 7, 8, 11, 13,
17). Lipid peroksidasyonunun miktari, tiyobarblitirik asid (TBA) metodu ile
dokuda malondialdehid (MDA) ve antioksidan mekanizmalarin aktivitesi de
dokuda rediikte glutatyon (GSH) bakilarak degeriendirilebilir (5, 6).

Iskemi sirasinda dokuda ATP seviyesi duserken, hiicre membran iyon
farkliligint koruyamaz ve bdylece dokuda kalsiyum (Ca) biriki. Ca baz
proteazlar aktive ederek, ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza dénugumun
baglatir. Ksantin oksidaz, serbest oksijen radikallerinin ana kaynagidir. Yavag bir
Ca kanal blokdril olan verapamil, iskemi sirasinda, Ca iyonlarinin hiicre igine
girisini 8nleyerek iskemi-reperflizyon hasarinda dokuyu korudugu gosterilmigtir
(2, 3, 11, 18, 19).

Thiol iceren bilesiklerin normal dokuyu radyasyona kargi koruma
kapasiteleri 40-50 yildir bilinmektedir. Buna karsin sodyum thiostlfat ve
dietildithiokarbamat gibi serbest thioller normal doku toksisitesi ve sitotoksik
antitumor etkileri beraber azalttiklarn igin klinik clarak kullanilamazlar. Amifostin,
radyasyonun ve bazi kemoterapétik ajanlarin olusturdugu serbest oksijen
radikallerini giderir Amifostinin aktif serbest thioll, WR 1065, hiicre igine
girdiginde g etki ile koruma yapar. Ik olarak serbest oksijen radikalleri igin hizl

ve etkin bir gidericidir. lkinci olarak, koruyucu etkisini, aikilleyici ve platinum




ajanlarin aktif turlerini hiicre igi direk baglanti yaparak detoksifiye eder. Amifostin
ve ozellikle WR 1065, cisplatin-DNA birlesiminin olmasini ve ters cisplatin-DNA
birlesimini engeller. Diger bir etkisi de DNA'ya hidrojen atomu transferi veya
oksijen azaltilmas! yolu ile DNA'nin kimyasal yolla tamiri olabilir (6, 20, 21, 22,
23, 24, 25) Bu etki mekanizmalari nedeniyle, iskemik bdbrekte reperfiizyon
hasarint dnleyebilecegi disiintlebilir.

Bu calismanin amact; Amifastinin bobrek sicak iskemi modelinde, iskemi-
reperfiizyon hasari Uzerine etkisini gézlemek ve boéyle bir etki mevcutsa, I/R
hasarin! 6nleyici etkisinin mekanizmasini ortaya koymaktir. Amifostin, daha énce
birgok kez deneysel olarak, iskemi-reperflizyon hasarini dnlemede olumlu sonug
alinan verapamil ile beraber kullanildiginda, etkisi ayrica degeriendiriie.cektirl.
Amifostin’in iskemi reperfizyon hasarni &nleyici etkisi ile ilgili literatiirde
deneysel bir adet calisma mevcuttur ve iskemi reperfizyon hasarina kargi sigan
kalbinde koruyucu etkisi gosterilmistir (26).




2.Genel bilgiler

2.1.iskemi-reperfiizyon hasan

Iskemik dokuda kan akimi yeniden saglansa bile geri doéniisimsiiz
hasarlanma meydana gelebilir. iskeminin siiresine ve yoguniuguna bagli olarak,
farkli sayida hucrede nekroz ve apoptozis olusup, takiben bu hiicrelerin sliimu ile
sonuglanabilir (27,28). Hucre 6limi i¢in en dnemli olaylar, hiicrese! enerji
depolarinin tikenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesidir. Etkilenen dokularda
ndtrofil infiltrasyonu gorulur (13,14). /R hasar, myokardial infarktius, sok ve
bunun gibi birgok durumda karsimiza ¢ikabildidi icin, klinik olarak &nemii bir
durumdur.

[skemi sirasinda doku ATP seviyesi diser, ksantin ve hipoksantin hiicre
icinde birikir. Ayni anda hiicre membran iyon farkliligint koruyamaz ve ézellikle
Ca membrani geger. Ca baz! proteazlar aktive ederek ksantin dehidrogenazin,
ksantin oksidaza dontgiumuni artinr, bu da hipoksantinin ksantine dénustimunu
artirir, bu sirada negatif oksijen olusur ki bu da serbest oksijen radikallerinin
kaynagidir Bu reaksiyonda gerekli olan molekiiler oksijen, dokunun
reperfiizyonu ile temin edilir (Sekil 2.1). I/R, normalde siki bir sekilde kontrol
edilen enerji metabolizmasini bozarak, oksiien radikalleri olarak bilinen
superoksit anyon radikal (Oz), hidroperoksit radikali (HO2), hidrojen peroksit
(H202), hidroksil radikal (OH"), peroksit radikal (ROO"), singlet oksijen ('0y)
radikallerinin olusmasina yol acar (1, 7, 9, 18, 29).

Parks ve Granger, iskemik zedelenmenin buyluk oranda reperfizyon
sirasinda oldugunu gostermislerdir (30). Ug saatlik iskemi ardindan bir saatlik
reperfuzyon sonrasi hasarin, doért saatlik iskemiden daha fazla oldugu
goérilmustiir Reperfuzyon hasarinda dokuya geri dénen oksijenienmis kanin ve
molekller oksijenden tureyen sitotoksik oksidanlann baslattigr bu reaksiyonlarin

reperflizyona bagh hasarlanmada énemi vardir



Reperfuzyon hasarlanmasinin nasil meydana geldigine dair farkli gériisler
vardir. Bir goriise gore; heniiz nekroz gelismemis ve normal sekilli iskemik
hiicreler, biyokimyasal olarak farkliliga ugramistir ve reperflizyon sirasinda

¢lkan yeni hasarlanma mekanizmalaridir; Bunlar;

Reoksijenizasyon sirasinda parenkimal ve endotelyal serbest oksijen
radikallerinin Uretiminde artma ve I6kosit infilfrasyonu sonucu yeni hasarlanma
olabilir (13,14). Reperfizyona ugramis dokuda; parankimal hicreler, endotelyal
hiicreler ve I6kositlerden kaynaklanan oksidazlarn etkisi ile ya da hasarlanmis
mitokondriler tarafindan, oksijende tam olmayan indirgenme sonucu siiperoksit
ajanlar uretilebilir. Hicresel antioksidan korunma mekanizmalari iskemi ve daha
¢ok radikalierin birikmesi nedeniyle baskilanmis olabilir

. Reaktif oksijen Urtnleri daha gok mitokondrial gegirgenlik Uizerine etkili olarak,
mitokondrial enerji Uretiminde azalmaya ve dolayisiyla hicresel ATP

azalmasina neden olarak hiicre 6lumune sebep olur.

Iskemik hasar; hipoksik parankimal ve endotelyal hicreler tarafindan
sitokinlerin ve adezyon molekillerinin salinmasinda artisa yol agar. Bu ajanlar,
reperfize dokularda polimorfonikleer lokositlerin  artisina  sebep olur.
Inflamasyonda artig da hasarlanmanin devamini saglar (Sekil 2.2). Reperfuzyon
hasannda nétrofif gé¢uniin Snemi, hasarlanmanin yaylimasini énlemek veya
azaltmak amaciyla sitokinlere ve adezyon molekulierine kargl antikorlar gibi

antiinflamatuvar ajanlarin kullanildiyi deneysel galigmalarda gosterilmistir (15).

iskemik dokularin reperfiizyonu mikrovaskuler ve parankimal zedelenmeyi
daha da perginiemektedir. Iskemi siiresi arttikga reperfizyonun etkisi ve sonugta

da nekroz ve hiicre élimu daha da artmaktadir.
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. “gerbest radikaller, dig yoriingelerinde ciftlesmemis bir elektron igeren
kimyasal bilesiklerdir. Bu stabil olmayan durum nedeniyle Uretilen eneriji,
ak-si'yonlar sirasinda yakininda bulunan hiicre membranindaki ve nukleik
asztlerdekl anahtar molekuiler, protein, karbonhidrat, lipid gibi organik molekullere

"nnorganlk molekilllere verilir. Aynca serbest radikaller, otokatalitik

:'Eksojen kimyasal madde veya i!ag aliminin  enzimatik metabolizmasi.

3 '.f? Normal metabolik olaylar sirasinda goriulen  oksidasyon-rediksiyon
o reaksiyonlar; Normal solunum sirasinda molekiler oksijen 4 elektron alarak
~ (indirgenerek) suyu olusturur Bu reaksiyon sirasinda, stperoksid anyon radikal
(O2) , hidrojen peroksit (H202), hidroksil iyonlar (OH") gibi birkag toksik madde
az da olsa uretilir. inflamasyon sirasinda aktive polimorfontikleer i6kositlerden
hizli bir stiperoksit Uretimi gérulir. Bu olay, NADPH oksidaz tarafindan kulianilan
bir plazma membran multiprotein kompleksi tarafindan énceden kontrol altina
almmistir  Ek olarak ksantin oksidaz gibi bazi intraselluler oksidazlarin

aktivasyonu ile suiperoksid radikal tretimi devam eder.

Demir ve bakir gibi gegis metalleri, intraselltler reaksiyonlar sirasinda ve fenton
reaksiyonu gibi serbest radikal olusumunu katalizleyen durumlarda;

H,0,+ Fe ™ —» Fe ™+ OH + OH’

serbest elektron verir veya alirlar Gunku gogu intraselliiler serbest demir ferrik
(Fe*?) halde bulunurlar Fenton reaksiyonu sirasinda ferréz (Fe *?) hale
indirgenir. Bu indirgenme siiperoksit radikalleri tarafindan guglendirimig olabilir.
Bu demir ve siiperoksit kaynagl, maksimal oksidatif hiicre hasar igin gereklidir

Fe *2, H,0; ile reaksiyona girip reperfiizyon sirasinda OH" radikali olusturur




f\litrik oksit (NO), endotelyal hiicreler, makrofajlar, néronlar ve diger hiicre tipleri
érafmdan tiretilen dnemii bir kimyasal mediatordiir. NO, serbest radikal olarak

: stki gosterebilir. Ayrica, yliksek reaktif peroksinitritanyon (ONOQO"), NO; ve NO5™
: donisebilir (31).

: Q- radikallerinin olugumu, dokularda yer alan niikleik asitler, membran
lipidleri, enzimler ve reseptdrler gibi pek gok yapiya hasar vermektedir. Bu reaktif
_urinlerin genis etki alanlari vardir. Fakat hiicre hasarina yol agan &zellikle g

- reaksiyon vardir:

“ Membran lipid peroksidasyonu: Serbest radikaller oksijen varlifinda
- plazmada ve hiicre membran lipidierinde peroksidasyona yol agabilirler. Oksidatif
hasar, doymamis membran ya§ asitleri ézellikle OH™ gibi serbest radikallere
maruz kaldiklarinda gértilir. Stabil olmayan, reaktif peroksitler clusarak, yaygin
membran, organel ve hiicresel hasarla sonuglanan otokatalitik zincir reaksiyonu
ortaya cikar. O, radikallerine bagh lipid peroksidasyonu ve protein hasar
' hicresel fonksiyonlarin bozulmasmma ve nekrozla sonuglanan reperfiizyon
hasarina neden olur. Hucrelerin en 8nemii komponentleri olan proteinler, DNA ve
membran fosfolipidierinin doymamis yag asitleri ile reaksiyona girebilir. Proteinler
ve DNA'nin spesifik parcalanmasini hidroksil radikalleri katalizler. Hidroksil
radikali doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda en aktif serbest oksijen
radikali olup, malondialdehid birikimine yol acgar. Bu ykim (rinleri
(malondialdehid, formaldehid, asetaldehid, aseton ve propionaldehid), membran
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun en 6nemli géstergesi olarak kabul
edilir. Lipid peroksidasyonu olarak adlandinlan bu olay I6kotrienlerin,
prostoglandinierin, sitotoksik ve kemotaktik lipid peroksitlerin biyosentezinde
olusur. Lipid peroksidasyonuna yol agan OH radikalleri, lipidierden konjuge
dienler ve lipid hidroperoksit radikalleri gibi serbest radikallerin ortaya gikmasina
yol agar. Yapilan ¢aligmalar dokulardaki konjuge dien dizeylerinin iskemiden
ziyade reperflizyonda arttigini gostermistir. Hayvanlarda yapilan deneyierde,
sliperoksit dismutazin (SOD), konjuge dienler konusunda da koruyucu etkisi

gosterilimistir,




Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Oksidatif modifikasyon, muitikatalitik

- proteazom kompleks tarafindan bazi kritik enzimlerin degradasyonunu arttinr.

:,_'-.-DNA’daki lezyonlar: Nikleer timin ve mitokondriyal DNA ie reaksiyonlar,
DNA'daki tek sarmal Uretimi ile sonuclanir. Bu DNA hasarlanmasi, hiicre

- yaglanmasi ve malign transformasyonla sonuglanmig olabilir.

Oksidatif turevlerin reperflizyon sirasinda olusumu, elektron spin
rezonans  spekirometri  yéntemiyle  incelenmisti,.  Bu  c¢alismalarda,
reperfuzyondan hemen sonra 2-5 dk. siireyle oksidatif tUrevlerin olustugu
gosterilmigti.  Bu sekilde olusan reperfuzyon hasar, SOD enzimi ile
engellenebilmistir

Hiicrelerde hasan minimuma indirmek ve serbest radikalleri yok etmek
icin ¢esitli mekanizmalar geligtiriimigtir. Serbest radikaller stabil olmayan ve
genellikle dogal ofarak yok olan bilegiklerdir. Ornegin superoksit stabil degildir ve
ortamda su bulundugunda oksijen ve hidrojen perokside donusir. Serbest
radikal reaksiyonlarinin etkinligini dnleyen birkag enzimatik ve enzimatik olmayan

reaksiyon vardir. Bunlar:

Serbest radikal olusumunu durduran ve radikal hasari sonlandiran
antioksidanlar mevcuttur (vitamin E ve A gibi yadda eriyen vitaminler, askorbik
asit, sitoplazmik giutatyon). E vitamini hiicre membraninda lipid
peroksidasyonunu &nler Askorbik asit ise sitoplazmada ve ekstrasellller
dokularda antioksidan etkinlik godsterir ve antiproteazlarin oksidanlarla
inaktivasyonunu engeller Bu gruptaki diger maddeler; indirgenmis glutatyon, trik
asit, B karoten (provitamin A), taurin ve yiiksek molekill agirltkli antioksidan olan
albumindir

Reaktif oksijen radikallerinin olugmasini 6nleyen ve olusaniann yaylmasini
engelleyen sistemler vardir. Bunlar, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonundan
hidroksil radikali olugsmasini saglayan Haber-Weiss reaksiyonunu Katalizleyen
demir ve bakir iyonlarini plazmada ve hiicrede baglayan bakir transport proteini

seruloplazmin ile ferritin, transferrin, laktoferrin ve mitokondrilerde dogal olarak




olusan serbest radikalleri suya indirgeyen mitokondrial sitokrom oksidazdir.
Bunlar, OH olugsumunu da en aza indirgerler. Haptoglobulin, yiiksek dansiteli
,paﬁroteinler (HDLP), M, makroglobulin, 19G, glikoz ve taurin ise plazmada
straseliiiler antioksidan savunma mekanizmalar olarak bulunan diger
addelerdir.

:Sérbest radikal-antioksidan sistemi harekete geciren, hidrojen peroksit ve
guperoksit anyonu azaitan bir seri enzim vardir. Bu enzimler, oksidaniarin retim
alanlarina yakin lokalize olmug olup, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
fédoks siklus enzimleri (glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz, glukoz-6-fosfat
- dehidrogenaz v.b.) gibi enzimlerdir. Stiperoksit dismutaz (SOD), superoksit

- -Hidrojen peroksit ise, iki dnemli hiicre igi enzim olan katalaz ve glutatyon

" peroksidaz ile su ve oksijene indirgenir

Katalaz: Peroksizomlarda bulunup, asagida tanimlanan reaksiyonu katalizler.
H.0, (2H20, —¥ O, + 2H,0)

Siiperoksit dismutaz, birgok hticre tipinde bulunur ve superoksidi hidrojen

peroksite ¢evirir.
H->O- (205 + 2H — H,On + Oz)

Bu grup, mitokondrideki manganez-siiperoksit dismutaz ve sitoplazmada

bulunan bakir-ginko-stiperoksit dismutazi da igerir.

Glutatyon peroksidaz, serbest radikal salinimini katalizleyerek hasara kars!
koruyucu etki gdsterir. Rediikte glutatyon, hidrojen peroksit veya hidroksil

anyonu ile reaksiyona girerek okside glutatyon ve su meydana getirir.
H.0, + 2GSH »GSSG +2H,0 yada

20H+2GSH —® GSSG + 2H:0

10



"Gitﬁtatyon peroksidaz, viicut sivilari ve dokularinda lipid hidroperoksitlerin
|d'ro;en peroksitlerin yikimin katalize eder. Dolayisiyla organizmada oksidatif
: karsin koruyucudur.  Eritrosit  glutatyon peroksidazi, her enzim
.(j'nde 4 selenyum atomu iceren bir seleno proteindir. Selenyum hlicresel
9k da:ﬁf. hasarin nlenmesinde bu biyokimyasal molektin gerekli bir parcgasidir.
::éureli selenyum yetmeziigi tum dokularda glutatyon peroksidaz
ktivitesinde azalma ile sonuclanir. Eritrositlerde hemoglobinin ve hicre
m:e'rﬁbranmln peroksidasyonunu glutatyon peroksidaz dnlemekle yukumlidur,
_k'ds:it ve makrofaj gibi fagositik hucrelerde artmis glutatyon peroksidaz
ék'ti'\_)i'tési, oksidatif yikim sirasinda meydana gelen peroksitlerden fagositik
cféyi korumakla yukimludur Trombositlerde azalan glutatyon peroksidaz

akti\'}itesi kanama bozuklukarina, plazmada azalan aktivitesi kapiller membran

peféksidasyonuna bagh 8deme yol agar. Selenyum, vitamin E, glutatyon ve
sﬁiﬁ]r iceren aminoasitler, karbontetraklorr gibi oksidatif hasar karacigerde
b:é§latan maddelerin bu etkilerini dnlerler. Suifur iceren aminoasitler glutatyonun
._;e_tkinligini arttirarak glutatyon peroksidazin katalize ettigi enzimatik reaksiyonda

lipid peoksit yapimini engeller.

Okside glutatyonun {GSSG), indirgenmis glutatyona (GSH) orani,
hicrenin  oksidatif durumunun bir gostergesidir ve hucrenin reaktif oksijen

. uriinlerini detoksifikasyonu kabiliyetini gésterir (32).

OH" toplayicisi olarak, reperflizyon hasarini énleyen li¢ adet nonenzimatik

madde vardir. Dimetil stlfoksid, dimetil tioure ve mannitol.

Bu mekanizmalar normal biyokimyasal olaylar sirasinda az miktarda
olusan radikalleri nétralize edebilifler. Ancak iskemi-reperflizyon sonrasi reaktif
cksijen radikallerinin bol miktarda olugmasi, aktive edilmis notrofillerle fagositlerin
dokuda toplanmas: gibi durumlar, oksidan/antioksidan dengenin bozulmasina,
antioksidan mekanizmalanin tilkenmesine ve sonugta sitotoksik radikal

etkinliginin artmasina bagli olarak hiicre zedelenmesine ve 6lime yol agar

Iskemi, renal transplantasyona eslik eden akut renal hasann halen ana

modelidir. Hasarin temel nedeni, vazomotor kollaps ve mikrovaskuler
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'egigikiikierin neden oldudu iskemidir. iskemik renal hasarin hucresel temeli,
bsbrek hicresel organizasyonunun karmagikhidi dolayisiyla karigiktir. Iskemiden
siyade hipoksinin etkileri gézéninde bulundurulmahdir. Iskemk ATN, yaygin
nucresel hasar, balonlagsma, normal epitel dokunun kaybedilmesi ve Na-K
*IA"I'P’az aktivitesinin azalmasi dolayisiyla gergeklegsmektedir Intraselliiler ATP
_di]zeyi diserken, intraselliler kalsiyum dizeyi artmaktadir. Kalsiyum, nétral
- sitozolik sistein proteaz olan kalpain aktivitesini ve nitrik oksit (NO) Uretimini
._.'.arttlrlr‘ Kalpain, hiicre polaritesinin kaybedilmesine ve bazolateral membrandaki
Na-K ATP’azin yeniden salinimina yol agar. NO, aktin iskeletini ve firga kenarlan
sarsarak hiicresel baglantlarin kaybedilmesine yol agar. Renal reperfiizyon
hasarinda NO sentazin rolii oldufuna dair son dénemde yayinlar yapilmigtir.
Kalsiyum aynl zamanda fosfolipaz A, aktivitesini de arttinr. Fosfolipaz Ao,

membranlara zarar verebilir (31, 33, 34).

iskemi sona erince bdbreklere kan akimi yeniden baslar ve reperfiizyon
etkilesimleri, iskemik hasarin ustiine biner. Reperfiizyon olayindaki major diger
bir olay, nétrofillerin, organ endoteli ile etkilesime girmesidir (Selektinler,
intraselliler adezyon molekulleri — ICAM-1). Reperflizyon fazinda reaktif oksijen
tirevieri ve serbest radikaller acida ¢ikar. Zincirleme reaksiyonlar sonucunda
membran hasarina yol agan doymamis yag asitleri peroksidasyonu olur. Renal
transplantasyonda nétrofil ve endotelin etkilesimi ile reperfuzyon hasarina yol
agan bir etken ortaya ¢ikar Bu olay intraoperatif olarak vaskiler yapilan tutan
klemplerin agllmasiyla da gelisebilir Ancak bu olay donérde transplantasyon
dncesi donemde resusitasyonu takiben veya vazokonstrikiif maddelerin asgin
bicimde salinmasi ile de gelisebilir (11, 34, 35, 36, 37).

Babregin hasara yanitinda gen etkilesimleri de énemlidir; ppEGF(prepro-
epidermal growth faktér)'iin kaybedilmesi, Fos ve Jun genlerinin devreye girmesi
(yeni proteinierin sentezi éncesinde), siklohegzimide direng, 4 saat iginde iki ayn
kemokinin sentez edilmesi JE (MCP-1) ve KC (interitkin 8 ile baglantili bir C-X-J
kemokini) Bobrek hasarinda kemokinlerin rolti son dénemde yeniden gdzden

gecirilmistir,. Genel anlamda hasar géren bobrek, hucre bdélinmesi,
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"'ﬁaﬁsiasyon ve gen agihiminda degisiklikier gibi pek ¢ok tepki gdsterebilir

ﬁ'f-".élimorfonUkleer (PMN) lokositlerin immiin kompleksler ve aktive olmusg
'p"iéman da dahit cesitli aktive edici ajanlarla kargilagmasi sitotoksik oksijen
_|;_<-a_!'le'rinin olusumuna neden olur. PMN hiicrelerin ve bunlarin arasidonik asit
o!_é.l.(_l.é'_.r;nln (kaskadlarinin} aktivasyonunu iceren oksidan iglemlerin organlarin
.”:'irktllatuvar endotelini zedelemesi ve bu sekilde hem hayvanlarda hem de
ﬁlarda inflamasyon ve immdnite ile ilgili pek gok hastalikta rol oynamalari
eklenebilir (6. 11).

'Bébrekte hasarlanma, glomeriler hasarlanma, ATN gibi farkli interstisyel
'_ﬁ'amasyon modellerini indikler. Toksik ve iskemik renal hasarlanma sonrasi ilk
'g:__'.:gEin icinde, iyilesme fazinda baglayan inflamatuvar yanit olusur. iskemide
sébregin derin korteks ve medullanin di kenart, ozellikle henle lupunun asenden
ku[pu etkilenir. Burada ppEGF bulunur. iskemide ppEGF, hizlica kaybolur.
EQ‘B_i’j’brelcte nonspesifik hasarlanma, inflamasyona yol agar. Hasarlanmaya yanit,
_::'r:nmun taninma olasiigint  arttinr.  imminolojik  zedelenme de immun
aktivasyonla sonuclanacak olan hasar yanitini indikler. Bu sekilde gelisen
ébrek hasarlanmasi ve olasi imminolojik yanit dnlenebilir ve erken evrelerde
tedavi edilebilir (7, 11, 33).

Cogu patolojik durumda, serbest radikaller tarafindan olusturuimug son
etkiler; serbest radikal olusumu ve sonlanmasi arasindaki net dengeye baghdir.
Serbest radikallerin, birgok  patolojik ve fizyolojik olaydan sorumiu cldugu

dustinulmektedir.
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"e_rapam“

Verapamil, uzun yillardan beri klinik kullanimda olan yavag etkili bir
n ekiedir. Iskemi sirasinda hiicre membran iyon farkliigini koruyamaz ve
6'z'eliik[e Ca membrani geger. Ca bazi proteazian aktive ederek ksantin
dehi rogenazin, ksantin  oksidaza dénusUmini artinr.  Reperfiizyon
ze _éalenmesinde rol oynayan hicresel olaylar aciklayan en dnemli iki neden,
asin kalsiyum yuklenmesi ve serbest radikal hasandir. Ca kanal blokérlerinin
etki_si bu asamada olur ve ksantin oksidaz olusumunu bloke eder (7, 8, 18) Bu

sekilde iskemi 6ncesinde kullanilir ise reperfiizyon hasarini énlemektedir.

Verapamil, akut bobrek yetmezliginin bazi modellerinde gériilen kalsiyum
yuklenmesini nleyerek hicresel hasarlanma uzerine etkili bir blokérdur.
_- _Miiokondrial kalsiyum yUklenmesi, hem kdpekte norepinefrin infuzyon modeliyle
'-'__@I(lsturulan akut boébrek yetmezliginde, hem de siganda klempleme ile
--':.6lu5turulan iskemik akut bébrek yetmezliginde gosterilmistir (2, 19). Mitokondrial
:'-'kalsiyum yilkklenmesi, sicak iskemi sonrasi yeniden akim saglandidinda
- mitokondriyal solunumsal fonksiyon bozukluguna yol acabilir. Bu hasarin
'f_'fonksiyonei ve morfolojik kanitlantyla iligkilidir. iskemi &ncesi verapamilie
proflaktik tedavi, mitokondriyal kalsiyum yUklenmesini ve mitokondriyal
solunumsal fonksiyon bozuklugunu o6nieyerek organ fonksiyonunu korumada
yarar saglamis ve iskemik akut bdbrek yetmeziiginde ve diger iskemik boébrek
modellerinde histolojik inceleme ile iskemiye baglh nétrofil infiltrasyonunu ve
apoptozisi dnleyerek, dokuyu hasardan korumaktadir (36, 37, 38, 44, 49, 50).
Kalsiyum kanal blokérlerinin birkag iskemik akut bébrek yetmezligi modelinde
organ fonksiyonunu koruduguna dair literatlir bilgileri olmasina ragmen halen
bébredi korumadaki rolii ¢ok yaygin olarak c¢alisiimamistir. Son c¢ahligsmalar,
kalsiyumun oksijen tirevi serbest radikallerin mitokondriyal elektron transport
zinciri Uzerindeki zararli etkilerini NADH-Koenzim Q rediiktaz aktivitesinde

azaltma yaparak indiikledigini gdstermigtir (2, 18).
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_Amifostin

g Amifostin, (Walter Reed’ , WR 2721, US Bioscience, West
hoohcken, PA: Ethyol) so§uk savas yillarinda Amerikan ordusu tarafindan
nl leer savagin etkilerinden askeri personeli korumak icin gelistiriimis bir

k|myésald|r‘. Amifostin, aragtirilan 4400 kimyasal arasindan en etkili ve gtivenli

rac yoprotektif oldugu igin secilmigtir. Amifostinin, fare, kopek, ve esekleri
- adyasyonun lethal dozlarindan korudugu deneyler ile gésterilmistir. Klinik kanser
;ted'avisindeki potansiyel roli ise alkilleyici ajanlara karg1 normal dokuyu korurken,
j't_iimt‘)raf dokuyu korumamast nedeniyle artmistir (20).

Etki mekanizmasi : Thiol igeren bilesiklerin normal dokuyu radyasyona karsi
Rbruma kapasiteleri 40-50 yidir bilinmektedir. Buna karsin, ilk olarak kullanilan
“thiol bilesiklerinden sodyum thiosulfat ve dietildithiokarbamate gibi serbest
“thioller normal doku toksisitesi ve sitotoksik antitimar etkileri beraber azalttiklan
: icin, Kklinik olarak kullaniimalarn terkedilmistir  Amifostin ise, fosforile
.' aminothioldir. Amifostinin kemoterapi ve radyoterapiye karsin normal dokuyu
koruma etkisi olduk¢a iyi anlasiimigtir Bobrek, akciger, 6ézofagus, periferal
sinirler, barsaklar, ttkrik bezleri, oral mukoza, kemik iligi, kalp, immin sistem,
testisler ve genetik yapiyr korur. Nérotoksisiteyi ve ototoksisiteyi azaltir. Selektif
hemoprotektif ve hemotopoezin restorasyonunda etkilidir. Radyoterapi sonrasi
olusan serbest radikalleri detoksifiye eder. Ayni zamanda tedaviye badli DNA
hasar sonucu gelisen sekonder timérlerin énlenmesinde etkilidir Amifostin bir
prodrugdir ve etkisi azdir. Normal dokularda selektif metabolize edilir, tercihli
olarak aktif metaboliti uptake edilir ve bu da hiicre koruma etkisinin temelidir.
ilacin aktif hale gelmesi fosfat grubunun alkalen fosfataz tarafindan
uzaklasgtiriimas: ve serbest thiol haline gelmesi ile olur (WR 1065) (20, 21, 24,
39).

NH; - (CHz )a - NH-CH; - CH; - S - PO;H;» (WR 2721)
NH; - {CH2 )3 - NH-CH; - CH; - SH (WR 1065)
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WR 1085, radyasyon sonucunda meydana gelen oksijen serbest
_| _a'l'llérini giderici etki yaparak hucreleri sitotoksik hasardan korur (21, 26).

; :Amifostin intravendz olarak verildiginde plasmadan ¢ok ¢abuk temizienir,
noﬁhal dokulara gecer. Aifa yari dmru 1 dk ve beta yari émrii 10 dk’dan daha
Zd.lr'.. ‘Bu kisa dolagim yar émrii diger ilaglar ile etkilesim potansiyelini azaltir.
;e'ﬁifbstin ve metabolitlerinin sistemik dolagim stiresi kisayken, selektif dokuya
gééfhe ozelliklerinin yaninda uzun doku émdrleri vardir. Tumérll sicanlarda
-yébllan caligmalarda, radyoaktif isaretli amifostinin tek doz uygulamasi sonrasi
‘dokulara uptake hizli olmus ve 10-15 dk sonra plato seviyeye ulagmigtir En
énemlisi, 30 dakika sonra karaciger, bdbrek, kalp, kemik iligi gibi normal
dokularda seviyeleri tumér dokusuna gore 100 kat fazladir ve en az 10 kat

fazlalik 60 dakika siire ile devam etmigtir. Amifostinin 21 gun boyunca gunlik
c__ldzlarmm uygulamas: normal dokularda birikim yaparken tumér dokusunda

bé‘)yle bir etki gérulmemistir (20).

Tumdr hicrelerinin amifostini yavas uptaki, bu hticrelerdeki yapisal
farkliliga bagh olarak membrandan ilacin transport edilememesine ve hiicrelerde
“ilacin defosforilize edilememesine baglanabilir Calabro-Jones ve arkadaglan
normal dokularda ozellikle kapiller seviyede, tumor hicrelerine gére alkalen
fosfataz aktivitesinin daha fazia oldugunu gostermiglerdir. Ek olarak normal
dokular tiiméral dokuya gére daha nétr pH'a sahiptir. Alkalen fosfataz aktivitesi
de pH ile iligkilidir WR 1065'in hiicre membran ge¢is hizimin da kiguk pH
degisikliklerinden etkilendigi gosteriimistir Amifostin  kan beyin bariyerini

gecemez.

Hiicresel korunmanin mekanizmasi, alkilleyici ajaniar ve platinumun aktif
turlerinin thiol detoksifikasyonuna baglidir. Benzer olarak thioller, radyasyonun
ve bazi kemoterapotik ajanlarin olusturdugu serbest oksijen radikallerini
giderirler. Aktif serbest thiol WR 1065, hucre igine girdiginde 3 etki ile koruma
yapar. ik olarak serbest oksijen radikalleri igin potent bir gidericidir. Ikinci olarak,
koruyucu etkisini hiicre ici direk baglanti yaparak gosterir, boylece alkilleyici ve

16




. platinum ajanlarin aktif torlerini detoksifiye eder. Amifostin ve dzellikle WR 1065
~cisplatin-DNA birlegiminin olmasini ve ters cisplatin-DNA birlesimini engeller.
:Diger bir potansiyel etkisi de DNA'ya hidrojen atomu fransferi veya oksijen
- azaltilmas) yolu ite DNA'nin kimyasal yolla tamiri ofabilir (20).

~Yan etkiler : Genel olarak iyi tolere edilir. Gegici yan etkileri bulanti, kusma, bag
dénmesi, sicak basmasi, hapsirik, uykuya egilim, serum kalsiyum
konsantrasyonunda dusme ve hipotansiyondur. Hipotansiyon ve diger yan
etkileri gegicidir (21).

17



3.Gereg ve yontemler

Bu deneysel calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirma Merkezinde yapildi. Calisma igin agirhklarn 250-300 g arasinda
degisen 72 adet geng erigkin disi cins sican kultaniimistir (Tablo 3.1).

3.1.Deney protokolii

Bes gurup deney hayvaninda caligildi. Tiim siganlara sa§ nefrektomi
yapiidi, bdylece deney guruplarindaki tim hayvanlarnn renal fonksiyonlari ve
yagsamlari sol bébrege bagl hale geldi

Guruplar sunlardir:

Grup [ (Kontrol); Sham ameliyatli sicanlar ( n=8 ). Bu sicanlara sadece femoral
kateterizasyon ve sag nefrektomi yapildi. Herhangi bir tedavi uygutanmad.

Grup Il (iskemi kontrol); Tedavi edilmemis iskemik babrekli siganlar ( n=16). Bu
sicanlara cerrahi uygulamada anlatilan iglem uygulandi.

Grup Il (Verapamil); Verapamil ile tedavi ediimis iskemik bébrekli sicanlar
(n=16) Bu siganlara iskemi kontrol grubuyla ayni islem yapildt ve heparini
takiben 2 ml hacminde 0.3 mg/kg verapamil intravenéz olarak verildi.

Grup IV (Amifostine); Amifostin ile tedavi edilmis iskemik bobrekli sicaniar
(n=6). Bu siganlara da ikinci gruba uygulanan islem yapildi. Farkh ofarak 2 ml
hacimli sivi icinde 30 mg/kg amifostin intraventz olarak verildi

Grup V (Verapamil+Amifostine); Verapamil + amifostin ile tedavi edilmis
iskemik bdbrekli siganlar ( n=16) Ikinci gruba yapilan isleme farkh olarak
Verapamil 0.3 mg/kg ve Amifostin 30 mg/kg intravendz olarak 2 ml sivi icinde
verildi.
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Tablo 3.1. Tiim gruplar ve uygulanan protokoller

- Verapamil
3 Iskemi Ver %U?mﬂ Amifostin (0.3 mg/kg)
]
= (45 dk.) mg/kg) (30 mg/kg) Amifostin
© (30 mg/kg)

I n=8 - - - -

I n=16 + - - -

I n=16 + + - -

IV n=16 + - + -

V n=16 =+ - - +

3.2.Cerrahi uygulama

Geng erigkin, disi sicanlar, 35 mg/kg dozda %10°luk i m. ketamin hidroklorid
(Ketalar® flakon, Eczacibasi) ve hafif eter anestezisi ile uyutulduktan sonra
ameliyat masasina sirt iistl pozisyonda ekstremitelerinden tesbit edildiler Sag
femoral venleri 24 G branil ile kanile edildi. Deney baglamadan énce tim
siganlardan BUN ve kreatinin igin 0.3-04 ml. kan ornekleri alindi. Karnlar
tiraglanip, povidon-iodine solusyonu ile temiziendikten sonra, orta hat insizyonu
yapilip, sol renal vaskuler pedikiil izole edildi. Femoral kantiiden 0.5 mi 80 .U
heparin + 2.0 ml isotonik salin ilag ile veya ilagsiz olarak total 2.5 ml sivi
inflzyonu yapildi (verapamil, amifostin veya her ikisi). Takiben renal vaskiler
pedikul atravmatik klemp ile oklize edildi Bu islem sham gruba yapilmad:, bu
gruba sadece sag nefrektomi yapildi. Karin sivi kaybini minimuma indirmek igin
gecici olarak kapatildi, 45 dakika sonra klemp cikariidi (bébrek 4 dk goézlendi, 2
dakika iginde gbézle gorilir sekilde dolagim olmadiginda, vaskuler tromboz
oldugu kabul edilerek rat ¢alismadan gikanldi). Hemen sag nefrektomi yapildi,
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girisim sirasidaki sivi ve kan kayiplarini kargifamak igin, 2 mi/100 g isotonik salin
periton igine verilerek, karin 3/0 ipek ile 2 tabakada devamli kapatildi. Her
gruptan 6 sican, sham operasyonu harig, reperflizyondan 5 dakika sonra
didurtlerek sol nefrektomi yapildi. Immiinohistopatolojik inceleme, TBARS
(Thiobarbititric acid reactive substance) ve GSH seviye incelemesi icin ayriidi.
Diger siganlar 7 glin boyunca takip edildi. 3. ve 7.gun kuyruk veninden BUN ve
Kr c¢aligsilmak icin kan alindi. 7. giin sicanlara, anestezi altinda sol nefrektomi
yapildi. Reperfizyon sonrasi 5. dk ve 7.giinde gikanian sol bébrek materyalinin
yarisi hemen formaldehide konuldu ve daha sonra, kér olarak, patolojik inceleme
yapildi. Kalan diger yarist hemen nitréz oksitte dondurularak ve -70 C de
saklanarak daha sonra MDA ve GSH diizeyi calsildi.

Histopatolojik inceleme, sigan bdbredinde Jablonsky ve arkadasiarinin

nekroz gradeleme y&niemi uygulanarak degerlendirildi (9,10).

Ayrica 1gG, IgM, IgA, CD8 ve NK immiin boyalan ile boyanarak
immunolojik yénden degerlendirildi.

3.3. Tiyobarbiitirik asit reaktif substanlari (TBARS) 6l¢iimii

Derin dondurucuda -70 °C de saklanan bobrek dokularindaki TBARS
analizi esnasinda dokular surekli buz icinde sakland: Boébrekler korteks ve
medulia kismina ayrilarak homojenizatér (Tri-R Sti-R marka K43 model) ile
10.000 rpm’de 2 dk boyunca 2 mi homojenizasyon sivisinda homojenize edildi.
Total volim yine homojenizasyon sivisi ile 10 ml.’ye tamamlandi.

Homojenizasyon sivisi KH;PO,4, Ko;HPO4, KCL, EOTA, Trito-X, bitithidroksi
toluen kullanilarak hazirland! ve pH'si 7.4’e ayarlandi. Protein ¢oktiirmek amaci
ile  Triklorasetik asit (TCA), %56k konsantrasyonda kullanuldi. Lipid
peroksidasyon uriinleri ile renk vermesi icin Thiobarbutirik asit (TBA) 5 grami, 25
ml 1 N NaOH'de c¢ozilerek 500 mi'ye tamamlandi. Standart olarak 1.1.3.3
tetraetoksipropan kullanildi ve bir milyon kez sulandirlarak en yogdun
konsantrasyon olan 4050 nmol/L'ye getirildi
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eklenerek 4000 rpm’de 15 dk santrifilj uygulanarak yapildi. Proteini ¢coken berrak
stipernatandan 3 mi alinarak 1 ml TBA eklendi ve 15 dk kaynar suda tutuldu.
Daha sonra sogutulan tlpler, kére karsi 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Spectronic 20D) okundu. Numunelerin absorbanslarina,
¢izilen standart grafijinde karsiik gelen konsantrasyon degeri nmol/L. olarak
saptandi. Koér ve standartlarda TCA ile proteinlerin ¢oktirme agamasindan
itibaren ayni iglemler uygulandi. Sonuglar homocjenizatlarin protein degerleri
olglildukten sonra nmol/g protein olarak ifade edildi (30).

3.4.Protein dl¢iimil

Protein &élgimunde Lowry'nin tanimladigi metod kullanildi  (31,32).
Homojenize doku stspansiyonlarina 100 pl, 1 N NaOH (100 pl) eklendikten
sonra gtinluk olarak hazirlanan D reaktifinden 1 ml konularak 20 dk. karaniik bir
dolapta bekletiildi Son asamada folin reaktifi (100 ui) eklenen numuneler 30 dk.
daha karanlikta bekletilerek spektrofotometrede kére karsi 500 nm. dalga
boyunda absorbanlar saptandi. Kér ve standart (bovine serum albumine)
dilisyonlara da ayni islem uygulandi. Sonuglar pg/ml. olarak ifade edildi. TBARS
diuzeyleri nmol/g protein olarak ifade edildi

3.5.Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Prensip: Fairbanks ve arkadaslannin tarifledigi yontem kullaniir. Bir disulfid
kromojen olan 5, 5-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNBY'in, redikte glutatyonun
yapisinda bulunan sulfidril gruplan tarafindan indirgenmesiyle olusan koyu sari
renk degisikliginin 412 nm dalga boyunda verdidi absorbansin élctimune dayanir
(35).

Reaktifler: Presipite edici solusyon: 167 g glasiel metafosforik asit
(Metaphosphoric Acid, Sigma, M-5043), 020 g EDTA (Ethylenediamine-
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Tetraacetic Acid, Tetrasodium salt, Sigma, ED4SS), 30 g NaCl (Natrimchilorid,
Merck, 6400) tartidarak distile su icerisinde ¢6zulur ve volliim 100 ml'ye
tamamlanir.

Fosfat soliisyonu: Na,HPO, (Sodium Phosphate anhydrous, Sigma, S-08786),
0.3mi

DTNB solisyonu: 40 mg DTNB (5, 5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoik Acid), Sigma, P-
8281) 1g/dL'lik sodyum sitrat (tri-Sodium citrate 5-&'-hydrat extra pure) ile
GS8H standardi: 100mg/dL'lik GSH (Glutathione Reduced Form, Sigma, G-4251)
stok sollisyonundan hazirlanan diltisyonlarla standart caligmasi yapilir.

islemier: 200 uL homojenize bobrek dokusu tizerine 1.8 ml distile su eklenerek
olugturulan hemolizatin tizerine 3 mi presipite edici soliisyon ilave edilerek oda
Isisinda 5 dk bekletildi ve filtre kagidindan siizuldt Elde edilen filtrat 6lgUm igin
kullanildr. Numune tubune 500 pL filtrat, kér tiibine 300 pl. presipite edici
solisyon ve 200 pl distile su konulduktan sonra her iki tibe 2 ml fosfat
solusyonu eklendi. Tuplere en son DTNB eklenip kanistinlarak 4 dk icerisinde,
412 nm dalga boyunda absorbanslari gleuldu (Schimadzu UV 1600).
Hesaplama: Daha é&nceden hazirlanmig olan 100 mg/dLlik stok standart

solusyonundan 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/dL’lik dilusyonlar hazirlandi ve standart

caligmas: yapildi. Elde edilen absorbans degerieri ile konsantrasyon degerleri
arasinda yapilan regresyon analizi sonucunda:

Konsantrasyon = (OD+0.0048) / 0.0316 seklinde bir iliski saptandi (korelasyon
r=0.962). Lowry yéntemine gére degerlendirilen doku protein duzeyleri de
hesaplanarak bébrek GSH konsantrasyonu, nmol/g doku proteini olarak ifade
edildi.

3.6.Immiinohistopatolojik degerlendirme

Yuzde onluk tamponiu formaldehit (formalin) fikse, parafine gomult
dokularda 5 mikrometre kalinliginda kesitler alinip deparafinizasyon ve
rehidratasyon iglemierinden sonra Hematoksilen-Eozin ve histokimyasal PAS
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(periodik  asit schiff sollisyonu), ‘Masson Trichrome' boyalan ve
immdinohistokimyasal 1gG, IgM, IgA, CD8, NK ile boyanarak incelendi.
Histopatolojik degerlendirmede Jablonsky'nin tarifledigi nekroz gradeleme
sistemi  kullanildt (10) (Tablo 3.2). [mmiinohistokimyasal boyamada tim
antikorlar igin 800 Wik mikrodalga firinda sitrat buffer icinde 10 dk. tsitma
y6ntemiyle antijen refrieval yapild:. Proteinaz K ile inkiibe edildi. Otomatik Dako
TechMate 500 immiin boyama aleti ile standart streptoavidin-biotin y&éntemi ile
boyandi. Hidrojen peroksit ve endojen peroksit aktivitesinin &nlenmesini takiben
preparatlar primer antikorlar, IgG (Dako, MO828, 1/50 sulandirma), IgA (Dako,
MQO728, 1/50 sulandirma), igM (Dako, MO702, 1/50 sulandirma), CD8 (Dako,
N1592), NK (Novacastra, NCL-NK1, 1/50 sulandirma)'da 40 dk. bekletildi.
Kesitler biotinlenmis sekonder antikorlar damiatilarak (Antimouse I1gG/igM ve
antirabbit IgG) 30 dk bekletildi. Distile su ile yikanip 30 dk. streptoavidin;biotin
kompleksi ile isleme kondu. Distile su ile yikanip son (iriin, diaminobenzidine ve
Sonuglar semi kantitatif olarak boyanan alan ylzdesi ve boyanma siddetine gére
degerlendirildi.

Immuno Histokimyasal yéntem ile boyanan hucreler boyanan hiicrelerin

yuzdesine (B. Y ) gére ve boyanma siddetine (B S ) gére puaniandi:

B. Y. Puam, 0 (% 0 boyanan hiicre),

B. Y. Puany 1 (% 25'den az boyanan hiicre),

B. Y Puam, 2 (%25-75 arasinda boyanan hicre),
B. Y. Puani; 3 (% 75 den fazla boyanan hiicre) ve
B. §S. Puani; 0 (boyanma yok),

B § Puam, 1 (hafif),

B S Puani, 2 (orta),

B. S Puam; 3 (siddetli)

olarak 0 ile 3 aras| puanlandirma yapilds
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Tum imminohistopatolojik boyama sonuclarini degerlendirmek amaciyla
yapllacak istatistikse!l analizde ‘Ki kare’ testi kullanilacag icin, veriler pozitif ve
negatif olarak skorlandirildi. 0 ve 1 degerleri negatif, birin tizerindeki degerler,
pozitif olarak kabul edildi.

Tablo 3.2 Sigan bobreklerinde histopatolojik (H-E ve PAS boyama yéntemi) olarak

nekroz gradelenmesi

Grade Aciklama

Grade 0 Normal

Grade ] Bazi hiicrelerde mitozlar ve nekroz var

Grade 2 Canl: proksimal kevrintili tiibiillere komsu hiicrelerde nekroz

Grade 3 Proksimal kvl tabillerin distal digte bivinde nekroz ile i¢ kortekse

uzanan bant nekrozu

Grade 4 Proksimal kavrintil: tiibiillerin tiim iic segmentinde de nekroz,

3.7.istatistiksel degerlendirme

Deney sonuglar ortalama + standart sapma (Std) olarak verildi. Gruplann
BUN, Kreatinin, MDA, GSH degerleri arasi farkliliklar, “Kruskal Vallis” testi, iki
grup arasi ortalamanin karsilagtinlmasinda, "Mann Whitney U” testi kullanildi.
Histopatolojik inceleme sonuglan pozitif ve negatifik olarak siniflandinlip,
kargilagtinimasinda “Ki kare” ve beklenen deger 5'in altindaysa, “Fisher’in kesin
ki kare” testi kullanild. Tum istatistiksel degderlendirmelerde, P < 0.05 anlaml
clarak kabul edildi.
Istatistiksel degerlendirmeler, SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
for Windows 10.0 ile yapild:.
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4. Bulgular

4.1. Yedi giin yasatilan siganiarda ortalama BUN degerleri

Yedi giin yagayan c¢alisma gruplarinin hepsinde, 1., 3. ve 7. glnlerde,
ortalama BUN degerleri farkli bulundu, farklar istatistiksel olarak anlamhb idi
(grupiar sirasiyla, p=0.002, p=0.000, p=0.011, p=0.002, p=0.001) (Tablo ve
grafik 4 1) Yine tlim gruplarda, 3. ve 7. gun ortalama BUN degerleri istatistiksel
anlamli olarak, 1. giin ortalama BUN degerinden ylksek bulundu. Gruplar, 1.
gln-3. gun sirasiyla p=0.012, p=0 005, p=0.013, p=0.005, p=0 005, 1. gin-7.
gun p=0.012, p=0.005, p=0.007, p=0.005, p=0.012.
grubunda, 7. gin ortalama BUN degeri, 3 gun ortalama BUN degerinden
istatistiksel anlamli olarak yiiksekti (p=0.018). Bes grubun da 7 giinlerdeki
ortalama BUN degerleri, farkli olarak bulundu (p=0.000). 1. ve 3. glinlerde

Sadece iskemi-kontrol

ortalama BUN degerleri arasinda anlambi fark yoktu (p >0.005) 7. giinde iskemi-
kontrol grubu ortalama BUN degeri, difer tum gruplardan istatistiksel anlamh
olarak yuksek bulundu (p=0.000).

Tablo 41 Yedi gun yasayan sicanlarda ortalama BUN degerleri + standart
sapmalart

Gruplar BUN I BUN 3 BUN7 P

1. Kontrol 2384694 318+4359 358+526 | 0002

2 Iskemi kontrol 2284316 374+£477 430+333 | 0000

3 Verapamil 285354 34214614 3484439 | 0011

4. Amifostine 242336 3504343 350+380 | 0002

. Verapamil+~Amifostine 246 +574 337641 321+360 | 0001

P 0 060 0110 0000
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Amifostine

GRUPLAR

Grafik 4.1 Yed: giin yasayan sicanlarda ortalama BUN degerleri

4.2. Yedi glin yasatilan siganlarda ortalama serum Kreatinin

degerleri

Yedi gun yasayan calisma gruplarinin hepsinde, 1, 3. ve 7. gunlerde
ortalama serum kreatinin degerleri farkli bulundu. Farklar sadece ila¢ tedavisi
uygulanan ig¢ grupta istatistiksel olarak antaml idi (sirasiyla p>0.005, p>0.005,
p=0.002, p=0.025, p=0014) Bu U¢ grupta 3. glin serum kreatinin degerleri, 1.
giin ve 7 gln serum kreatinin dederlerinden istatistiksel anlamli olarak daha
yuksekti (p=0.005). Diger gruplarda ise istatistiksel olarak antaml farkliiik

saptanmadi.

Bes grubun 3 ve 7. gunlerdeki ortalama serum kreatinin degerleri farkl olarak
bulundu (sirasiyla p=0 007, p=0001). 7 gun ortalama serum kreatinin degerleri

iskemi-kontrol grubunda en ytiksek deger olarak saptand:.
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Tablo 42 Yedi giin yasayan sicanlarda ortalama Kreatinin degerler ixstandart sapmalari

Gruplar Kreat | Kreat 3 Kreat 7 P

1 Kontrol 0.764 20077 0776 £0 059 067540055 | 0072
2 Iskemi kontrol 08010102 091540105 08180085 | 0.09]
3. Verapamil 08390061 085020032 0726+0046 | 0002
4 Amifostine 0766 £0.056 0849 +0058 08030075 | 0025
2. Verap +Amifostine 0756 +0069 0827 +0.074 (776 0062 | 0014
P 0106 0007 0001

Kontrol

Iskerni Kontrol

Verapamil

GRUPLAR

Amifostine

Verapamil +

Armifostine

Grafik 4 2 Yedi giin yasayan sicanlarda ortalama serum kreatinin degerleri
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4.3. Yedinci giin ve 0. giin alinan bébreklerde ortalama MDA

degerleri

Yedi gin yasayan bes gruptaki toplam 48 sicanin 7. gun alinan sol
bobreklerinden galigilan ortalama MDA duzeyleri arasinda istatistikse! olarak
anlamli bir farkihk saptanmadi (P=0.105). 0. gln o&lduriilen siganiann
bébreklerinden yapilan MDA sonuglan arasinda yine anlaml istatistiksel fark
saptanmadi (P=0.211) (Tablo ve grafik 4.3).

4.4. Yedinci giin ve 0. giin alinan bobreklerde ortalama GSH

degerleri

Yedi gun yasayan bes gruptaki toplam 48 sicanin 7. gun alinan sol
bdbreklerinden calisilan ortalama GSH duzeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkllik saptandi (P=0.00) Kontrol grubunda ortalama GSH diuzeyi
85.58 nmol/g iken, iskemi kontrol grubunda belirgin dugme (66 05 nmol/g)
mevcuttu (P=0010) En ylksek GSH dizeyi verapamil grubundayd: (10468
nmol/g). Iskemi kontrol grubuyla verapamil uygulanan grup arasinda anlamh bir
ylkseklik saptandi (P=0.003). iskemi kontrol grubuyla amifostin grubu arasinda
artma vyoéninde anlamli bir farkhhk saptandt (P=0.000) 0O gin &ldurtlen
sicanlarin sol bobreklerinden calisilan GSH sonuglan arasinda anlamii
istatistiksel fark saptand1 (P=0.003} En dustk deger iskemi kontrol grubundaydi
(60.86 nmol/g), en yiiksek deger ise amifostin grubundayd: (104.46 nmol/g)
(Tablo ve grafik 4 4).
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Tablo 4.3 7 giinve 0 gin aliman bobreklerde ortalama MDA degerleri ve

standart sapmalart
Gruplar MDA 7 ort +5td MDA 0.ort £8td
(nmol/g Pr) {nmol/g Pr )
1. Kontrol 987 £277
2. Iskemi kontrol 1404 +329 17375 £24 16
3. Verapamil 13444129 132443472
4. Amifostine 13594237 15546 £52 06
3. Verapamil+Amifostine 1309 406 130,40 £36 07
P 0105 0211
EIMDA 7. Giin
250 .
EIMDA 0. Giin
200 T

= ]

=150 =

Q

1T :

<€ 100 )

a

2 |l

SD J N
o

Kontrol Iskemi Kontrol Veraparril Amifostine Verapami] +
Amifostine
GRUPLAR

Grafik 4.3 Yedinci gim ve 0 gun almman bébreklerde ortalama MDA degerleri




Tablo 4 4 Yedinci giin ve 0 giin alinan bobreklerde ortalama GSH (nmol/g

Protein) degerleri ve standart sapmalar:

Gruplar GSH 7. ort £ 5td GSH 0.ort +5td
(nmol/g Pr. ) (nmol/g Pr )

1. Kontrol 8558 £1377
2 Iskemi kontrol 6605 £11.10 6086 +12.46
3 Verapamil 10458 +23 45 10222 +1084
4 Amifostine 916321060 10446 +13.55
3 Verapamil+Amifostine 6527 #1316 6205 £2361
P 0.000 0003

140 DGSH 7

120 EIGSH 0. T

100 r

20

Kontrol iskemi Kontrol Verapamil Amifostine Veraparmé + Amnifostine
GRUPLAR,

Grafik4 4 Yedinci giin ve 0 gin alinan bobreklerde ortalama GSH (nmol/g Protein)
degerleri
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4.5. Immiinohistopatolojik degerlendirme

Kontrol grubunda postoperatif 7. giin alinan 8 bébrekten hi¢ birinde nekroza
rastlanmadi. Iskemi-kontrol grubunda postoperatif 0. glin alinan 6 bébrekten tginde
grade 2 nekroz saptand: (resim 4 2). Diger Ug¢ bébrekte ise grade1, 3 ve 4 nekrozlar
géruldu (resim 4.1 ve resim 4.3). Postoperatif 7. giin ise 5 bébrekte grade 1 ve grade
2, diger 5 bobrekte de grade 3 ve grade 4 nekrozlar saptandt, lla¢ tedavisi uygulanan
Ug grupta da hem postoperatif 0. giin hem de postoperatif 7. giin grade 4 ileri dereceli
nekroz saptanmadi. Postoperatif 7. gtin alinan bébreklerden HE boyasiyla birlestiriimis
nekroz gradine gére degerlendirmede tum gruplar arasinda anlamli bir istatistiksel fark
mevcuttu (p<0.05) (Tablo 4. 5.a).

Postoperatif 0. giin alinan bébreklerde CD8 boyasiyla yapilan incelemede
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark mevcuttu (p=00125) Iskemi
kontrol grubunda CD8 (+) lenfositlerin bulundudu bobrek sayisi 4 iken, 2 bébrekte
CD8 lenfositleri gorulmedi. llagh gruplarda ise sadece bir bébrekte CD8(+) lenfositler
saptandi (Tablo 4. 5.e) (resim 4.4).

Postoperatif 7 giin alinan bobreklerde IgM boyas: ile yapilan incelemede
kontrol grubunda sadece bir bdbrekte IgM(+) saptanirken, iskemi-kontrol grubu ve
lach gruplar arasinda anlami bir fark saptanmadi (Tablo 4. 5 h)

Tablo 4 5 a Postoperatif 0. ve 7. gin alman bobreklerin HE boyaswyla yapilan

degerlendirmede nekroz gradelemesi

Posoperatif 0 giin Postoperatif 7 giin

Histopatolojik 0 I 2 3 4 n 0 1 2 3 4 n
Grade

Kontrol 0 0 0 0 0 0 8§ 0 0 o 0 8
Iskemi Kontrol 0 1 3 1 I 6 0 3 2 3 2 10
Verapamil 2 I 2 1 4, 6 3 b 2 g 0 10
Amifostine 2 2 2 0 0 6 3 5 ! ! g 10
Verap+Amifos 1 ) 2 2 0 6 2 4 3 1 g 10
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Tablo 4 5. b Postoperatif 7 giin alinan bobreklerde HE boyasinda birlestirilmis nekroz

grade'ine gore degerlendirme

NEKROZ
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam
I Kontrol 0 8 8
2 Iskemi-Kontrol 7 3 10
3 Verapamil 2 8 10
4. Amifostine 3 7 10
5 Verapamil+Amifostine 4 6 10
P=0045

Tablo 45 ¢ Postoperatif 0. giin alman bobreklerde HE boyastyla yapilan inceleme

HE Grade
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam
1 Iskemi-Kontrol 4 2 6
2 Verapamil 3 3 6
3. Amifostine 3 3 6
4 Verapamil-+Amifostine 5 i 6
P=0581

Tablo 4 5 d Postoperatif 7 giin alinan bébreklerde CD8 boyasiyla yapilan inceleme

CD8
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam
1 Kontrol 2 6 8
2 Iskemi-Kontrol 4 6 10
3 Verapamil 5 3 10
4 Amifostine 3 7 10
3. Verapamil+Amifostine 1 9 10
P=0373
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Tablo 4 5 e Postoperatif 0. giin aliman bobrellerde CD8 boyasiyla yapilan inceleme

CD&
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam
1. Iskemi-Kontrol 4 2 6
2 Verapamil 1 5 6
3. Amifostine ) 6 6
4 Verapamil+Amifostine 0 6 6 |

P=00125

Tablo 4 5.f Postoperatif 7 giin aliman bobreklerde NK boyasiyla yapilan inceleme

NK |
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam | |
1. Kontrol 1 7 8 '
2 Iskemi-Kontrol 4 6 10 ]
3 Verapamil 2 8 10
4. Amifostine 2 8 10 ‘
3 Verapamil+Amifostine 4 6 10 ‘:
P=03547

Tablo 45g Postoperatif 0 giin alinan bobreklerde NK boyvasiyla yapilan inceleme Il |

NK
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam |
1 Iskemi-Kontrol 3 3 6
2 Verapamil 1 2 6
3. Amifostine ] 5 6
4 Verapamil+Amifostine 0 6 6 I

P=00576
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Tablo 4 5 h. Postoperatif 7 gin alinan bobreklerde Igh boyasiyla yapilan inceleme

IgM
Gruplar Pozitif Negatif  Toplam
1 Kontrol ) 7 8
2 Iskemi-Konitrol 8 2 10
3 Verapamil 8 2 10
4 Amifostine 6 4 10
3. Verapamil+Amifostine 8 2 10
P=00129

Tablo 45 i Postoperatif 0 giin alman bobreklerde IghM boyasiyla yapilan inceleme

IgM
Gruplar Pozitif Negatif  Toplam
1 Iskemi-Kontrol 4 2 6
2 Verapamil 4 2 6
3. Amifostine 3 3 6
4. Verapamil +Amifostine 3 3 6
P=029154

Tablo 4 5] Postoperatif 7. giin alinan bibreklerde 1g4 boyasiyla yapilan inceleme

IgA
Gruplar Pozitif Negatif  Toplam
1 Kontrol 2 6 8
2 Iskemi-Kontrol 8 2 10
3 Verapamil 6 4 10
4 Amifostine 8 2 10
5 Verapamil+Amifostine b b] 10

P= 00969




Tablo 4 5.k Postoperatif 0. giin alinan bébreklerde IgA boyastyla yapilan inceleme

IgA
Gruplar Pozitif Negatif Toplam
I Iskemi-Kontrol 2 4 6
2 Verapamil 3 3 6
3. Amifostine 3 3 6
4. Verapamil+Amifostine 3 3 6
P=0918

Tablo 4 5.1. Postoperatif 7. giin alinan bobreklerde IgG boyasiyia yapilan inceleme

IgG
Gruplar Pozitif Negatif  Toplam
I Konirol 3 5 8
2 Iskemi-Kontrol 5 5 10
3 Verapamil 6 4 10
4 Amifostine 5 bl 10
3 Verapamil+Amifostine 5 5 10
P=0924

Tablo 4 5.m. Postoperatif 0. giin alinan bibreklerde IgG boyastyla yapilan inceleme

IgG
Gruplar Pozitif  Negatif  Toplam
1 Iskemi-Kontrol 4 2 6
2 Verapamil 3 3 6
3. Amifostine 4 2 6
4 Verapamil+Amifostine ¥ 2 6
P=0911




Resim 4.1. Iskemi-kontrol grubu postoperatif 0. giin alinan bobrek dokusunda grade | :
nekroz. Okla isaretli alan, proksimal tibiillerde tek hiicre nekrozunu |
belirtmektedir. x200, PAS

Resim 4 2. Iskemi-kontrol grubu postoperatif 7. giin alinan bobrek dokusunda . grade 2
nekroz. Proksimal knvemid: tiibiillere komgsu hiicrelerde nekroz. x200, HE
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Resim 4.3. Iskemi-kontrol grubu postaperatif 0. gim alinan bébrek dokusunda grade 3 nekroz.

Proksimal tibiillerin distal iicte birinde nekroz ile i¢ kortekse uzanan bant nekrozu.
x200, HE

Resim 4.4. Iskemi-kontrol grubu postoperatif 7. giin

alinan bobrek dokusunda CD8 ile
boyanan T Hicreleri gorilmektedir. x400.
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5.Tartisma

Iskemi ve reperfiizyonun organda vyaratmis oldugu hasarda serbest
radikal olarak bilinen oksijen tlrevi molekullerin, énemli rofler Ustlendiklerinin
gésteriimesinden sonra aragtiricilar bu konuya yoénelmisler ve pek cok
antioksidan ¢zellije sahip kimyasal madde bulmuslardir. Yapilan klinik ve
deneysel galismalar sonucunda serbest radikallerin dokuda olusturduklari hasari
tamamen ortadan kaldiran bir kimyasal madde kesfedilmis degildir. Sadece
organ transplantasyonu degil, pankreatit, myokart infarktiisli, ateroskleroz,
pulmoner yetmezlik, serebral iskemi gibi birgcok &liim nedeninin ardindaki
patolojik olaylarda serbest radikal aracili doku hasannin énemli oldugu
gosterilmistir Serbest radikallerin hangi asamada etkili olduklari, neden yada
sonug iligkisinin hangi noktasinda onemli olduklari tam olarak ortaya
konamamigtir.

Biz bu deneysel caligmada, radyoterapi ve bazi kemoterapétik ajanlarin
sitotoksik etkilerine kargr, normal dokuyu korumak amaciyla medikal onkolojide
siklikla kuflanim alanina girmis olan amifostinin, b&brekte olusturulan /R
hasarinda da dokuyu koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak ve béylece
organ transplantasyonu dahil I/Ra seyreden bircok klinik durumda kullanim
alani bulmayr amagladik. Bunu arastirrken, daha &nce birgok kez deneysel
olarak b&brek I/R hasarinda farkl mekanizmalarla énleyici etkisi gosterilen bir Ca
kanal blokérit olan verapamille, amifostinin etkisini karsilastirip, birbirlerinin
etkisint potansiyalize edip etmediklerini arastirdik. Bu degerlendirmede, bébrek
fonksiyon testleri (BUN, serum kreatinin), serbest oksijen radikalleri tarafindan
olusturulan membran lipid peroksidasyon Griinli malondialdehid (MDA), serbest
radikal giderici etkisi olan redikte glutatyon (GSH) duzeyleri bakildi Ayrica 0.
gun ve 7 giln alinan bdbrek dokulan, 151tk mikroskobuyla imminohistokimyasal
olarak degerlendirildi. HE, PAS, boyalari ile iskemi ve reperflizyona bagl nekroz
gradelemesi yapilirken, 1gM, 1gG, IgA, CD8, NK boyalar: ile de bébrekte i/R'a
bagh immunolojik degisiklik mevcudiyeti ve ilag tedavisiyle gerileme olup

oimadig arastirtidr.
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Tum gruplarda 1., 3. ve 7 giin bakilan BUN degerlerinde artma (P< 0.05)
olmasina ragmen, ilag tedavisi uygulanan Ug grupta da iskemi-kontrol grubundaki
kadar yukselme saptanmadi. Uciinci giin serum kreatinin degerleri, tim
gruplarda ilk ginden daha ytiksek olmasina ragmen 7. glinde azalma vardi. En
belirgin diizelme, verapamil ile tedavi edilmig gruptaydi (P <0.05) (Tablo 4.1. ).

Membran lipid peroksidasyonu Uriini olan ve dokuda bakilan MDA
duzeylerinde 0. ve 7 glin tum gruplar arasinda anlamh bir fark saptanmadi. /R
hasan bizim deneyimizde membran lipid peroksidasyonu riinlerinde artiga yol
agmadi. Antioksidan savunma mekanizmalarindan olan, GSH duzeyler, iskemi-
kontrol grubunda dusukken, verapamil ile tedavi edilen grupta 0. ve 7. gin
yUksek duzeylerde saptandi (P<0.05). Verapamil+amifostin grubunda ise disme
mevecuttu ve ki ilacin birlikte uygulanmasiyla koruyucu etkinin artmadig
saptandt.

Aktan ve arkadaglan, 60 dk. Ik sicak iskemi ve reperflizyona maruz

birakilan Wistar albino sicanlarda iskemi-reperfuzyon hasarinda stabil bir

verapamilin  hicre koruyucu etkisini arastirmiglardir  (3). Bobrek iskemi
reperflUzyon modelinde 7 giinluk  survive analizi  bakildi.  Kreatinin
konsantrasyonu, 3. gun, verapamil+iloprost grubunda iskemi grubundan daha
dusuktt, fakat farkhiik belirgin degildi. Kreatinin duzeyi, 7. gunde, verapamil ve
loprost gruplarinda, kontrol grubundan dusikti Reperfiizyon sonrasi tim
gruplardaki bobrek korteks dokusundaki MDA konsantrasyonlari normalden
yuksekti. GSH duzeyleri iskemi grubunda, diger gruplardan daha dusukti Bu
sonuglar verapamil ve iloprostun 60 dk. iskemi ve reperflizyon uygulanan bébrek
dokularinda ayr ayn birbirinden badimsiz hiicre koruyucu etkileri oldugunu
gostermektedir. Her iki ilag birlikte kullanildidinda etkide artma olmustur Hitcre
koruma mekanizmas! sadece lipid peroksidasyonunu siprese ederek degildir
Bu  ¢alismada hematoksilen-eosin  boyasiyla  yapilan  histopatolojik
degerlendirmede gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptanmamuistir (3)
Kalp ve barsaklar dahil birgok organda iskemi-reperfiizyona bagh doku

hasar incelenmistir Baker ve arkadaslan, serbest radikal giderici olan superoksit
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dismutazin dokuyu iskemi sonrasi reoksijenizasyon sirasindaki yapisal
hasarlardan korudugunu saptamislardir (10).

Bizim ¢aligmamizda, Aktan ve arkadaslarinin da belirttigi gibi verapamil,
kreatinin degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir disis saglarken, amifostin
ile birlikte kullanildijinda da aym etkiyi g&stermigtir. MDA duzeyleri arasinda 5
grupta da fark saptanmadi Fakat GSH dizeylerinde, tum fedavi uygulanan
gruplarda, iskemi-kontrol grubuna goére anlamli bir ylikselme saptandi. Bu
calismadan farkh olarak biz, H-E ve PAS boyalan ile yapti§imiz nekroz
gradelemede istatistiksel olarak anlaml fark bulduk Iskemi-kontrol grubunda
olusturulan yuksek dereceli nekrozlara tedavi uygulanmis 3 grupta da
rastlanmadi. Reperflizyon sonrasi ilk 5 dakikada yap:lan. nefrektomi
materyallerinin  incelenmesinde, proksimal kivrintth  tuplerin  etrafinda
mononiikleer hicre infiltrasyonu gérdik.

Caroline Spencer ve arkadaglarinin yapmig oldugu amifostin ile ilgili
arastirmalar sonucunda, WR 2721'in aktif metaboliti WR 1065, sican kalbinde, in
vitro olarak kemoterapi ilaglannin olusturdugu hasarda koruyucu oldugu ve
intraselluler glutatyon seviyelerinde artma (%33-%74) vyaptid1 gdsteriimisgtir.
Ayrica bébrekte amifostin, kilglk dozlarda birden ¢ok defa kullaniidiginda, tek
kullanimindan daha buyluk oranda koruyucudur (21)

Pissarek ve arkadaslannin yapti§i yapti§! bir deneysel calismada; WR
2721'in kanser hiicrelerinde radioprotektif etkinlijinde, radikal giderici madde
oldugu gésteriimis ve reperfiize kalpte koruyucu potansiyeli test edilmistir. Invitro
olarak 30 dk. iskemi ve takiben 30 dk. reperfizyon uygulanan izole si¢an
kalbinde elektron paramanyetik rezonans spin trap teknigiyle bir radikal
jenerasyon sistemde radikal giderici 6zellikleri arastinlmistir Anestezi altinda
gogsu acilan siganlarda 60 dk. bdlgesel iskemiyi takiben 60 dk. reperfiizyon
sirasinda yuksek enerjili fosfatlann etkisi fosforii nukleer manyetik rezonans
spektroskopi ydntemiyle sol ventrikller sistolik segmental uzunluk degigimi
uzerine etkinligi incelenmistir WR 2721, radikallerin vaskuler konsantrasyonunu
5 ve 12.5 dk. lik reperfiizyon suresi sonunda, %78e kadar dusurmustur Mevcut

verilerle WR 2721'in reperfuze kalbin endojen olarak salinan serbest radikallere
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maruz kalma oraninda azalma, yiksek enerjili fosfatlarda parsiyel bir korunma ve
postiskemik kontraktilitedeki artis nedeniyle myokard hasarlanmasi konusunda
ileri calismalar gerekmektedir (26).

Bizim caligmamiz da Pissarek ve arkadaslarinin buldugu netice
dogrultusundadir Amifostin uygulanan grupta da verapamil uygulanan gruptaki
gibi GSH dizeylerinde yitkselme, kreatinin diizeylerinde disme ve histopatolojik
incelemede dusiik gradeli nekrozlara rastlanmistir (Tablo 4.2.).

Shapiro ve arkadaslan, izole, perfuze sigan bébregdi kullanarak, renal
potansiyelini arastirmiglardir (2). Iskemik hasar olusturmada iki model
kullamimistir. Birinci modelde, bébrek, perfiizyon sirasinda 37 °C de ve 40 dk
iskemiye maruz birakiimis. 2.5, 5 ve 100 mM dozlannda verapamilin perfiizat
solusyonuna eklenmesi ile inllin klirensinde (Cin) ve iskemiyi takiben
reperfizyon sirasindaki total sodyum absorbsiyonunda belirgin = artig
sapianmustir.

Bizim calismamizda, histopatolojik degerlendirme neticesinde iskemi-
kontrol grubunda 7. gun alinan bébreklerde yiiksek dereceli nekrozlar teshit
edildi. Nekrozla birlikte proksimal kivrintth tublllerde mononikleer hicre
infiltrasyonu ve yaygin hemorajik alanlar mevcuttu, Verapamil grubunda 2,
amifostin grubunda 3, verapamil+amifostin grubunda ise 4 siganda nekroz
bulundu Iskemi-kontrol grubunda 0. giin 4 adet sigan bébreginde CD8 pozitif
hiicre saptanirken, verapamil grubunda bir bobrekte ve dider ilagla tedavi
uygulanmis gruplarda CD8 pozitif hiicre saptanmadi.

Lopez-Neblina ve arkadaslarn, sigan bdbrek iskemi modelinde,
verapamilin koruma mekanizmasini arastirmislar. i/R hasarlanmasinda, sorumlu
faktérlerden biri olan nétrofil infiltrasyonunu énledigi ve bu mekanizmayla iskemik
hasarda bébregi korudugu gésterilmiglerdir (50). Toronyi ve Rafaat ise yaptiklari
deneysel galismada verapamilin renal iskemiden sonra reperfuzyon fazinda,
renal tlibuler epitelyal hicrelerde hucre 6lumi anlamina gelen apoptozisi

dnledigini géstermislerdir (48, 49).




Iskemi-reperfiizyon hasarlanmasinda yapilan cok sayidaki
immunohistokimyasal incelemede, bdbreklerde mononukleer hicre infiltrasyonu
ve peritibluler T lenfositler saptanmigtir Fakat iskemi-reperfiizyon
patogenezinde T hiicrelerinin rolu halen tam olarak bilinmemektedir (1, 6, 14).

Zwacka ve arkadaglarinin fare karacierinde iskemi-reperfiizyonun
indUkledigi inflamatuvar yanitta T lenfositleri ve CD4/CD8 oranindaki degisiklikler
arastiriimis. iskemi-reperfuzyon sonrast subakut dénemde (16-20 saat), nétrofil
inflamatuvar yamitta T lenfositlerinin anahtar rol oynadigi ve CD8(+) T
lenfositlerde soliter olarak artis saptanmustir (43).

Rabb ve arkadaslaninin fare bdbreginde olugturduklarn iskemi-
reperflzyonda T lenfositlerinin rolini arastirdiklarn ¢ahsmalarinda, iki saatlik
iskemiyi takiben bir saatlik reperfuzyon sonrasi T hicre adezyonunda artma
saptanmugtir.  Infiltratif T hicrelerinin  renal tubtler hicrelere yapigsmasi,
postiskemik tubuler disfonksiyonun potansiyel bir mekanizmas: olabilecegi
sonucuna varilmigtir Ayrica CD4(+) ve CD8(+) hicrelerin tuibUler nekrozda rol
oynadid! saptanmistir (44)

Bizim yaptigimiz deneysel galismada CD8(+) T lenfositler arastinidi. Akut
dénemde (iskemi-reperfuzyon sonrasi itk 5 dakika), iskemi-reperfuzyona yanit
olarak CD8 hucrelerde artma ve medikasyonla diger gruplarda belirgin azalma
saptandi (P=0.012).

Malec ve arkadasglar, tek doz i.v. verapamilin duodenal tlser hastalarinda
immun yanita etkilerini aragtirmislar, verapamil 0 15 mg/kg dozunda verilerek
yapilan degerlendirme, periferik kanda mononukleer hiicreler aragtinimistir
Verapamilin tek doz kullanimasiyla T hucreler, T helper, T supressor
lenfositlerde gecici artis ve IL-1, IL-2 sentezinde gegici azalma saptanmistir
Kalsiyum kanal blokérleri, immiinoregiilasyonda gegici olarak hasara yol agiyor
olabilecegi sonucuna varmiglardir (45).

Kalsiyum kanal blokérleri, CD8(+) T lenfositlerinin olusumunu ve natural
kiler hicre aktivitesini inhibe eder Tietz ve arkadaslarn, uzun sureli viral
enfeksiyonu olan ve verapa.mil hidroklorid kullanan bir hastalarinda,

fitohemagliutinin ve tetanoz antijenine yanitin baskilandigini, inflitenza asisina
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yanitin olmadigini saptarmuglar. Tedavi rerjimlerini bagka bir antihipertansifie
degistirdiklerinde, hastanin immiin yanitimin normale déndugini ve influenza
immin yanit baskiliyor olabilir (47)

Biz verapamille tedavi edilmis iskemi-reperfiizyon uygulanan 'Qruplarda,
erken dénemde sadece CD8(+) hiicre aktivitesinde istatistiksel olarak anlamh bir
azalma saptadik. Gec dénemde ise (7. guin), IgM hiicre aktivitesinde azalma
mevcuttu. Erken (0. giin) ve ge¢ (7. glin) dénemde ayri ayn baktigimiz IgA, IgG
ve natural killer boyanma derecelerinde belirgin istatistiksel fark yoktu.

Nonspesifik bagisiklk sistemi parametresi olan IgM'in artmasi dokuda
yikim olasiigin gésterir. /R sonrasi erken dénemde IgM ve CD8 hiicrelerin
dokuda goéruluyor olmasi dolasimda var olan sekilli elemanlarin vaskiler endotel
gegirgenlijinde artma sonucu dokuya gectigini gosterir. Nonspesifik savunma
hicrede goruluyor olmast, spesifik bir immun yaniti baglatiyor olabilecegini
dlusundurdly. Ayrica reperfizyon sonrasi dokuda arthdr gosterilen adezyon
molekulleri (ICAM-1), nétrofillerin  hareketinden sorumiudur ve anti-ICAM-1
verilerek bébrege dogru olan nétrofil infiltrasyonunun énlenmesiyle I/R'a bagh
hasar sinirlandinimus olur (36). Galismamizda kullanilan verapamil ve amifostin,
endotel gecirgenligini onleyerek badisikitk sistemine ait hiicrelerin dokuya
salinmasina engel oluyor olabilir Bir dijer mekanizma da, MHC Class-1 aracili
aktive olan CD8 hucreleri (sitotoksik T hucreleri), apoptozis aracili hicre
olarak bilinmemekle birlikte degisik klinik sonuglar dogurur. Rafaat ve
arkadaglar, sigan bébreginde /R hasarinda gérilen apoptotik yanit
aragtirmiglar ve verapamilin [/R’un neden oldugu DNA zincirinde meydana gelen
yap! hasarn ve apoptozisi énledigini géstermisglerdir (49).

Sonug olarak, aragtirmamizdan elde edilen verilere gére, verapamil ve
amifostin ayn ayr verildiklerinde bobrekte olusan iskemi-reperfuzyon hasarini
Snlemektedir. MDA duzeylerinde anlamli istatistikse! farkiilk saptanmadigi igin,

bu etkilerini membran lipid peroksidasyonunu énleyerek degil, farkl
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mekanizmalarla sagladiklar dusunulebilir  Oksijen radikal giderici olarak
organizmada mevcut GSH dlzeylerinde artma, her iki ilacin ayn ayn bu
mekanizmay aktive ettigini géstermistir immunohistopatolojik olarak da nekroz,
iskemni-kontrol grubunda gosterilmistir. llag tedavisinin  nekrozu dnledigi
saptanmigtir.  Calishi§imiz  immiunolojik  parametrelerden sadece CDS8
hlcrelerinde reperfuzyona belirgin yanit saptanmis ve bu yanitin ilaglarla
onlendigi gdsterilmistir Her iki ilag birlikte kullanildijinda bu etki géralimemistir.
Literatiirde, amifostinin bobrek I/R'u Uzerine etkisi konulu bir calismaya
rastlanmamistir. Bu agidan ve verapamilin I/R'da koruyucu olarak, immiun yanitta
CD8 uzerinden meydana getirdigi baskllay|0| etkisi agisindan, bu konuda yeni

baska aragtirmalanin da yapilabilecegi sonucuna variimistir,




6. Ozet

Verapamil ve amifostinin bébredin iskemi-reperfuzyon hasarinda etkisini
arastirmak amaci ile yapilan bu deneysel ¢alismada 72 adet geng, erigkin disi
cins sigan kullanildi. Tum siganlara sag nefrektomi yapildi. Her bir grupta, sham
grubu hari¢, 16 sican olmak Uzere g¢alisma 5 grupta yapildi. Sham grubunda (8
sigan), vyalnizca laparotomi ve sag nefrektomi; iskemi-kontrol grubunda 45 dk
iskemi ve reperflzyon; Verapamil grubunda iskemi éncesi verapamil 0.3 mg/kg
i.v verildi takiben 45 dk iskemi ve reperfizyon uygulandi Amifostin grubunda,
amifostin 30 mg/kg i.v. verildi, takiben 45 dk iskemi ve reperflzyon uyguland:.
Varapamil+amifostin grubunda, her iki ila¢ diger gruplarla ayni dozlarda verildi,
takiben 45 dk iskemi ve reperfizyon uyguland:. Her gruptan, sham grubu harig, 6
sicana reperfuzyondan 5 dk sonra, dokuda MDA, GSH dizeyleri ve
imminohistopatolojik ¢alisma igin, sol nefrektomi yapildi. Tum si¢canlardan 1., 3
ve 7. glin BUN ve serum kreatinin duzeyleri igin kan érnekleri alind1. Yedinci gun
sicanlara sol nefrektomi yapilip bébrek dokusunda MDA, GSH diizeyleri bakild
ve immiinohistopatolojik ¢alisma yapildt.

Elde edilen sonuclara gére, iskemi-reperflizyonda artmis bdbrek fonksiyon
testierinden, BUN ve serum kreatinin deferlerinde, verapamil ve amifostin verilen
gruplarda, ayr ayn dusme saptandi. Dokuda bakilan TBARS (MDA)
duzeylerinde gruplar arasinda, anlami bir fark saptanmadi. Yine dokuda bakilan
GSH diizeylerinde anlamli bir artis saptand: iskemi-kontrol grubunda duguk olan
GSH degerleri, ilag tedavisi uygulanan Ug grupta da artti. Histopatolojik olarak,
iskemi-kontrol grubunda belirgin olarak olusan yuksek dereceli nekrozlara ve
mononikleer hucre infiltrasyonlanna ilag tedavisi uygulanan gruplarda
rastlanmadi Fakat iki ilacin birlikte uygulandidi grupta, daha ¢ok sayida nekroz
géruldu. Immunopatolojik olarak sadece CD8 hiicreleri, iskemi-kontrol grubunda
dokuda saptanirken, ayn ayn ilag tedavisi uygulanan iki grupta da CD8 hiicre
infiltrasyonunun 6nlendidi goéruldu. Her iki ilacin birlikte uygulandigt grupta bu

etkide anlamii bir istatistiksel fark saptanmadi. Bu etki verapamil ve amifostinin
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immuniteyi baskilamasina bagl nonspesifik bir yamit olabilecegi gibi daha ileri
arastirmatarla her iki ilacin da immin yanifta spesifik bir baskilama
mekanizmasina yol agip agmadi§ arastirilabilir.

usttiniiikleri olmadan ayri ayr kullanidiklarinda bébrekte siiperoksit anyon
radikalleri tarafindan meydana getirlen membran lipid peroksidasyonunu
onlememis, fakat iyi bilinen bir oksijen radikal giderici olan redikte glutatyon
dlizeyini arttirarak dokuyu i/R'un zararl etkilerinden korumustur, Bu konuda
yaptlacak yeni caligmalarla beraber yiritulen imminohistopatolojik analizler, bu

surecte yer alan mekanizmalar anlamak agisindan, daha verimli bir yaklagim

olacaktr.
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