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SIMGE ve KISALTMALAR
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1.GIRIS VE AMAC

Pregabalin farkli dokularda oksidatif stres ve inflamatuvar siirecler lizerine
etkileri arastirilan bir ilagtir. Biz bu ¢alismada ratlarda infrarenal abdominal aorta
klemplenmesi ile meydana gelen iskemi sonrasinda klemplerin agilmasiyla olusan
reperfiizyon ve bu reperfiizyona bagl olusacak iskemi-reperfiizyon (i/R) hasarinda
farkli dozlarda uygulanan pregabalinin bobrek dokusu iizerine koruyucu etkilerini

arastirmay1 amagladik.

Abdominal aort anevrizma cerrahisi gibi infrarenal abdominal aortanin
klemplenmesiyle kan akiminin gegici olarak kesintiye ugratilmasi sik uygulanan bir
cerrahi prosediirdiir. Kesintinin sonlandirilmasi ile kan akiminin ve oksijenin tekrar
temin edilmesini tanimlayan reperfiizyon dénemi, iskemik periyotta meydana gelen
hiicresel diizeydeki hasar1 kotiilestirmektedir. Bu fenomen ‘“iskemi-reperfiizyon

(I/R) hasar1” olarak bilinmektedir (1,2)

Abdominal aortayi igeren cerrahi girisimler sirasinda karsilasilabilen I/R ha-
sar1 alt ektremitelerin yani sira kalp, karaciger, bobrek ve akcigerler gibi uzak
organlari da etkileyen karmasik bir siirectir (3). Abdominal aorta cerrahisi nedeniyle
Olusan uzak organ hasarlarindan en 6nemlilerinden biri de bobrek hasaridir. Elektif
infrarenal aorta cerrahileri sonrasinda akut bobrek disfonksiyonu ve akut bobrek yet-
mezligi insidanslari sirastyla %15-%22 ve %1.8-%4 olarak bildirilmistir (4,5).
Aortik I/R hasar1 sonucu ortaya ¢ikan; serbest oksijen radikalleri (SOR) nin olu-
sumu, sistemik vazokonstriikktif —mediatorler, notrofil aktivasyonu, lipid
peroksidasyonu ve sistemik inflamatuvar yanit uzak organ hasarina neden olmakta-
dir(6). Bu nedenle aortik I/R’nin indiikledigi bobrek hasari; aort cerrahisi sonrasi
yiiksek mortalite ile seyreden akut renal yetmezlik gelisiminde 6nemli bir kompli-

kasyon olarak kabul edilmektedir (7).



Pregabalin gama-aminobutirik asitin(GABA) yapisal bir analogudur. Hay-
van deneyi modellerinde antikonviilsan, analjezik ve anksiyolitik etki gosteren
“voltaja duyarl kalsiyum kanallarinin” (VGCC), “alfa-2-delta” alt iiniteleri i¢in yiik-
sek potentli bir ligandir. Hipereksite ndronlarin kalsiyum kanallarinin alfa-2-delta alt
tinitesine gli¢lii sekilde baglandiktan sonra, depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum
akisini ve bu sekilde glutamat, noradrenalin ve substans P’yi de icerecek sekilde pek
cok eksitatuvar norotransmiterlerin salinimini azaltir (8). Pregabalinin spinal kord
hasar1 olusturulan ratlarda anti-apoptotik ve anti-inflamatuar etkileri de ortaya kon-
mustur (9). Iskemi reperfiizyon hasar1 tedavisi igin birgok ilag ve antioksidan

maddeler denenmis ve halen tlizerinde ¢alisilmaktadir.

Son yillarda klinik ¢alismalarda bobrek I/R hasarin1 engellemeye yonelik bir-
birinden farkli yaklasimlar denenmektedir. Spinal kord I/R hasarinda bébrek dokusu
tizerinde farkli dozlarda uygulanan pregabalinin koruyucu etkisinin arastirilmasi ile

az sayida olan literatiir caligmalarina katki saglamay1 hedefledik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Pregabalin

Pregabalin epilepsi, noropatik agri, anksiyete ve uyku bozukluklarinda kulla-
nilan ve arastirilan bir ilagtir (10,11).

Pregabalin, GABA’nin yapisal bir analogudur (8),(Sekil-1). GABA yapisal
analogu olmasina ragmen GABA benzeri mekanizmalar {izerine direkt etkisi yoktur.
Hayvan deneyi modellerinde antikonviilsan, analjezik ve anksiyolitik etki gdsteren
VGCC’nin “alfa-2-delta” alt tiniteleri i¢in yiiksek potentli bir ligandir (12). Hiperek-
site noronlarin kalsiyum kanallarinin alfa-2-delta alt {nitesine giiclii sekilde
baglandiktan sonra, depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum akigini ve bu sekilde glu-
tamat, noradrenalin ve substans P’yi de igeren pek ¢ok eksitatuvar
norotransmiterlerin salinimini azaltir (12). Kalsiyum kanallarinin bu alt birimine ga-
bapentinden 6 kat daha gii¢lii baglanma afinitesine sahiptir (13). Pregabalin GABA
reseptorleri lizerinden etki etmez ve GABA gerialimimi ve yikimini degistirmez

(13,14).

2.1.1 Kimyasal Ozellikleri

H

GABA Pregabalin

Sekil 1. GABA ve Pregabalinin Yapisi (8,15)



Pregabalin giiclii bir sekilde VGCC’lerine baglanarak kalsiyum girigini ve bu
sekilde eksitatuvar norotransmitterlerin salimini azaltir (16). 3-isobutil-gamma-ami-
nobutirik asidin (GABA) S-(+)-izomeri olan pregabalin, kimyasal olarak S-(+)-3-
(aminometil)-5-metilheksanoik asit olarak tanimlanmaktadir (17). Pregabalin beyaz
ile kirli beyaz aras1 renkte, pKal’i 4,2 ve pKa2’si 10,6 olan kristal bir soliddir. Ser-
bestge suda ve hem bazik hem de asidik sulu soliisyonlarda eriyebilir (17).
Pregabalinin, VGCC alfa-2-delta alt {initesine ve de “L tasiyici sistemi” olarak ad-
landirilan genis nétral aminoasit tasiyicisina baglanisi, bilesigin farmakolojik
aktivitesi i¢in 6nemlidir. Pregabalin oral uygulama sonrasi, genis nétral aminoasit
(LNAA) tastyicisi araciligiyla barsaklardan emilir (18). Pregabalin hem kan-beyin
bariyeri (19,20), hem de barsakta genis aminoasitlerin transportundan sorumlu L ta-
styict sisteminin bir substratidir (18). Pregabalin, klinik arastirmalarda saglanandan
10 kat daha fazla olan konsantrasyonlarda sitokrom P450 izoenzimlerinin aktivite-
sine anlaml1 higbir in vitro etki gostermemistir (19,21,22).

Pregabalin emilimi hizlidir ve biyoyararlanimi yaklagik olarak %90’dir.
Doruk plazma konsantrasyonuna oral alimindan bir saat sonra ulasir. Plazma pro-
teinlerine baglanmaz. Minimal metabolizmaya ugrar ve yart omri 5.8-6.3 saat
arasidir. Yaklasik olarak %981 bobrekten degismeden atilir (23). Onerilen optimal
terapotik dozu giinliik 300-600 mg’dir. En sik rastlanan yan etkiler uyku hali ve
sersemlik hissidir. Bunlar1 basagrisi, bag donmesi, agiz kurulugu, kilo alimi takip

eder (24).



2.1.2.Farmakodinamik Veriler
2.1.2.1.Antikonviilzan olarak pregabalin
Pregabalin, maksimal elektrosok tarafindan indiiklenen nobetlerde, kimyasal

konviilzanlarin indiikledigi nobetlerde, antikonviilzan aktivite gostermektedir (8,22).

2.1.2.2.Analjezik olarak pregabalin

Pregabalinin, sinir ligasyonu, enjekte edilmis immun antijen, herpes enfeksi-
yonu, artrit, diabet, cerrahi ve termal hasarla indiiklenen agr1 dahil noéropatik ve
inflamatuvar agrisi1 olan hayvan modellerindeki nosiseptif davraniglar1 azalttigi gos-
terilmistir. Ancak, duyusal olarak akut nosisepsiyonu etkilememistir (21).
Pregabalinin antiallodinik ve antihiperaljezik etkisi gabapentinden 2-4 kat daha dii-

slik dozda gozlenmistir (25,26).

2.1.2.3.Anksiyolitik olarak pregabalin

Pregabalinin potansiyel anksiyolitik etkilerinin 6ncii kanitlari, ytikseltilmis
art1 labirent sican testi ve zitlagsma testi gibi anksiyete test modelleri kullanan calis-
malardan saglanmistir. Bu preklinik caligmalar pregabalinin iki modelde de doza
bagimli olarak anksiyolitige benzer etkileri indiikledigini gdstermistir. Pregabalin
hem zitlagma testinde hem de yiikseltilmis art1 labirent testinde anksiyolitik benzeri

etkileri indiiklemistir (27).

2.1.3.Etki Mekanizmasi

Pregabalin giiclii bir sekilde VGCC’lerine baglanarak kalsiyum girisini ve
bu sekilde eksitatuvar nérotransmitterlerin salimini azaltir (16). Voltaja duyarl
kalsiyum kanallar1 vasitasiyla kalsiyum iyonlarinin ndronlara girisi, vezikiillerin
hiicre membranina yapigmalarini ve norotransmitterlerin sinaptik araliga salimin

tetikler. Ornegin anormal néron ateslemesinin oldugu epilepside ya da néronlarin



hasar gordiigii noéropatik agrida, bu néronlarin fazla uyarilmasi ile sonuglanir. Fazla
uyarilmis néronlarda; kalsiyum iyonlariin igeriye fazla akisi, norepinefrin, gluta-
mat ve substans P’yi iceren ndrotransmitterlerin genis ve siirekli salimina yol

acmaktadir (15).

Pregabalin; fazla uyarilmis néronlardaki kalsiyum kanallarinin, alfa-2-delta
alt linitesine potent olarak baglandiktan sonra bu depolarizasyonla indiiklenmis
kalsiyum akisinit modiile eder ve bu yolla sekil 2” de gosterildigi gibi glutamat, nor-
adrenalin ve substans P gibi pek c¢ok eksitatuvar norotransmitterlerin salimini
azaltir. Bu, sirastyla postsinaptik reseptorlerin stimulasyonunda azalmaya neden

olur ve noéronlar1 normal fizyolojik duruma geri getirir (15).

Novotransmitievier

"I

Sekil 2. Pregabalinin etki mekanizmasi (15)

2.1.3.1.Pregabalinin GABAerjik sisteme etkisi

Gama aminobutirik asit benzeri mekanizmalara direkt etkisi géziikmemekte-
dir (14). Pregabalinin GABA-A, GABA-B ya da benzodiazepin reseptorlerine direkt
olarak baglanmadigi kaydedilmistir (13). Ayn1 zamanda GABA’ya ya da GABA an-
tagonistlerine metabolik olarak doniismez ve GABA alimi ya da degradasyonunu

degistirmez (11,19,22).



Bir hayvan modelinde, lipopolisakkarid (LPS), rektal distansiyonla beraber
allodini ortaya ¢ikarmaktadir. LPS’nin rektal allodinik etkisi sistemik morfin sulfat
(0,3 mg/kg s.c.) tarafindan bloke edilirken, nalokson da morfinin etkisini antagonize
etmistir. Ayn1 sekilde, pregabalinle 6ntedavi (1, 3, 10 ve 30 mg/kg) rektal distansi-
yona karst LPS’nin arttirdigi abdominal yanitta doza bagimli bir azalma
olusturmustur ve aynt zamanda 30 mg/kg’lik tek bir dozun da etkili oldugu gosteril-
mistir. Morfinden farkli olarak, pregabalinin antiallodinik etkisi nalokson 6n tedavisi
ya da GABA-A reseptor antagonisti ile bloke edilmemistir. Bu pregabalinin GABA-

A ya da opioid reseptorleri vasitasiyla etki etmedigine ek kanit olusturmustur (28).

2.1.3.2.Pregabalinin VGCC’na etkisi

Voltaja duyarl kalsiyum kanallari, néronal aksiyon potansiyelini diizenleyen
kalsiyum iyonlarina segici olarak ge¢irgen olan hiicre membran glikoproteinleridir
(15). Noronal eksitabilite ve sinaptik transmisyonda rol oynayan kalsiyum kanallari-
nin elektrofizyolojik ve farmakolojik ¢alismalarinin voltaj bagimliligi, kinetikler ve
cesitli farmakolojik ajanlara sensitiviteleri temel alinarak 6 simif VGCC tanimlan-
mugtir. Molekiiler yapis1 fonksiyonel olarak P-, Q-, N-, L-, R- ve T-tipi kalsiyum
kanallar1 belirlenmistir. Pek ¢ok sinaps N-, P-, Q-‘nun cesitli kombinasyonuna ve
zaman zaman R-tipi kalsiyum kanallarina bagimhidir. VGCC alfa-1 alt iinitesi ve alfa-
2-delta, beta ve gamma olan 1:1:1:1 oranindaki {i¢ yardimei alt tiniteden olusur (15).
Presinaptik N ve P/Q VGCC vaskiiler kastaki, nifedipin gibi kalsiyum kanal bloker-
leriyle etkilenen L tipi voltaja duyarli kalsiyum kanallariyla ya da N metil D aspartat
glutamat reseptorii kalsiyum kanalina duyarli liganda-bagli kalsiyum kanallar (keta-

min ve memantinden etkilenen) karistiriimamalidir (21).



Pregabalin N ve P/Q kanallarinin alfa-2-delta alt iinitesine baglanirken, vera-
pamil gibi dihidropiridinler L-tipi kalsiyum kanallar1 i¢in selektiftir (21,29). Bu
antihipertansif ilag tedavilerinden farkli olarak, pregabalinin kan basinci ya da kardi-
yak fonksiyon {izerine etkisi yoktur (29).

Voltaja duyarl kalsiyum kanallar1 vasitasiyla kalsiyum iyonlarinin néronlara
girisi, vezikiillerin hiicre membranina yapigmalarini ve nérotransmiterlerin sinaptik
araliga salimini tetikler. Belirli patolojik durumlarda, 6rnegin anormal ndron atesle-
mesinin oldugu epilepside ya da ndronlarin hasar gordiigii néropatik agrida, bu
noronlarin fazla eksite edilmesi ile sonuglanir. Fazla eksite edilmis néronlarda, kal-
siyum iyonlarinin igeriye fazla akisi norepinefrin, glutamat ve substans P’yi igeren

ndrotransmiterlerin genis ve siirekli salimina yol agmaktadir (15).

2.1.3.3. Pregabalinin Alfa-2-delta alt Ginitesi {izerine etkisi

Hipereksite ndronlardaki kalsiyum kanallarinin alfa-2-delta alt {initesine pre-
gabalin potent olarak baglandiktan sonra bu depolarizasyonla indiiklenmis kalsiyum
akisin1 modiile eder ve bu yolla, glutamat, noradrenalin ve substans P gibi pek ¢ok
eksitatuvar norotransmiterlerin salimini azaltir. Bu, sirasiyla postsinaptik reseptorle-
rin stimulasyonunda azalmaya neden olur ve néronlart normal fizyolojik duruma geri
getirir (15). Pregabalinin baglanmasi ile ilgili 6nemli bir nokta, normal sinir fonksi-
yonu degismezken ektopik aktivitenin azalmasidir (30).

Farkli ekspresyonla alfa-2-delta alt tinitesinin dort izoformu vardir (31). Alfa-
2-delta-1 ve alfa-2-delta-2 kiiciik dorsal kok gangliyon hiicrelerinde yiiksek oranda
ekspresedir ve alfa-2-delta-3 biiyiik dorsal kok gangliyon hiicrelerinde ve beyinde

yiiksek oranda ekspresedir (31,32).



Pregabalinin alfa-2-delta-1 ve alfa-2-delta-2 izoformlarina yiiksek afinitede
baglandigi, ama alfa-2-delta-3 ve alfa-2-delta-4 izoformlarina baglanmadig: kayde-
dilmistir (33). Noropatik agri olusumunda VGCC’lerin alfa-2-delta-1 alt {initesinin
rolii icin 6nemli kanitlar gdsterilmis ve gabapentin ile pregabalinin analjezik etkile-
rinin bu alt {inite izoformu ile etkilesimiyle gergeklestigi ortaya konulmustur. Ancak
alfa-2-delta-2 alt tinitesi i¢in halen ndropatik agri1 olusumunda yeterli veri bulunma-
maktadir (34). Gabapentinin etkili oldugu noéropatik agri modellerinde, alfa-2-delta-
1 ekspresyonunun artisinin dorsal kok gangliyonu ya da spinal kordda belirgin ol-

dugu gozlenmistir (33).

2.1.4.Preklinik toksisite ve diger veriler

Insanlarda gebelik kategorisi sinifi C olarak bildirilmistir. Pregabalin fare, s1-
canlar ve tavsanlarda teratojenik bulunmamistir. Pregabalin, in vitro ve in vivo testler
dizisi sonuglar1 temel alindiginda genotoksik degildir. Prenatal/postnatal toksisite ¢a-
lismalarinda, pregabalin insanda Onerilen maruziyetin iki katindan daha fazlasina
maruz kalan siganlarda gelisimsel toksisiteyi indiiklemistir (16).

Pregabalin, antikonviilzan etkinin yanisira anksiyete (27) ve noropatik agri
modellerinde (25,35,36) anksiyolitik, antiallodinik ve antihiperaljezik aktivitesini
gostermistir. Pregabalinin farmakokinetigi dozla orantilidir ve pregabalin dnemli
oranda metabolize olmaz. Lineer farmakokinetige sahiptir ve kisiler aras1 farmako-
Kinetik degiskenligi diisliktiir (22). Pregabalin yiiksek biyoyararlanima sahiptir.
Plazma proteinlerine baglanmaz. Sitokrom p450 izoenzimlerinin aktiviteleri tizerine
onemli in vitro etki gostermez (20,22). Tmax yaklasik 1 saattir. Kararli duruma
ulagma siiresi 24-48 saattir. Biyoyararlanim %90 1n tizerinde olup dozdan bagimsiz-

dir (22).



Pregabalin ile goriilen advers etkiler arasinda bas donmesi, sersemlik, bulanik
gorme, uyku hali, bulanti, kusma, hipotansiyon, bas agrisi, halsizlik, haliisinasyonlar
ve ekstremitelerde 6dem yer almaktadir. En sik goriilen advers etkiler ise bas don-
mesi (%37,5), sersemlik (%12,5) ve kabizlik (%8,3)’tir. Literatiirde yapilan
caligsmalara bakildiginda, goriilen advers etkiler arasinda bag donmesi, uyku hali, dip-
lopi ve kilo alma yer almaktadir. Ancak bu tip advers etkilerin, epilepsi tedavisi gibi
ozelikle yiiksek dozlarda (150 ve 600 mg) ve uzun siireli pregabalin kullaniminda

ortaya ¢iktig1 gortilmektedir (37,38).
2.2.Bobrek

2.2.1.Anatomi ve Histoloji

Bobrekler kolumna vertebralis’in her iki tarafinda ve karin arka duvarinin
iist kisminda bulunurlar. Bobreklerin etrafin1 gevsek bag dokusu ve yag dokusu
sarar. On yiiziinii periton &rter (39). Ust uglar1 12. torakal vertebranin iist kenari, alt
uclar1 3. lomber vertebra seviyesinde bulunur. Karin boslugunun sag iist yaninda
karaciger bulunmasi sebebiyle sag bobrek sol bobrege gore daha asagidadir (40).
Her bobrek insanlarda yaklasik 11,5 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2,5
cm kalinliktadir. Sol bobrek saga gore biraz daha uzun ve dardir (41). Bobrekler 6n
yiizde, periton araciligiyla intraperitoneal organlarla komsuluk yapar. Sol bobrek
istte siirrenal gland, st dista dalak, {ist igte mide, hilus bolgesinde pankreas
kuyrugu ve altta ince ve kalin barsakla komsuluk yapar. Sagbobrek iistte siirrenal
gland, tst i¢te karaciger, hilusta duodenum ve altta kalin barsakla komsuluk yapar

(30,31).
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Bobrekleri kenarlarindan gegen bir kesitle ikiye ayirarak incelendiginde renk
ve fonksiyon olarak iki farkli béliimden olustugu goriiliir. Daha agik renkli (kirmizi)
dis boliime korteks, daha koyu renkli (kahverengi-kirmizi) ve ¢izgili béliime medulla
denir. Orta boliimdeki bosluga sinus renalis ad1 verilir. Korteks, renal korpiiskiiller,
kivrimli ve diiz tiibiilleri, toplama tiibiillerini ve kanallarini1 bulundurur. Medulla re-
nal korpiiskiil bulundurmaz; diiz tiibiilleri ve toplayicit kanallar icerir. Bobregin
medial kenar1 hilum denilen derin ve vertikal ¢ukur bulundurur. Kan damarlari, si-
nirler ve iireterler bu bolgeden bobrege giris ve ¢ikis yaparlar (41).

Hilumda tireterler genisleyerek renal pelvisi meydana getirirler. Renal pelvis
dallara ayrilarak renal kaliksleri olugturur. Major kalikslerden minér kaliksler olusur
(40). Genelde her bir bobrekte iki major kaliks, 10-12 minor kaliks mevcuttur. Minor
kalikslerin u¢ boltimleri papilla olarak adlandirilir. Her papillanin ug béliimleri top-
lama kanallarinin acgilmasi sebebiyle deliklidir ve papillanin ug¢ boliimlerine area
cribrosa adi verilir (41). Vertikal kesitlerde her papillanin piramidal sekilli bobrek
dokusunun tepe noktasinda bulundugu goriiliir. Mediiller piramid olarak adlandirilan
bu boliimler diiz seyirli tiibiiller ve bunlara paralel ilerleyen kan damarlari sebebiyle
cizgili goriiniimdedirler. Insan bébreginde yaklasik olarak 8-18 piramid bulunur (42).

Bobregi igten disa dogru capsula fibroza, capsula adipoza ve fascia renalis
olmak iizere {i¢ kilif sarar. Karin arka duvarinda retroperitonal olarak yerlesen bob-
rekler bazi hallerde biraz asag1 ve yukar1 dogru hareket edebilirler. Ust kisimlariin
diafragmaya dayanmasi sebebiyle derin inspirasyonda 1-2 cm asagi inerler. Bobrek-
leri yerlerinde tutan en 6nemli yapilar bobrek damarlari ve fascia renalis 'tir. Ayrica

capsula adipoza ve pararenal yag tabakasinin da katkisi olur (43). (Sekil-3)
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Sekil 3. Bobregin genel goriiniimii (44).

Bobregin kan akimi1 normal kosullarda kalp debisinin % 22’sidir ve yaklasik
olarak 1100 ml/dk’dir. Bébrek arteri hilum bdlgesinde bobrege giris yapar. Interlo-
ber, arkuat, interlobiiler arterlere (radyal arter) ve aferent arteriyollere ayrilir (Sekil-
4). Aferent arteriyoller, plazma proteinlerinden baska, bol miktarda su ve maddenin
filtre edilerek idrar yapiminin bagladig1 yer olan glomeriiler kapillerleri meydana ge-
tirir (45). Her glomeriiler kapillerinin distal ucu toplanarak, bobrek tiibiillerini
cevreleyen, peritiibiiler kapiller ad1 verilen ikinci bir kapiller ag1 meydana getirir. Pe-
ritiibiiler kapiller daha sonra vendz sistemin damarlari olan interlobiiler ven, arkuat
ven, interlober ven, en sonunda bdbregi renal arter ve tireterle birlikte terk eden renal
veni meydana getirirler. Bobrek kan dolagimi glomeriiler ve peritiibiiler kapiller ola-

rak iki farkli kapiller yatagi bulunan 6zel bir dolasimdir (45).

2.2.2.Fizyoloji

Bobregin en kiiciik fonksiyonel birimi olan nefron her bir bobrekte 1 000 000
-1 200 000 kadar bulunur (46,47). Bobrek hasari, hastalik veya yaslanma ile nefron
sayist giderek azalir. 40 yasindan sonra iglev géren nefron sayisi her on yil i¢in % 10

azalir.
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Her nefronun; kandan biiyiik miktarda sivinin filtre oldugu glomeriil ve filtre
edilen sivinin idrara doniistiigli toplayic tiibiil olmak tizere iki ana boliimii vardir.
Glomertil, diger kapiller aglar ile karsilastirildiginda, daha yiiksek hidrostatik basinca
(60 mmHg) sahip olmakla beraber, dallanan ve anastomoz yapan kapiller bir agdan
olusmustur (48). Nefron, afferent ve efferent arteriyollerden meydana gelen bir ka-
piller yumagi olan glomeriil ile baslamaktadir. Glomeriiller 6zellesmis bir kilcal

damar agindan olusmustur.

Renal arter
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arterier

In crle(i!cr
a rser

... Efferent Sowman
GlomerG! 5 Svol  kapsiia Proksimal tibal

Jjukstaglomearuier

wortikal

apara « toplawic tabal
fi 1 S o=
aﬁcesxrfgl TR = Distal nutuie

Arkyat 8
arter

A'k.,"’ea,% Hen'le kulpu

Peritubular
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Sekil 4. Bobregin damarlari ve kanlanmasi (49).

Glomeriil, renal tiibiiliin genislemis ucu tarafindan olusturulan Bowman kap-

silii ile sarilmistir. Bowman kapsiilii proksimal kivrimli tiibiiliin  baslangicinm

olusturur.
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Proksimal tiibiil nefronun metabolik olarak en aktif boliimii olup, glomeriiler
filtrat hacminin %60-80’inin; filtre edilmis sodyum ve klorun %70’inin; bobrekten
atilan hidrojenin %90’ 1n1n; siilfat, fosfat, bikarbonat, glukoz ve potasyumun biiyiik
bir boliimiiniin geri emilimini saglar. Proksimal tiibiil 6nce Henle kulpunun asagi
dogru inen ince kulpuna bosalir ve yukart dogru uzanan ilk ince dal, sonra da yukari
dogru ¢ikan kalin ilmegi olusturur. Henle kulpunun ana gorevi hipotonik ve kon-
santre idrar liretimini saglamaktir. Distal tiibiil yukar1 dogru ¢ikan henle kulpunu
toplayici tiibiille birlestirir. Sodyum, potasyum, klor, hidrojen atiliminda ve geri emi-
liminde gorev alir (50,51). Glomeriiler filtrasyon hizi (GFH); birim zamanda filtre
edilen hacim olarak tanimlanir. Saglikli, geng erkek eriskinde, GFH 180 L/giin’ diir;
bu da 125 mL/dk’ ya tekabiil eder. Insanlarda ortalama plazma hacmi yaklasik 3 li-

tredir, glinde plazma hacminin 60 kati1 kadar1 bobrek tarafindan filtre edilir (52,53).

Glomeriilden filtre edilen siv1 sirasiyla proksimal tiibiil, henle kulpu, distal
tiibiil ve toplayici kanallardan geger, renal papillalarin iginden renal kalikse oradan
renal pelvis ve iiretere geger (49,54).

Distal tiibiiliisiin baglangici1 her nefronda, afferent ve efferent arteriyoller ile
temas halindedir ve bu li¢ yap1 jukstaglomeriiler aparatus denen yapiy1 olusturur.
Jukstaglomertiler aparatusun gorevi renin salgilamak, glomertiler filtrasyon ve renal
kan akiminin regiilasyonunu idare etmektir. Jukstaglomertiler aparatusun distal tiibii-
lusteki degisiklik gosteren hiicrelerine makula densa denir ve distal tiibiiliisteki
stvinin bilesimine gore jukstaglomeriiler aparatusun aktivitesini ayarlar (55). Makula
densa tiibiildeki sodyum kloriir degisikliklerini algilar ve jukstaglomeriiler hiicreler-
den renin salgilanmasini ve aferent arteriol direncinin diizenlenmesine yardim ederek
glomeriiler hidrostatik basinci diizenler, boylelikle GFH’ nin normale donmesine yar-

dim eder (49).
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Endotelden kaynaklanan nitrik oksit (NO), bobrek damar direncini azaltir ve
glomeriiler filtrasyonu artirir. Prostaglandin-E,, Prostoglandin-1, ve bradikinin de
damarlari genisleten ve glomeriiler filtrasyonu artiran diger otakoidlerdir (56).
Viicut homeostazinin saglanmasinda, bobreklerin birgok énemli gérevi vardir.

Bunlardan bazilar;
1- Yabanci maddelerin, metabolik yikim iiriinlerinin, ilaglarin ve hormon meta-

bolitlerinin atilmasi
2- Su ve elektrolit dengesinin saglanmasi
3- Arteriyel basincin diizenlenmesi
4- Asit-baz dengesinin diizenlenmesi
5- Eritrosit yapiminin diizenlenmesi
6- 1,25-dihidroksi vitamin D3 yapiminin diizenlenmesi

7- Glikoneojenez (49,57,58).
Normal bir erigkin giinde 1000-1500 ml idrar ¢ikartir. Bu son idrarin baslica

Ozellikleri sunlardir: Normal kosullarda 0°C’de idrar dansitesi 1015-1025 arasinda-
dir. Yani plazmaya gore hipertoniktir. idrar dansitesi genellikle idrar miktari ile ters
orantilidir. Bobrekler fizyolojik kosullarda, organizmanin hidrasyon durumuna gore
idrar1 diliie (1001-1002'ye kadar) ve konsantre (1035-1036'ya kadar) etme yetenegine
sahiptir. Idrar dansitesi 1008-1010 civarinda ise izoosmotiktir. Idrar pH's1 sabit ol-
may1p belirli sinirlar i¢inde degisir. Boylece asit-baz dengesinin regiilasyonunda rol
oynar. Normal beslenen bir insanin idrar pH's1 6.2 civarindadir. Ayrica 4.8’e inebil-

digi gibi 8.2’ye kadar da ¢ikabilir (49).
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2.3.Iskemi ve Reperfiizyon

2.3.1.Iskemi

Iskemi; bir dokunun arteriyel ya da vendz kan akiminin piht1 veya mekanik
etken gibi herhangi bir nedenle azalmasina bagl yetersiz perfiizyonu sonucu doku-
nun oksijenden yoksun kalmasi ve beslenmesinin bozulmasma denir. Iskemi
sonucunda dokunun hipokside kalmasiyla hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar. Iske-
miye bagli hiicrelerde pek c¢ok metabolik ve yapisal degisiklikler olusmaktadir
(59,60).

Iskemiyle hiicrede oksidatif fosforilasyon bozularak hiicre i¢i ATP ve fosfok-
reatin sentezinde azalmaya neden olur. Sonugcta, asidoz olugmakta ve bosalan ATP
depolar1 uzun siiren iskeminin ardindan olusturulan reperfiizyon sonrasi organ canli-
ligint siirdiirmek i¢in yeterli miktarda doldurulamamaktadir. Bu durumda reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) prekiirsérii hipoksantinin hiicre i¢i birikiminin artmasina
neden olur. iskemi sonrasinda o bdlgedeki kan akiminin yeniden saglanmasi (reper-
fiizyon) ve hiicre icine molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte ROS
tiirevleri hizla olusur. Ayn1 zamanda iskemi endotel hiicrelerinde bazi proinflamatu-
var gen lrilinlerinin (l6kosit adhezyon molekiilii, sitokinler vb.) ve biyoaktif
bilesiklerin (endotelin, tromboksan A2, vb.) sentezini artirirken, bazi koruyucu gen
tirtinlerinin [endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve bu
enzimlerin iiriinlerinin (NO, prostasiklin)] sentezini baskilamaktadir. Geri dontistim-
stiz hiicre hasarin1 Onleyebilmek icin organa/dokuya yeniden kan akiminin
saglanmasi gerekir. Uzun siiren iskeminin sonucunda hiicrelerin biitlinliigli bozulup

hiicresel 6liime neden olur (60).
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Iskemide hiicre i¢i asidoz ile anaerobik metabolizma 6n plandadir. Bu asidoz
ve anaerobik metabolizma Na*/H" degistiricisini aktive eder. Boylece ATP firetimi
icin gerekli olan H* ortamdan uzaklastirilir ve hiicre i¢i Na* artar. Bununla birlikte
ATP tiiketimi Na*- K* ATPaz enziminin inaktivasyonuna neden olur. Bu da hiicre igi
Na* yiikiinii artirir. Artan Na* yiikii de Na* - Ca*™ antiporter sistemini aktive eder. Bu

++ ¢

sistem hiicre digina bir adet Na*¢ikarirken hiigre i¢ine bir adet Ca™ ‘u tasir. Bunun
sonucu olarak da hiicre i¢i Ca*" miktari artar. Hiicre igi agir1 Ca*™ yiikii hiperkontrak-

tiir ve hiicre 6liimii ile sonuglanir (Sekil 5), (61).

Ayni zamanda hiicre iginde artan Ca™ proteaz, lipaz gibi enzimleri aktive ede-
rek de hiicre lizisine neden olur (62,63). Reperfiizyon da hiicre i¢i kalsiyumda artis

ile iliskilidir (62).

S 1-Na'/H" iyon degistiricisi
o]
£ 2-Na"/HCOsiyon degistirici
o2
Nz Caz¢ 3- Diger degistiriciler
% 4-Na*-K* ATPaz
2 o
T | ‘}Q NCE 5-NCE: Na*/Ca*?degistirici

H* HCQ mv
Sekil 5. Iskemi reperfiizyonda sitozolde olusan degisiklikler.

Hipokside ATP diizeyinin azalmasma karsin ADP diizeyi artar. Artan

ADP‘ler dnce AMP‘ye daha sonra adenozin, inozin ve en sonunda hipoksantine do-

nisiir (Sekil 6), (62).
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Hipoksinin devami durumunda ortamda Oz olmadigindan ksantin, NAD ve
H* ile reaksiyona girerek iirik asit, NADH ve H" olugturur. Ortamda O varsa onunla
reaksiyona girer ve trik asit, hidrojen peroksit (H202) ve stiperoksit (O2") radikali
olusturur (62).

Iskemi esnasinda O, yetersizligi ATP sentezinde azalmaya; bu da hiicrede
enerji agigina neden olur (64). Hiicrede enerji ag1g1, Na* pompasinin ¢alismamasina;
K™ hiicre disginda, Na* ve suyun hiicre iginde birikimine neden olur. Organellerde ve
hiicrenin tamaminda sisme ortaya ¢ikar. Graniillii endoplazmik retikulumdan ribo-

zomlar ayrilarak protein sentezi durur (65).

Hiicre iskeletinin bozulmasi ve bobrekte 6zellikle proksimal tiibiillerdeki
mikrovilluslarin kaybiyla devam eden siireg, tiibiillerde yiizey alaninin ve emilim et-
kinliginin azalmasiyla sonuglanir (66). Tiibiillerdeki bu fonksiyon bozuklugu, distal
boliimlere ulasan soliit miktarini artirir, bu da tiibiiloglomeriiler geribildirim meka-
nizmasiyla bobrek medullasinda kortekse gore az olan kan akimini
vazokonstriiksiyonla daha da azaltir. Hem hayvan hem de insan bobrek I/R durumla-
rinda reperflizyondan sonra toplam bobrek kan akimindaki ve GFH miktarindaki
diismenin sebebinin bu glomeriiler geribildirim mekanizmasi oldugu diistiniilmekte-

dir (66).

Iskemiye bagli hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktari ile orantili
olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti, diferansiyasyonu, kan ihtiyaci ve
metabolizmasina gore farklilik gosterir. Iskemiye bazi dokular direngli iken (kemik,

deri), baz1 dokular hassastir (iskelet kasi, bobrek) (67).
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2.3.2.Reperflizyon

Reperfiizyon, iskemide kalan dokuya kan akiminin ve bununla birlikte O>’
nin tekrar gelmesidir, yani dolasimin diizeltilmesidir. Reperfiizyonun, iskemik do-
kuda enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi iki
olumlu etkisi vardir. Reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi i¢in gerekli bir
stirectir. Kisa siireli iskemilerde reperfiizyon hasarinin siddeti hafif olurken, iskemi
stiresinin uzun ve geri doniislimsiiz hasarin olustugu durumlarda reperflizyonla bir-
likte hiicrelerin kurtarilmasi miimkiin olmayabilir. Eger hiicrede geri doniisiimsiiz
hasar olugsmamis ise enerji depolar ve hiicresel homeostaz geri kazanilir. Reperfiiz-
yon saglanirken iskemik hiicreler geri doniisiimsiiz hasara ugrayabilirler. Hatta
reperfiizyon sonucunda ortaya ¢ikan hasar iskeminin tek bagina olusturdugu hasardan
daha fazla olabilir. Bu fenomeni agiklamaya yonelik bir takim hipotezler gelistiril-
mistir. Iskemi sirasinda bazi hiicrelerin hasara kars1 duyarli hale gelebilecegi ve
reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan bazi zararl etkenler karsisinda biitlinliiklerini kay-
bedebilecekleri ileri siirtilmiistiir. Duyarli hale gelmis bu hiicreleri 6ldiirebilen en
olas1 zararli etkenin SOR oldugu ileri siiriilmiistiir. Bunlar endotel ve parankimal
hiicrelerden ve inflamasyon nedeniyle dokuya niifuz etmis nétrofillerden kaynakla-
nabilir. SOR lipid peroksidasyonuyla membranlara zarar verebildikleri gibi, protein,
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve mitokondrilere de zarar verebilirler. Bunun disinda
reperfiizyon esnasinda hiicre i¢ine Ca™ akiimiilasyonunun masif bir hal aldig1 ve ar-
dindan Ca™ un o6zellikle mitokondrilere alinmasinin reperfiizyon hasarinin

belkemigini olusturdugu yoniinde kanitlar mevcuttur.
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Iskemi sirasinda dokuda olusan metabolitler sirkiilasyon olmadigindan do-
kuda birikir. Kan akiminin normale donmesiyle (reperfiizyon) olusan metabolitlerin
oksidasyonu sonucu olusan maddeler dolasima karisir ve kan yolu ile tiim viicuda

yayilarak uzak organ hasarindan sorumlu olurlar (68).
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Sekil 6. Iskemi-reperfiizyonda oksijen radikali olusumu (62)

2.3.3.Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Mekanizmalari

Iskemik dokunun infarktiisden kurtulmas igin reperfiizyon sarttir. Ancak re-
perflizyon iskeminin dokuda yapmis oldugu hasari arttirarak infarkt sahasinin
genislemesine neden olur. Bu olaylarin tamamina birden “reperfiizyon hasar1” adi
verilir. Iskemiye maruz kalan her dokuda reperfiizyon hasar1 olusur (68). Bébrek /R
hasari, ciddi doku ve organ hasarina neden olan hemorajik sok, vaskiiler cerrahi, par-
siyel nefrektomi, kazara ya da iatrojenik travmada sik karsilasilan ciddi bir klinik
durumdur. Bébrek I/R hasarinin altinda yatan mekanizmalar karmagik ve tam olarak
aydinlatilamamgtir. Bobrek I/R hasari patogenezine katkida bulunan énemli bir yol
oksidatif stresdir. Bobrek kan akimi kesilmesi ve reperfiizyon sonrasi akut oksidatif
stres cevabr ROS iiretimine neden olur. Sonug olarak, ROS’un fazla {iretimi lipid
peroksidasyonu, DNA mutasyonu ve apoptotik ve nekrotik kaskadlar kaynakli ¢esitli
yollarla hiicre 6liimiine neden olur (69). Reperfiizyon sonucu meydana gelen hasar,

hasarl1 doku ya da organlardaki inflamatuvar cevap nedeniyle meydana gelmektedir.
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Oksijenlenmis kanin tekrar dokuya donmesiyle 16kositler bu bdlgede birikir ve in-
terlokinler gibi inflamatuvar faktorler ayn1 zamanda doku hasari sonucu olusan
serbest radikaller salinir. Tekrar normale donen kan akisi ile hiicresel proteinler,
DNA ve plazma membrani hasar gérmektedir. Hiicre membranina verilen zarar ¢ok

daha fazla serbest radikalin salinimina neden olmaktadir (68).

Iskemi reperfiizyon hasarindan sorumlu tutulan mekanizmalar olarak SOR,
proinflamatuvar mediatorlerin artmasi, 16kosit infiltrasyonu, Ca*™ yiiklenmesi, fos-

folipit peroksidasyonu ve azalmasi ileri siiriillmektedir (70).

Iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda dokuya saglanan O, ve metabolitler,
hasar1 geriletebilecegi gibi hasarin ilerlemesine de neden olabilir. Bu ince ¢izgi, is-

kemik hasarin geri doniistimlii olup olmadigina baglidir.

Jiang ve ark. calismalarinda, bobrek iskemi hasarlarinin 6zellikle siiperoksid
radikalleri liretiminin artmasina, yiiksek lipid peroksidasyonu ve alt enzimatik anti-

oksidan savunma ile iligkili oldugunu gostermektedir (69).

Bobrek yiiksek enerji gereksinimi ve karmasik mikrovaskiiler damar agi ne-
deniyle I/R hasarmna ¢ok duyarhidir. Bébrek I/R hasari transplantasyon sonras:
gecikmis greft fonksiyonu, sok komplikasyonu ve kardiyak veya aortik cerrahide art-

mis mortalite ve morbidite ile iligkilidir (71).

Iskemi reperfiizyon hasar1 6ncelikle bobregin hipoksiye duyarli kismindan
baslar. Bobrege gelen kan akiminin biiyiik kismi renal korteksten geger ve renal me-
dullanin kanlanmasini saglayan vasa rectaya ¢ok az kan gider, bu da renal medullay1
hipoksiye daha duyarli hale getirir. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji depolari-
nin azalmasina, endotel ve diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin

bozulmasina neden olur.
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Bunun sonucu ise hiicresel deformite ve ¢evre dokulardaki hipoksinin artma-
sidir. Renal hasar oncelikle tiibiiliislarda olusur. Nedeni iskemiye bagli gelisen
tiibliler nekrozdur. Genellikle geriye doniisiimlidiir, reperfiizyonla birlikte 1-2 hafta

icinde tiibiil fonksiyonlar1 normale déonmektedir (72).

Iskemi reperfiizyon hasarindan kaynaklanan ABH, GFH’ da azalma, tiibiiler
hiicre hasar1 ve nekroz, glomeriiler hasar ve hiicre artiklar1 kaynakl: tiibiiler obstriik-

siyon belirtileri ile karakterize karmasik ve dinamik bir siiregtir (73).

2.3.4.Serbest Radikaller

Serbest radikaller (SR) i¢in bircok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin
tizerinde birlestigi tanim; molekiiler ya da atom yoriingesinde genelde ¢ok reaktif
olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriin oldugu seklindedir (74).
Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her
yorlingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron bulunur. Paylasil-
mamis elektrona sahip molekiiller kararsiz bir haldedir. Baska bir molekiille
etkilesime girerek, dis yoriingesindeki elektronu esleme ve kararli duruma gelme
egilimindedirler (75). SR, baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile
2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile
3. Normal bir molekiile elektron transferi ile (74).

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Cok kisa yasam siireli,
ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan SR, tiim hiicre bilesen-
leri ile etkilesebilme 0Ozelligi gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin

fonksiyonlarimi yitirmesine neden olmaktadir (76).
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Serbest oksijen radikalleri aerobik hiicrelerde normal metabolizma esnasinda
olusmasinin diginda; inflamasyon, I/R, bazi ilaglarin alinmasiyla, radyasyon, hipe-

roksi gibi durumlarda da olusur.
Tablo 1: Serbest radikallerin baslica kaynaklar1 (76).

A-Endojen kaynaklar
Mitokondrial elektron transport zinciri

Endoplazmik retikulum
Redoks dongiisii
Arasidonik asit metabolizmasi

Fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar vs.) ve endotelyal hiicrelerdeki oksi-

datif reaksiyonlar

Ksantin oksidaz, rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksi-
daz vs. enzimler

Otooksidasyon reaksiyonlari
B-Ekzojen Kaynaklar

Diyet faktorleri

Cevresel faktorler (hava kirliligi)
Ilaglar, ksenobiyotikler

Zararli 1ginlar (X 1sinlar1, ultraviole)

Biyolojik sistemlerdeki SR’nin en 6nemli kaynagi O’ dir. O;’ nin dig yoriin-
gesinde eslesmemis 2 tane elektronu bulunmasi nedeniyle diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girebilir. Son iirlin olarak suya indirgenir ve bu arada kismi re-

diiksiyonla ¢ok sayida yiiksek derecede reaktif tirtinler de olusabilir (74,77).

Olusan bu radikaller endojen mekanizmalarla etkisiz hale getirilirler. Iskemi
sonrasi reperflizyon sathasinda olusan SOR diizeyi viicut savunma sistemlerini asti-

gindan lokal ve sistemik etki olusmasina neden olur (78).
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Tablo 2. Oksijen Bilesikleri.(79)
Reaktif Bilesikleri

Reaktif Olmayan Bilesikler

O, : Siiperoksit
OH : Hidroksil
HO.": Hidroperoksil
RO": Alkoksil

NO" Nitrik Oksit
NOy": Azot Dioksit

2.3.5.Reaktif Oksijen Tiirleri

2.3.5.1.Siiperoksit Radikali (02)

H20>: Hidrojen peroksit

O.: Oksijen

HOCI: Hipokloroz asit
ONOO :Peroksinitrit radikali
O3: Ozon

LOOH: Lipid hidroperoksit

Tiim aerobik hiicrelerde O,’ in bir elektron alarak indirgenmesi sonucu O,

anyonu meydana gelir. Genellikle mitokondriyal elektron transfer zincirinde NADH’

n okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™)’ a oksidasyonuyla tretilir (Sekil-

7), (77).
Glutatyon
Reduk GSSG
Glutatyon H,0
Peroks
GSH EroKsl 02
NADPH Oksidaz ~ Sop Katala
Elektron > 07 >H:0, H0
Transport ( Fe
Zinciri CK
/" ONOO o> s OH
NO Myelopergksidaz cu+
/ 0-0:
NO Sentaz

Sekil 7. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (77,80)
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Asil 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metal iyonlarmin indir-
geyicisi olmasidir. O2  spontan ve SOD enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonlar

sonucunda, dismutasyona ugrayarak H,O, ve O’ye doniistiiriliir (81,82).

2.3.5.2.Hidrojen Peroksit

Dogal oksijen molekiilii baska bir molekiilden iki elektron almigsa peroksit

olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen (H+) molekiilii ile birlesirse H2O2 olusur.
H»0O; siiperoksitin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak da liretile-
bilmektedir. H2O2 aslinda radikal degildir. Ancak firetildigi bolgede kalan
siiperoksitin aksine membranlar1 gegen, sitozole diffiize olan ve uzun omiirlii bir
oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksitin ulasamadigi membranla korunan
yapilara kolaylikla ulasabilir. Burada siiperoksitle reaksiyona girerek en reaktif ve

zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir
(Haber-Weiss reaksiyonu). H2O2 baska bir sekilde de  serbest Fe*ile reaksiyona
girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur (Fenton reaksiyonu). H2O2
de bakterilere kars1 lokosit defansinin diger bir komponentidir (80). H2O,, CAT ve

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik olmayan tiriinlere doniistiiriiliir

(59)
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2.3.5.3.Hidroksil Radikali (OH )

Bilinen en reaktif radikaldir, biyolojik sistemlere en fazla hasar yapan oksijen
radikalidir. Yart 6mrii ¢ok kisa olup hiicrede meydana geldiginde ikincil reaksiyon-
lara sebep olur ve yakindaki diger hiicresel yapilara saldirir (83). Amino asitler,
niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin

birgogu ile reaksiyona girebilir (84).

2.3.6.Reaktif Nitrojen Tiirleri
2.3.6.1.Nitrik Oksit (NO)

Lipid ve suda ¢6ziinen serbest radikal bir gazdir. Endojen NO olusturan tek
kaynak NO sentaz (NOS) enzimleridir. L-argininin L- sitruline metabolizmasi
sirasinda olusur. Bu olusum esnasinda molekiiler oksijen ile, kofaktor olarak,
NADPH, flavin adenin diniikleotid, flavin mononiikleotid ve tetrahidrobiyopterine
ihtiyag vardir (85).

Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal iceren merkezler ve
radikaller ile biiytlik bir hizla tepkimeye girer. Siiperoksit ile NO arasindaki tepkime
ile olusan peroksinitrit, hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip olup radikalik
tepkimeleri baslatmaya ilave olarak biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olur.
Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, NO’i
ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil
degildir, derisiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki
derisimi ile kendi 6mrii arasinda ters bir orant1 vardir (86).

Nitrik Oksit; nérotransmisyon, kan basinci regiilasyonu, savunma mekaniz-
malari, diiz kas gevsemesi ve immun regiilasyon gibi ¢esitli fizyolojik olaylarda rol

olan 6nemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiiliidiir (87).
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2.3.7.Serbest Radikallere Bagli Hiicresel Hasar

Serbest radikallerin yiiksek konsantrasyonlar1 lipidler, niikleik asitler ve
proteinlerin hiicresel hasarlanmasinda 6nemli rol oynarlar (75).

Lipidler SR’ye en hassas molekiillerdir. Hiicre membranlarinda bulunan
yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglar1 SR ile kolayca reaksiyona girebilir.
Coklu doymamis yag asitlerinin ROS’a maruz kalmasi lipid peroksidasyonu olarak

tanimlanir. Lipid peroksidasyonunun ilk asamasinda yag asitlerindeki konjuge ¢ift

baglardan bir elektron igeren H atomu ¢ikarilmasi ile lipid radikali (L.) olusur. L’
de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksit radikalini (LOO) olusturur. LOO’ da
diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon
baslamis olur. Ayrica lipid peroksitler ortamdaki H atomlar ile de reaksiyona
girerek lipid hidroperoksitleri (LOOH) olustururlar. Lipid peroksitler daha sonra
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim tiriinlerine donisiirler. Bu
yikim iiriinleri de DNA ya da proteinler ile reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler.
MDA, ii¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
olusmaktadir. MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak
spesifik degildir. Ayn1 zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmasina neden olabilir (80).

DNA’nin temel yap1 tas1 olan niikleotidin yapist i¢inde yer alan purin ve
pirimidin bazlar1 ve deoksiriboz baglanma bolgesi oksijen radikallerinin etkilerini
gosterdigi bolgelerdir. Ozellikle guanin bazinin bu radikaller araciligi ile hidroksi-
lasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin yapis1 degismekte ve mutasyonlar ortaya

¢ikmaktadir (75,88).
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2.3.7.1.Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Reperfiizyon hasarini 6nlemeye yonelik yapilan caligmalar, mikrovaskiiler
permeabilitedeki artistan baslica ndtrofillerin sorumlu oldugunu gostermistir. I/R ile
16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre adhezyonu meydana gelir
(89). Ayrica, PMNL yiiksek miktarda SOR iiretme kapasitesine de sahiptir. iskemi
reperfiizyon sirasinda PMNL ‘ler, mikrovaskiiler tikag, SOR iiretimi, sitotoksik enzim
salinimi, vaskiiler gegirgenlikte artis, sitokin salinimin da artis gibi 6nemli rol iistle-
nerek hiicre hasarina neden olurlar (90,91).

Aktive olmus 16kositler, Fosfolipaz A aktivasyonu ile Arasidonik asit meta-
bolitleri iiretimi, lizozomlarin degraniilasyonu sonucu sitotoksik enzimlerin salinimi
ve SOR iiretimini gergeklestiriler. Sonugta endotel hasar1 ve doku zedelenmesi ile
inflamatuvar yanit sonuncunda, mikrovaskiiler permeabilite artisi, 6dem, tromboz ve
parankim hiicre 6liimii gerceklesir (92).

Reperflizyon sonrasinda, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun bozul-
masina, kapillerlerde I6kosit tikaclarinin olugsmasina ve postkapiller veniillerde
plazma proteinlerinin damar disina ge¢gmesi ile mikrovaskiiler fonksiyonun bozulma-
sina neden olur. Sonugta endotel hiicrelerinden fazla miktarda SOR iiretilirken NO
olusumu ise azalir. Stiperoksit radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel
hiicrelerinden Platelet Aktive Edici Faktor (PAF), Timor Nekroz Faktor-alfa (TNF-
a) gibi inflamatuvar mediyatdrlerin salinmasina ve 16kosit-endotel hiicre adhezyo-

nuna aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasina sebep olur (93).
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Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda énemli bir kaynak olan nét-
rofillerde NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz ezimlerini igerirler. Bu
enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller iistlenir, aktive notrofillerde ksantin
oksidaz‘m artmasi ile SOR iiretimi olur. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamasi ile
birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik % 70‘i NADPH bagimli oksidaz ile siipe-
roksit iyonlarina oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, c¢ogu kez spontan
dismutasyonla H202’ye déniisiir. H202 ise kloriir iyonlarinin varliginda miyelope-
roksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asit giiglii bir
oksidandir. Nétrofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder graniillerden saliverilen
Apolaktoferrin, Plazminojen Aktivatorii, Kompleman (C)’1 aktive eden enzim ve
Elastaz, Kollajenaz, ve Jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara
neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar

yapisinin gevsemesi ile notrofillerin dokuya gocii kolaylasir (94).

2.3.7.2.Kompleman Sistemi

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin aktivasyonu ile proinf-
lamatuar komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9‘dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve 16kositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin
uyarilmasina ek olarak C5a, Makrofaj Inflamatuvar Protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-
1b, TNF-q, Interlokin-1 (IL-1) ve IL-6 iiretimini uyararak inflamatuvar yanitin arti-
rir. C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 salgisin1 uyararak I6kosit aktivasyonu ve kemotaksisi
arttirir. Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde

siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar (95,96).
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2.3.7.3.Endotel Hiicresinin Rolii

Oksidatif stres endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulma-
sina neden olur. Endotel hiicreleri hem SOR {iretim kaynagi olup hem de hedef
konumundadir. Endotel, mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan Endotelin‘i ve
NO‘i iiretir. NO arteriyel dolasimda Endotelinin vazokonstriktor etkisini tersine ¢e-
virme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi sdéz konusudur. I/R hasarinda
Endotelin/NO oran1 endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon,
venlerde vazodilatasyon olur (97). Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu komp-
leman aktive edilir ve 16kosit adhezyon molekiillerinin {iretimi artar. SOR etkisi ile
endotel hiicreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2),
biiyiime faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2) salgilarlar. Aktive olan
endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgi-

lama yetenegindedir (98).

2.3.7.4.Platelet Aktive Edici Faktor (PAF)

Endotel hiicreleri tarafindan Fosfolipaz A2‘nin etkisiyle membran fosfolipid-
lerinden {iretilir. Trombositlerin sekil degisikligine, agregasyonuna ve graniil
iceriginin salinmasina yol acar. Ek olarak PAF kuvvetli bir notrofil aktivator bir mad-
dedir ve TNF- a iiretiminde 6nemli bir rol oynar. Dokularin reperfiizyonu sonucu
16kositlerin aktivasyonuna, adhezyon ve vaskiiler gecirgenlikte artisa yol acar. Pek
¢ok calismada PAF‘1n in vitro ve in vivo ortamda lokositlerin mikrovaskiiler endotele
adhezyonunu arttirdigin1 gostermistir. PAF ‘1, reperflizyon sonucu gerceklesen ke-

motaksisin bir diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir (99).
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2.3.7.5.Sitokinler

Reperfiizyon sonrasi, dolasima IL-1, IL-6 ve TNF-o gibi sitokinler salinir. Bu
ajanlara kars1 antagonistler kullanilarak, hem IL-1‘in hem de TNF-a* nin vaskiiler
yaralanmaya katkida bulunduklar1 ve endotel adhezyon molekiillerini arttirdiklar
gdsterilmistir (99). I/R’da sitokin saliniminin bilinmesine ragmen bu sitokinlerin per-
meabilite lizerine olan etkilerinin direk mi yoksa hiicre adhezyon molekiilleri

ekspresyonu ve notrofil adhezyon aktivasyonu yoluyla m1 oldugu bilinmemektedir

(100).

2.3.8.Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu engelleyen ve olustuktan sonra mey-
dana getirdigi hasar1 Onleyici cesitli antioksidan savunma mekanizmalar1 vardir.
Viicutta oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasinda bir denge olmakla birlikte, bu

dengenin bozuldugu durumlarda oksidatif stres meydana gelir (101).

Endojen veya eksojen kaynakli olan bu savunma sistemi olduk¢a karmasiktir

(102).
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Tablo 3. Organizmada bulunan endojen antioksidan savunma sistemleri

ENZIMLER YAGDA COZUNEN RADIKAL
TUTUCULAR
Stiperoksid dismutaz E Vitamini
Katalaz B -Karoten
Glutatyon peroksidaz o
Bilirubin
Glutatyon rediiktaz o
) ) Ubikinol
Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz ]
_ ) Flavonoidler
Sitokrom oksidaz )
Melatonin
SUDA COZUNEN METAL iYONLARINI BAGLAYAN
RADIKAL TUTUCULAR | PROTEINLER
Glutatyon Fenitin
C Vitamini Transferrin
Urik asit Haptoglobulin
Glikoz Hemopeksin
Sistein Seruloplazmin

Endojen antioksidanlar enzimatik veya nonenzimatik olabilirler. A, C ve E vi-
taminleri, glutatyon, karotenoidler, alfa lipoik asit, koenzim-Q10, mineraller (bakir,
¢inko, mangan, selenyum), kofaktdrler (folik asit, iirik asit, albumin, vitamin Bi, Bo,
Be, B12) nonenzimatik antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlar ise SOD, CAT,

GSH-Px, glutatyon-S transferaz (GST), glukoz 6 fosfat dehidrogenazdir (103).

Eksojen antioksidanlar; ilaclar, gidalar ve vitaminlerde dogal ve yapay olarak

bulunan antioksidanlar olarak siniflandirilabilirler (104).
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Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir; troloks-C (vitamin E
analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebse-
len ve asetilsistein), ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin
aldehit, tungsten), rekombinant SOD, NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, dipheny-
line iodonium), sitokinler (TNF ve iL-1), nonenzimatik SR toplayicilar (mannitol,
albiimin), demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferoksamin), notrofil adezyon inhi-

bitorleri, barbitiiratlar, demir selatorleridir (104).

2.3.8.1.Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Metalloprotein yapida olan SOD, O, molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltge-
yip, diger O, molekiiliinii H2O7’ye indirger. iki tip SOD vardir. Birincisi sitozolde
bulunan dimerik yapidaki bakir ve ¢inko igeren SOD (Cu-Zn SOD); ikincisi ise mi-
tokondride bulunan tetramerik yapidaki mangan igeren SOD (Mn SOD)’ dir (77). Bu
reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilmaktadir. Ciinkii
stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baslaticisidir. Bu sistem sa-
yesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol altinda
tutulmaktadir. Ayn1 zamanda SOD, lipid peroksidasyonunu da inhibe etmektedir.

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda fazladir (105).

2.3.8.2.Katalaz (CAT)

Hemoprotein yapidaki CAT peroksizomlarda lokalizedir. H2O2’yi oksijen ve
suya indirger. CAT aktivitesi en fazla eritrosit, karaciger ve bobrektedir (80). Yapilan
caligmalarda diyabetlilerde serum CAT aktivitesinde artis oldugu saptanmstir (106).
CAT hiicrenin kendi respiratuar patlamasina karsi koruyucu olarak hizmet etmektedir

(105).

33



2.3.8.3. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana
gelir ve tiyobarbutirik asit reaktif substans (TBARS) olarak o6l¢iilmektedir. MDA,
spesifik olmamakla birlikte lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gos-
temektedir (80). Serbest radikallere bagli hiicre hasarindaki en Onemli

mekanizmalardan biri lipid peroksidasyonudur (107).

2.3.8.4.Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz dimerik yapida olup sitozolde bulunur. Yabanci mad-
delerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST‘ler ¢esitli endojen ve eksojen
bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu katalize eder (108).

R-X + GSH » GS-R + HX

2.3.8.5.Mitokondrial Sitokrom Oksidaz
Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz siiperoksit radikalini

suya cevirerek etki gostermektedir (105).

2.3.8.6. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)

Gerek H20> ve gerekse lipid peroksitleri metabolize etmektedir. Selenyum-
bagimli ve Selenyum-bagimsiz iki farkli tipi vardir. Selenyum-bagiml tipi H20> ve
Lipid peroksitleri, Selenyum- bagimsiz tipi sadece Lipid peroksitleri metabolize eder.
Bu reaksiyonlar esnasinda Glutatyon hidrojen verici olarak gorev yaptigindan H2O>
ve Lipid peroksitleri indirgenirken Glutatyon ise okside Gulutatyona doniistiiriir. Ok-

side Glutatyon ise NADPH bagimli GSH-R tarafindan tekrar Glutatyona indirgenir.
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GSH-Px‘1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlari vardir. Diger antiok-
sidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda SR etkisi ile fagositik
hiicrelerin zarar gormesini 6nler. GSH-PX eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili
antioksidandir (109).
2.3.8.7.Melatonin

Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek,
O> radikalini H2Oz‘ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esna-
sinda CAT aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu NOS
enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir (110).
2.3.8.8.Vitamin E

Vitamin E yagda eriyen ¢ok giiclii bir antioksidandir, hiicre zar1 fosfolipitle-
rinde bulunan poliansatiire yag asitlerini SR etkisinden koruyan ilk savunma hattini
olusturur. Vitamin E, O, ve OH , LOO ve diger radikalleri indirger (111).
2.3.8.9.Vitamin C

Vitamin C suda ¢oziinen en gii¢lii antioksidan molekiildiir. Organizmada ko-
layca dehidroaskorbik aside oksitlenebilir. O> , OH ile kolayca reaksiyona girerek
onlarn etkisizlestirir. Askorbik asit proteine bagli ferrik demiri uzaklastirarak ya da
dogrudan indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H20: ile etkilesmeye ve sonunda OH
olusturmaya uygun ferr6z demire doniistiiriir. Bu 6zelliginden dolay1 vitamin C, SR
reaksiyonlarnin 6nemli bir katalizorii veya bir prooksidan olarak degerlendirilir

(112).
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2.3.8.10.Vitamin A

Vitamin A ‘nin 6n maddesi olan -karotenin Molekiiler Oksijeni bastirabildigi,
O> ’1temizledigi ve OH , alkoksil ve peroksil radikalleriyle direkt olarak etkileserek
antioksidan gorev gordiigii ve lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu 6nleyebildigi

saptanmistir. Molekiiler Oksijen uzaklastirici olarak bilinen en giiglii karotenoid li-

kopendir (113).

2.4.Total Antioksidan Durum (TAS)

Birgok oksidan ve antioksidan molekiiliin serum veya plazma diizeylerini
Olgen ¢esitli analitik yontemler bulunmaktadir (114). Ancak bu molekiillerin ayri
ayr1 Olgiilmesi hem zaman alici, hem de zordur. Ayrica ekonomik yonden de zor-
layicidir. Bu nedenle “total antioksidan durum” ya da “total oksidan durum” dl¢iimii
bir ornekteki oksidan ve antioksidan molekiillerin ayri ayr1 6lgiilmesinden daha
pratiktir (115,116). Bir ornekteki total antioksidan diizeyi, antioksidan aktivite
(TAA) (117), total antioksidan gii¢ (TAOP) (118,119), total antioksidan durum (80)
veya total antioksidan kapasite (TAC) (120,121) olarak da ifade edilmektedir.

Total antioksidan durum olglimii igin gesitli yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemlerde bir radikal olusturularak bu radikale karsi 6rnegin antioksidan ak-
tivitesi Olgiiliir. En yaygin kullanilan kolorimetrik yontemler, 2,2-azino-bis(3-

etilbenzotiazolin-6-szi/fonat) (=ABTS) kullanan yontemlerdir. Renksiz indirgenmis

ABTS molekiilii, mavi-yesil renkli ABTS™ radikaline okside edilir. Renkli ABTS™
radikali, okside olabilecek herhangi bir molekiil ile karigtirilirsa yeniden orijinal
renksiz ABTS formuna doniisiir, reaksiyona giren madde ise okside olur. Bu 6zellik

ABTS kullanan yontemlerin temelini olusturur (120,122,123).
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2.5.Total Oksidatif Durum (TOS)

Viicudumuzda mevcut oksidan ve antioksidan dengenin, oksidanlar lehine
bozulmasi sonucu meydana gelen patolojik durum oksidatif stres olarak adlandirilir.
Oksidatif stresin toplam degeri Total Oksidatif Durum (TOS) olarak ifade edilir
(124). Bu durum, asir1 miktarda reaktif oksijen radikali veya nitrojen radikallerinin
olusumu veya antioksidan tampon sisteminin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikar. Reak-
tif oksijen ve radikallerinin seviyelerindeki artis ise hiicrelere toksik etki yapar ve
hiicrenin lipid, protein ve DNA benzeri molekiillerine zarar verir.

Yontemin esasi, Ornekteki oksidanlarin ferroz iyon-selatdr kompleksini fer-
rik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonlarin asidik ortamda kromatojen
madde ile renk olusturmasi esasina dayanir (120). Spektrofotometrik olarak 6l¢iilen

rengin yogunlugu 6rnekteki oksidan molekiillerin total miktar ile iligkilidir.

2.6.0ksidatif Stres Indeksi (OSI)
Oksidatif stres indeksi, TOS degerinin TAS degerine oranidir. TAS’1n birimi
pmol Trolox Ekivalent/L’ye cevrildikten sonra oksidatif stres indeksi hesaplanir

(125).
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2.7.Apoptozis

Apoptozis biyolojik gérevlerini tamamlamis yapisal elemanlar1 ya da DNA’s1
hasar gormiis hiicrelerin, iligkili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir
bicimde ortadan kaldirilmasini saglayan, genlerle kontrol altinda tutulan ve
gerceklesmesi icin enerjiye ihtiya¢ duyan programli hiicre dliimiidiir.

Apoptozis de kendi igerisinde bir denge halindedir. Artmasi durumunda
norodejeneratif hastaliklara, azalmasi durumunda ise kanser ve fazla otoreaktif
hiicrelerin ortadan kaldirilamamasi sonucu otoimmun hastaliklara yol acabilmekte-
dir. Apoptozisi hem fizyolojik hem de patolojik olarak yasamin her donemimde
gorebiliriz (126).

Apoptozisin olusum mekanizmasi incelendiginde ¢ok ¢esitli ve sayica fazla
mediatdrler tarafindan kontrol edildigi goriiliir. Bu mediyatorler arasinda baglica iyon
(kalsiyum), molekiil (seramid), gen (c-myc, p53), enzim (Kaspaz) ve hatta organeller

(endoplazmik retikulum ve mitokondri) bulunmaktadir (126), (Sekil 8).
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Sekil 8. Apoptozis Yolaklar1 (127)
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Kalsiyum iyonunun; endoniikleaz, doku transglutaminaz ve bazi proteazlarin
aktivasyonunda dnemli gorevleri bulunmaktadir. Apoptozisle iligkili bir proteaz olan
Kalbin, sistein proteaz ailesinin bir iiyesidir. Kalbin’in aktive olabilmesi igin Ca*™ ‘a
thiya¢ vardir ve hiicre iskelet yapisinda hasar meydana getirir. Apoptotik siire¢
boyunca hiicre pH’s1 hizla diiger, kalsiyum pompasi yetersizligi sonucu hiicre icine
stirekli kalsiyum girisi olur ve kalsiyum hiicrede artar. Bu durum da, hiicre i¢in
potansiyel zararli etkilere sahip ¢ok sayida enzimi aktif hale gecirir (118,129).

Is1, hipoksi, kanser ilaglari, ultraviyole ayrica serbest radikaller DNA hasar1
olusturarak apoptozis meydana getirebilirler. Buradaki mekanizma bu tiir etkenlerin
hiicre DNA’sina zarar vermesi sonucu p53 genini aktive etmesi veya mitokondri
hasarina yol agarak sitokrom c¢ salinimina neden olup hiicreyi apoptozise gotiiriir
(130).

p53 geni DNA tamiri yapan proteinlerin yazilimini saglar. Normalde inaktif
bulunan p53 geni hiicrede ¢esitli etkilerle (radyasyon, kemoterapi vb.) meydana gelen
DNA hasarinda, aktifleserek hiicre dongiisiinii G1 fazinda bloke eder ve hiicrenin
DNA’simi kontrol edebilmesi ve gerekirse tamiri i¢in zaman tanir. Boylelikle hiicre
siklusu durdurulur ve DNA hasarl1 hiicrenin cogalmasi engellenir. Normal hiicrelerde
mitozdan sonra siklus G1-S-G2 (interfaz) ve M (mitoz) seklinde bir dongii i¢indedir.
Mitozu sona eren hiicreler tekrar biiylime emri almadig: siirece GO fazinda istirahat
halinde bulunurlar. G1, S, G2 fazlar1 hiicre siklusunun %90'lik biiyiik bir béliimiinii
kapsar. G1 fazit DNA sentezi i¢in hazirlik yapildigi asamadir. Ayni1 zamanda protein
ve RNA sentezi de bu asamada gerceklesir. Siklusun S fazi DNA’nin sentezlendigi
asamadir. G2 fazinda ise protein sentezi ve hiicre bliylimeye devam ederken ayni

zamanda RNA sentezi de bir yandan devam eder.
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Boylelikle hiicre mitoza hazirlanir. Hiicrenin maruz kaldigi dis etkenler so-
nucu (radyasyon, SR) DNA hasari meydana geldiginde, hiicre p53 diizeyini artirarak
bu duruma yanit verir. p53°iin diizeyi arttiginda p21° in aktivasyonu saglanir siklus
G1 kontrol noktasinda Rb (Retinoblastoma geni) proteinin daha fazla fosforlanmasi
onlenerek durdurulur. DNA tamiri yapan proteinler, olusmus DNA hasarini onara-
bilirse hiicre siklusundaki blok kalkar ve hiicre ¢ogalmaya devam eder. p53 geni
tarafindan sentezlenen proteinler yardimiyla, bir hiicrede normalde birbirini takip
eden 7 kirtlma onarilabilir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse
hiicre onarimi yapilamaz ve apoptozis yolu ac¢ilir. Bu durumda p53 geni Bax protein-
inin (proapoptotik iiye) aktivasyonunu saglayarak mitokondri aracilig1 ile apoptozisi
baslatir. Boylelikle DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur. Apoptotik bir hiicre

DNA’sinda yaklasik 300.000 kirilma meydana geldigi tahmin edilmektedir (131).

2.8.Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorleri (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) c¢esitli uyaranlara yanit
olarak farkl: hiicre tipleri tarafindan iretilen 34-46 kDa agirliginda, homodimerik
bir glikoproteindir. Vaskiiler endotel hiicreleri iizerinde spesifik transmembran
reseptorlere baglanarak etki gosterir.

VEGF’in dort ana biyolojik aktivitesi vardir. Bunlarin tiimii anjiyogenez
indiiksiyonuna katkida bulunur ve kapsamli bigimde aragtirtlmigtir (132-134).

Vaskiiler endotel hiicrelerin biiylimesi ve proliferasyonu
Vaskiiler endotel hiicrelerin gogii
Apoptozdan korunma yoluyla olgunlasmamis endotel hiicrelerin sagkalmasi

Kapillerlerde artmis vaskiiler permeabilite.
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Endotel hiicreleri i¢in dnemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip
bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen 6nce ovaryum follikiillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu
salgilama gorevini korpus luteum tstlenir. Erken implantasyon doneminde em-
briyo trofoblastlarinca salgilanir (135). Embriyolojik gelisimin ilk donemlerinin
sonuna dogru VEGF biraz azalirken, organogenez déneminde oldukga yiikselir.
Yine VEGF yetiskinde akciger alveolar hiicrelerinde, bobrek glomeriillerinde,
proksimal tiibiillerde ve diisiik seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve bey-
inde gosterilmistir (136). Ayrica, adrenal korteksin tiim hiicrelerinde ve testiste
testosteron iireten Leydig hiicrelerinde VEGF yapimina ait mRNA’larin
sentezlendigi gosterilmistir. VEGF’nin gosterilmesi i¢in yapilan immunosi-
tokimyasal c¢alismalarda aktive makrofajlarda, arteriolleri ¢evreleyen
fibroblastlarda, akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal
glomeriil visseral epitelinde varlig1 gosterilmistir (137).

VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu; trombosit kaynakli biiyiime faktorii-
BB (PDGF-BB), keratinosit biiytime faktorii (FGF-7), epidermal biiyiime
faktorii (EGF), TNF-a, transforming biiylime faktorii- B1 (TGF- 1) ve interlokin-
B1 gibi gesitli faktorler tarafindan baslatilir. Boylece bu maddelerin direk mi-
tojenik etki gostermedigi, ancak VEGF salgilanmasina yol acarak mitojeniteyi
arttirdiklart anlasilmistir (138). VEGF salgilatan bir baska faktor hipoksidir.
Hipoksi, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiogenezi baglatan en
etkili uyaricilardan biridir. Buna ornek olarak, biiyliyen tiimoérlerde hipoksik
merkezlerin olusmasi ve bunu engellemek i¢in timor hiicrelerinden VEGF ek-

spresyonu ve yeni damar yapimi gosterilmistir.
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Yine, tikali kalp damarlarina bagli olarak gelisen hipoksi sonrasinda da,
VEGF ekspresyonu artmaktadir. VEGF yapimi hipoksi tarafindan tetiklenirken,
CO tarafindan da inhibe edilmektedir (139). Ayrica hiperglisemi, oksidatif stres,
angiotensin Il ve ileri derecede glikolize olmus son iiriinler VEGF diizeyini

artirmaktadirlar (140).

2.9.DENEY MODELLERI

Omurilikte iskemi  olusturmak Tlizere ¢esitli deneysel modeller
gelistirilmistir. Zivin ve DeGirolami tavsanlarda aortanin infrarenal segmentinin
okliizyonu ile barsak ve bobrek iskemisi ve kardiyak dilatasyon gibi nadir kom-
plikasyonlara neden olan bir spinal kord iskemi modeli tanimlamislardir (141).
Ancak bu model insanlardaki durumu yansitmayabilir, ¢iinkii insanlarda Adamkie-
wicz arteri nedeniyle infraaortik klemplemenin parapleji olusturmasi olduk¢a nadir
bir durumdur.

Sulfianova ve arkadaslar1 spinal kord iskemisi olusturmak iizere ratlarda
abdominal aorta ve dallarmin intravaskiiler okliizyonunu deneysel model olarak
tanimlamiglardir (142).

Lang-Lazdunski ve arkadaslari, farelerde arkus aorta, sol subklavian arter
ve internal mamarian arteri 9 ya da 11 dakika siireyle klempleyerek spinal iskemi
olusturmuslardir (143).

Boga ve arkadaslar1 tavsanlarda olusturduklari deneysel bir modelde spinal
kord iskemisinde N-Asetilsistein ve iloprostun Onleyici etkilerini incelemislerdir
(144).

Tator ve Rivlin ise spinal kord iskemisi yaratmak i¢in klip kompresyon mod-

elini tanimlamislardir (145,146).
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Pregabalin hayvan deneyi modellerinde oral ve intraperitoneal olarak uygu-
lanabilmektedir. Deney hayvani olarak tavsan ya da rat kullanilmakta,spinal kord
iskemi reperfiizyonu modeli i¢in laminektomi ya da klempleme yontemleri uygu-
lanabilmektedir.

Ha ve arkadaglar1 ¢alismalarinda ratlarda laminektomi yontemi uygulamus,
pregabalini intraperitoneal olarak kullanmiglardir (9).

Kazanci ve arkadaslar1 ¢alismalarinda ratlarda aortu klemplemis, pregaba-
lini intraperitoneal 30 mg/giin olarak uygulamislardir (147).

Asc1 ve arkadaglar1 caligmalarinda pregabalini 50mg/kg/giin oral olarak uy-
gulamiglardir (148).

Kale ve arkadaslar1 tavsanlarda infrarenal abdominal aortay1 klempleyerek
I/R hasar1 olusturmuslardir (149).

Bu ¢alismamizda ratlarda laparotomi sonrasi infrarenal abdominal aortaya,
atravmatik mikrovaskiiler klemp konularak spinal kord I/R hasar1 olusturulmasi

amaglanmigtir. Pregabalin intraperitoneal olarak uygulanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan
18.02.2016 tarih ve G.U.ET-16.016 kod numarali etik kurul onayr alindiktan sonra

gergeklestirildi.

3.1.Denek Sec¢imi

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi
(GUDAM) Laboratuvarinda gerceklestirilen bu ¢alismada, agirliklar: 200-300 gr ara-
sinda degisen 24 adet, erkek wistar cinsi albino rat kullanildi. Ratlar 20-21°C 1s1da, 12
saat gece 12 saat glindiiz peryodlar1 saglanarak ve anestezi uygulamasindan 2 saat 6n-

cesine kadar yemelerine izin verilecek sekilde bakildi.

3.2.Kullanilan Yo6ntemler
Islem oncesi ratlar her grupta 6 adet olmak iizere, rastgele 4 gruba ayrildilar:
(Kontrol, Iskemi reperfiizyon, iskemi reperfiizyon+ diisiik doz pregabalin, Iskemi re-

perfiizyon+ yliksek doz pregabalin.)

Grup K Kontrol n=6

Grup I/R Iskemi reperfiizyon n=6

Grup I/R-DP Iskemi reperfiizyon+ diisiik doz pre- n=6
gabalin

Grup I/R-YP Iskemi reperfiizyon+ yiiksek doz pre- n=6
gabalin
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3.2.1.Aortik Okliizyon ve Iskemi Reperfiizyon Modeli

Deney baslangicinda; intramuskuler enjeksiyonla, 50 mg/kg dozda ketamine
hydrocholoride (Ketalar® flakon, Parke-Davis, USA) verilerek anestezi saglandi. Is-
lem, bir 1sitma lambasi altinda, ratlar supin pozisyonda iken gerceklestirildi. Ciltleri
aseptik olarak hazirlanan ratlara orta hat laparotomi yapildi. Barsaklarin 1slak gazli bez
yardimiyla uzaklastirilmasinin ardindan, infrarenal abdominal aorta eksplore edildi.
Abdominal aortaya, atravmatik bir mikrovaskiiler klemp konuldu. 120 dakika sonra
abdominal aortadaki mikrovaskiiler klemp kaldirild1 ve 120 dakika siireyle reperfiiz-
yon saglandi. Aortik iskemi; klempleme islemi sirasinda distal aortada pulsasyonun
kaybolmasiyla, aortik reperfiizyon ise; klempin kaldirilmas1 sonrasi distal aortada pul-
sasyonun geri gelmesiyle onaylandi. Kontrol grubunu olusturacak ratlarda laparotomi
ve abdominal aort diseksiyonu esit siirede (240 dakika) uygulandi ancak bu grupta i/R
olusturulmadi. I/R dénemlerinde peritoneal bosluktan 1s1 ve s1v1 kaybini en az miktara
indirmek i¢in; abdominal aortaya klemp konulmasi ve kaldirilmasi sonrast donemle-
rinde, peritoneal bosluga serum fizyolojik uygulanip, batin insizyonu gegici olarak
1slak gazli bez ile sarilarak kapatildi. Sonrasinda bobrek dokulari alindi. 2 saatlik pe-
riyot sonrasinda hayvanlar sakrifiye edildi. Otenazi sonrasinda bobreklerden bir tanesi

dokusu biitiinliik bozulmayacak ve travmatize edilmeyecek sekilde alindi ve formol

ile tespit edildi.




Biyokimyasal inceleme Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizoyoloji AD’ da
yapildi. Histopatolojik inceleme Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji AD' de yapildu.

3.3.Deney Gruplan

Kontrol grubu (Grup K, n=6): Bu gruptaki ratlara spinal kord I/R hasar1 yapil-
maksizin sadece laparotomi yapilip kapatildi, islemden 120 dakika sonra anestezi
altinda ratlarin bobrek dokulari histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler igin

alindi.

Iskemi- Reperfiizyon (Grup I/R, n=6): Bu gruptaki ratlara spinal kord I/R ha-
sart yapildi, islemden 120 dakika sonra anestezi altinda ratlarin bobrek dokulari

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindu.

Iskemi reperfiizyon+ diisiik doz pregabalin grubu (Grup I/R-DP, n=6): Bu
gruptaki ratlara iskemiden 15 dakika dnce 30mg/kg pregabalin (Lyrica,Pfizer,ABD)
intraperitoneal olarak uygulandi. Laparotomi sonrasinda 120 dakika siire ile abdomi-
nal aortaya kros klemp konularak spinal kord iskemi hasar1 gergeklestirildi. 120
dakikalik iskemiyi takiben damar klempi acilarak reperfiizyon saglandi. Islemden 120
dakika sonra anestezi altinda ratlarin bobrek dokulari histopatolojik ve biyokimyasal

degerlendirmeler i¢in alind1.

Iskemi reperfiizyon+ yiiksek doz pregabalin grubu (Grup I/R-YP, n=6): Bu
gruptaki ratlara iskemiden 15 dakika 6nce 200 mg/kg pregabalin intraperitoneal olarak

uygulandi.
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Laparotomi sonrasinda 120 dakika siire ile abdominal aortaya kros klemp ko-
nularak spinal kord iskemi hasar1 gergeklestirildi. 120 dakikalik iskemiyi takiben
damar klempi acilarak reperfiizyon saglandi. Islemden 120 dakika sonra anestezi al-
tinda ratlarin bobrek dokulari histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler igin

alindi.

Otenazi sonrasinda bdbrek dokularn biitiinliik bozulmayacak ve travmatize
edilmeyecek sekilde alindi. Sol bobrek histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk formol
icine konuldu, sag bobrek sivi azot i¢inde dondurulduktan sonra biyokimyasal ince-

leme icin -80°C” de saklanda.

3.4.Dokularin Homojenizasyonu

—80° dondurucuda tutulan dokular s1v1 azot dolu tastyici kaba alindiktan sonra
kullanilacak olan 6rnek eppendorf tiipiinden ¢ikarildi. Coziinmesine izin verilmeden
dokular hizla hassas terazide tartilip 22 numarali bistiiri ucu (PLUSMEDw®)
kullanilarak 80-100 mg olarak ayrildi. Alinan doku pargalar1 porselen havanda sivi
azot varliginda ezildi. Toz halindeki dokular homojenizasyon tiipiine aktarilip
tizerlerine; her bir gram doku i¢in, diliisyon 1/10 olacak sekilde 140 mM KCI soliisy-
onu eklendi. Homojenizasyonda 1s1 artigi olmamasi i¢in homojenizasyon tiipii kar dolu
cam beher i¢inde tutularak, iki dakika stire ile 50 doniig/dakika (rpm) hizda homojeni-
zator (Glas Col K5424e) ile homojenizasyon islemi tamamlandi. Homojenizat
eppendorf tiipiine alindi. Eppendorf tiipleri parafilm ile kaplandiktan sonra 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich Mikro 200R®) edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant
bagka bir eppendorf tiipline alinarak Total Oksidatif Durum (TOS) ve Total Antioksi-

dan Durum (TAS) dlglimleri yapildi.
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3.5.Total Antioksidan Durum (TAS) Ol¢iimii

Total antioksidan seviye Ol¢limiinde, TAS kiti (RelAssay Diagnostice, Tii-
rkiye) kullanildi. TAS 6l¢limii i¢in, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, 500 ml
reaktif 1 (6l¢tim tamponu) ve 30 ml 6rnek karistirilip spektrofotometre ile (NanoDrop®
ND-1000), 660 nm’de absorbans dl¢liimii yapildi (A1). Eppendorf tiiplindeki karigima
75 ml reaktif 2 (renkli 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit), (ABTS) solii-

syonu eklendi. Tiip parafilme kaplanarak, 37 °C deki sicak su banyosunda (Simsek

Laborteknik®) 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 660 nm’de absorbans

Olctimii yapildi (A2). Standart 6l¢iimii i¢in, 1 mmol/L konsantrasyonundaki Trolox Eq
¢ozeltisi 6rnek yerine kullanildi. Ilk ve ikinci dlgiimler iiger defa yapilarak ortalamasi
alind1. ikinci absorbans degerinden (A2) ilk absorbans degeri (A1) ¢ikarilarak absorb-
ans degisimi (AAbs) hesaplandi. TAS diizeyleri kitte belirtilen formiille hesaplandi ve
mmol Trolox Eg/L olarak ifade edildi.

TAS = [(AAbs H20 - AAbs Ornek) / (AAbs H20 - AAbs Standart)]

3.6.Total Oksidatif Durum (TOS) Ol¢iimii

Total oksidan seviye ol¢iimiinde, TOS kiti (RelAssay Diagnostic®, Tiirkiye)
kullanildi. TOS 6l¢timii i¢in, kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde, 500 ml reaktif 1
(6l¢tim tamponu) ve 75 ml 6rnek karistirilip spektrofotometre (NanoDrop® ND-1000)
ile 530 nm’de absorbansi 6l¢timii yapildi (A1). Karigima 25 ml reaktif 2 (pro-kromojen
soliisyon) eklendi. Tiip parafilmle kaplanarak 37°C’deki sicak su banyosunda (Simsek
Laborteknik®) 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 530 nm’de absorbans
Olctimii yapildi (A2). Standart 6l¢limii i¢in kitte verilen, 10 umol/L hidrojen peroksit
(H202) ekivalan/ litre igeren standart ¢ozeltisi kullanildi. Ilk ve ikinci dlgiimler tiger

defa yapilarak ortalamasi alindi.

48



Ikinci absorbans degerinden (A2) ilk absorbans degeri (A1) ¢ikarilarak absorb-
ans degisimi (AAbs) hesaplandi. TOS diizeyleri kitte belirtilen formiille hesaplandi,
mmol H2O> Eqg/L olarak ifade edildi.

TOS= [(AAbs ornek) / (AAbs standart)] x Standart Konsantrasyonu (10

umol/L)

3.7.Histopatolojik Inceleme

Deney sonunda deneklerden alinan bobrek dokusu 6rnekleri trimlendikten sonra sonra
doku takip kasetlerine kondu ve 3 giin siireyle %10 notral formalinde fikse edildikten
sonra klasik histolojik doku takibine alindi. Doku takibi sonucu parafine gomiilen
bloklardan 5 mikron kalinliginda seri kesitler klasik ve poly-I-lysine kapli lamlar {ize-
rine alindi.

Klasik lamlar {izerine alinan kesitler histokimyasal olarak Hematoksilen Eozin ve Pe-
riyodik Asid Schiff (PAS) boyalari ile boyandi. Hematoksilen Eozin boyama ile genel
doku Ozellikleri degerlendirmesi yapilirken PAS boyamas: ile bobrek tiibiilleri ve
Bowman kapsiiliindeki bazal membran degerlendirmeleri yapildi.

Poly-I-lysine kapli lamlara alinan kesitler vaskiiler degisimi ve enflamatuar aktivas-
yonu degerlendirmek i¢in VEGF primer antikoru ile degerlendirilirken diger yandan
hiicre genomu koruyucusu olan ve hiicrede stres oldugunda aktive olarak hiicrenin ta-
mirini veya tamir edilemeyecek diizeyde bir hasar varsa apoptozisle Olimiinii
diizenleyen p53 genine 6zel primer antikorla immunohistokimyasal metod kulanilmak

suretiyle 6zel boyama yapildi.
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3.8.Istatistiksel Analiz

Istatistik degerlendirme SPSS 20.0 bilgisayar programinda siralanan testler
kullanilarak gerceklestirildi. Istatistiksel analiz verileri [Ortalama + standart sapmal]
olarak sunuldu. Yapilan tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik sinir1 olarak p<0.05
degeri anlamli kabul edildi.

Olgiilebilen parametrelere Kolmogorov-Smirnov testi uygulanarak dagilimin
normal ya da anormal olup olmadigi belirlendi. Normal dagilim gosterenler i¢in grup-
lar arasinda fark olup olmadigini belirlemede bagimsiz gruplarda Kruskal-Wallis testi
ile degerlendirildi. Farklilik olmasi1 durumunda gruplar aras1 Mann-Whitney U testi ile

karsilastirilma yapildi
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4. BULGULAR

Tablo 4. Siganlarin bobrek dokusunda oksidan durum parametreleri [Ort £ SS]

Grup K GrupI/R | Grupi/R- | Grupi/R- | P**
DP YP
(n=6) (n=6)
(n=6) (n=6)
TOS 0.92+0.10*% | 1.18+0.15 1.03+£0.13* | 0.96+0.08* | 0.005
(mmol
H202 Eqg/l)
TAS 38.23£5.27* | 47.73£2.18 | 42.71£3.15*% | 39.31+4.19* | 0.002
(mmol
Trolox
Eq/l)

P**: Kruskal Wallis testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05

*p<0.05: Grup I/R ile karsilastirldiginda

Gruplar (bobrek dokusu) TOS enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0.005). TOS enzim aktivitesi
I/R grubunda K, I/R-DP ve I/R-YP gruplarma gore anlaml yiiksek olarak bulundu
(p=0.001, p=0.039, p=0.004, sirastyla), (Tablo 1).

Gruplar (bobrek dokusu) TAS enzim aktivitesi acisindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlaml fark vardi (p=0.002). TAS enzim aktivitesi
I/R grubunda K, I/R-DP ve I/R-YP gruplarina gore anlamli yiiksek olarak tespit edildi

(p<0.0001, p=0.036 p=0.001, sirastyla), (Tablo 1).

51



Hematoksilen Eozin boyamast ile yapilan genel doku degerlendirmesinde i/R
grubunda bowman kapsiiliinde yer alan damar agindan disar1 sizan eritrosit miktarinin
kontrol grubuna gore fazla oldugu yani bowman kapsiiliinde 6dem mevcut oldugu tes-
pit edildi. Diisiik doz grubunda bu histopatolojik bulguda degisme olmadigi ama 200
mg grubunda belirgin sekilde iyilesme gostererek kontrol grubuna benzer goriintii ol-

dugu tespit edildi. Bununla birlikte herhangi bir inflamatuar hiicre gogii, angiogenetik

degisiklikler yani neovaskiilarizasyon olmadigi gézlendi (Resim 1 A-D).

‘“‘ 5 238/ ba

| Resim 1: Bobrek ku Hemtoksilen Eozin sonuc;larl A: Kontrol grubu, B:
Iskemi reperfiizyon grubu, C: Iskemi reperfiizyon diisiik doz pregabalin grubu, D: Is-

kemi reperfiizyon yiiksek doz pregabalin grubu )
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PAS boyamasinda ise I/R ve diisiik doz grubunda ¢ok hafif 6dematdz degisik-
likler var olmasina karsin kontrol ve 200 mg grubuna gore karsilastirildiginda

aralarinda belirgin bir farklilik olmadig1 ve gerek bowman kapsiilii i¢i damarlarda ve

diger tiim tiibiillerde bazal membranda higbir sorun olmadigi gézlendi (Resim 2 A-D).

Resim 2: Bobrek dokusu PAS boyama sonuglar1 (A: Kontrol grubu, B: iskemi
reperfiizyon grubu, C: Iskemi reperfiizyon diisiik doz pregabalin grubu, D: Iskemi re-

perfiizyon yiiksek doz pregabalin grubu )

VEGF boyamasinda ise tiim dokularda hi¢cbir VEGF ekspresyonu olmadigi

gozlendi (Resim 3 A-D).
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Resim 3: Bobrek dokusu VEGF ekspresyonu sonuglart (A: Kontrol grubu, B:

Iskemi reperfiizyon grubu, C: iskemi reperfiizyon diisiik doz pregabalin grubu, D: Is-

kemi reperfiizyon yiiksek doz pregabalin grubu )

p53 boyamasi ise dnemli bulgular icermekteydi. Kontrol grubunda higbir p53
eksprese eden hiicre bulunmazken I/R grubunda ¢ok belirgin ve bilhassa baz1 bowman
kapsiilleri i¢inde farkli yogunluklarda p53 ekspresyonu tespit edildi. Genel tiibiillerde
herhangi bir ekspresyon tespit edilmedi. Ilging olarak diisiik doz uygulanan grupta p53
ekspresyonunun belirgin derecede siliklestigi ancak 200 mg uygulanan grupta ¢ok be-
lirgin sekilde oldugu tespit edildi. Bu gruptaki ekspresyon I/R grubundan bile daha

belirgindi (Resim 4 A-D).



Resim 4: Bobrek dokusu p53 ekspresyonu sonuglar1 (A: Kontrol grubu, B: Is-

kemi reperfiizyon grubu, C: Iskemi reperfiizyon diisiik doz pregabalin grubu, D:

Iskemi reperfiizyon yiiksek doz pregabalin grubu )
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5. TARTISMA VE SONUC

Spinal kord I/R hasar1 nedeniyle olusan nérolojik komplikasyonlarin insidan-
sin1 en aza indirgemek i¢in operatif ve nonoperatif tekniklerin gelismesine ragmen,
parapleji torakoabdominal aortik cerrahilerinin yikici bir komplikasyonu olmaya de-
vam etmektedir. Spinal kord /R hasari, nekroz veya apoptozis yoluyla néronal hasara
yol acan kompleks patolojik kaskadlar1 aktive eder. Spinal kord I/R hasarinin patoje-
nik mekanizmalarmin tam olarak anlasilamamis olmasiyla birlikte, endojen
antioksidan savunma sistemlerinin tilkenmesi ile ROS’un agir1 tiretilmesinden kaynak-
lanan oksidatif stresin I/R hasar1 olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 iyi bilinmektedir.
Bu SOR’larin neden oldugu hiicre zarlarmin lipid peroksidasyonu ve inflamatuar sito-

kin tiretimi ikincil néronal hasar1 daha da kotiilestirir.

Spinal kord /R hasar1 torakoabdominal aortik cerrahilerin yikic1 ve dngoriile-
meyen bir komplikasyonu olup hastalarin %40’inda paraplejiye neden olabilir. Bu
katastrofik komplikasyonu 6nlemek igin gesitli koruyucu stratejiler denenmistir, bu-
nunla birlikte etkili bir terapdtik yontem heniiz gelistirilmemistir. Spinal kord 1/R
hasarinin patofizyolojik mekanizmalar1 hala tam olarak anlasilamamis olmasina rag-
men, paradoksal olarak reperfiizyon ile siddetlenen baslangigtaki iskemik hasarin
glutamat aracili ekzitotoksisite, oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, inflamasyon ve
apoptozisi de igeren birbiri ile baglantili patolojik kaskadlar araciligi ile noronal doku

hasarina neden oldugu kanitlanmustir (147).
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Bununla ilgili olarak, hem bu hasar1 azaltarak hastayi koruyacak hem de klemp-
leme siiresini uzatarak cerrahin isini kolaylastiracak ilaglarin uygulanmas faydali bir
yaklagim olacaktir. Bu nedenle, bu ¢alisma bazi dokularin I/R hasarlanmasinda koru-
yucu etkisi gosterilmis (147) olan pregabalinin rat spinal kord I/R hasar1 modelindeki

bobrek hasari iizerine olasi yararli etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapildi.

Bobrek /R hasari, ciddi doku ve organ hasarina neden olan hemorajik sok,
vaskiiler cerrahi, parsiyel nefrektomi, kazara ya da iyatrojenik travmada sik karsilasi-
lan ciddi bir klinik durumdur. Bébrek I/R hasarinin altinda yatan mekanizmalar
karmasik ve tam olarak aydinlatilamamistir. Bobrek I/R hasari patogenezine katkida
bulunan 6nemli bir yol oksidatif stresdir. Bobrek kan akimi kesilmesi ve reperfiizyon
sonrasi akut oksidatif stres cevabi1 ROS {iiretimine neden olur. Sonug olarak, ROS’un
fazla iiretimi lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonu ve apoptotik ve nekrotik kaskad-

lar kaynakli ¢esitli yollarla hiicre 6liimiine neden olur (69).

Bébrek /R hasari, ABY nedeniyle artmis mortalite ve morbidite oranlar ile
iliskilidir. Bobrek transplantasyonu, bypass siirecleri, renal anjioplasti ve renal pedikiil
ve renal arterlerin tizerinde aortun klemplenmesinin sik oldugu tirolojik ya da vaskiiler
vakalar gibi farkli klinik cerrahiler renal perfiizyonun gegici olarak durdurulmasi veya
azaltilmasin1 gerektirir. Iskemik dokuya kan akisinin yeniden déniisii her ne kadar nor-
mal islevlerin geri kazanilmasiyla sonuclansa da reperflizyon sirasinda doku
paradoksal sekilde hasarlanadabilir. Bu duruma neden olan organ disfonksiyonu ge-
nellikle artmis mikrovaskiiler permeabilite, interstisyel ddem, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, parankimal hiicre disfonksiyonu, azalmis vazoregiilasyon ve nekroz ile

iliskilidir (150).
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Perioperatif ABH’nin en yaygin nedenlerinden bir tanesi I/R hasaridir. Ciinkii
bobreklere kan akiminin gegici olarak azalmasi kan akimi geri dondiigiinde bobrek

parankiminde siddetli ve siirekli hasara yol agar (151).

Renal tiibiiller iskemiye ¢ok duyarlidir ve uzun siireli iskemik karsilagsma renal
tiibiillerin proksimal bdlgelerinde epitelyal hiicre 6liimiine yol agar. Bu durumda ol-
masina ragmen uzun iskemiye maruz kaldiktan sonra bobregin hala normal doku
yapist ve islevlerini kurtarmak miimkiindiir. I/R hasarini takip eden inflamasyon son-
rast hasarli bobrek genellikle iyilesir. Aslinda, proinflamatuar/antiinflamatuar ve
hasar/onarim siirecleri, I/R hasarmin ardindan tiim kurtarma islemleri sirasinda yakin-

dan i¢ ige gecmistir (152).

Bobrek yiiksek enerji gereksinimi ve karmagik mikrovaskiiler damar agi nede-
niyle I/R hasarina ¢ok duyarlidir. Bébrek I/R hasar: transplantasyon sonrasi gecikmis
greft fonksiyonu, sok komplikasyonu ve kardiyak veya aortik cerrahide artmis morta-

lite ve morbidite ile iliskilidir (153).

Uzak organlardan klinik olarak ilk belirti verenler akcigerler ve bobreklerdir.
Bu organlarin yani sira, karaciger, miyokard ve santral sinir sistemi fonksiyonlarinin

da etkilenmesiyle COY'S tablosu gelisebilir (71).

Iskemi reperfiizyon zedelenmesinden sorumlu tutulan mekanizmalar olarak
SOR, proinflamatuvar mediatérlerin artmasi, 16kosit infiltrasyonu, Ca*™ yiiklenmesi,

fosfolipit peroksidasyonu ve azalmasi ileri siiriilmektedir (70).

58



Pregabalin, GABA’ nin yapisal bir analogudur. GABA yapisal analogu olmasina
ragmen GABA benzeri mekanizmalar tizerine direkt etkisi yoktur. Hayvan modelle-
rinde antikonviilsan, analjezik ve anksiyolitik etki gosteren VGCC’nin, “alfa-2-delta”
alt tiniteleri icin yiiksek potentli bir ligandir (12). Hipereksite ndronlarin kalsiyum ka-
nallarinin alfa-2-delta alt {initesine gii¢lii sekilde baglandiktan sonra, depolarizasyonla
indiiklenmis kalsiyum akigini ve bu sekilde glutamat, noradrenalin ve substans P’yi de
icerecek sekilde pek ¢ok eksitatuvar norotransmiterlerin salinimini azaltir (10,12)

Ha ve arkadaslarinin siganlarda spinal kord yaralanmasinda pregabalinin no-
roprotektif etkisini arastirdiklart calismada pregabalinin antienflamatuvar ve
antiapoptotik etkisinin oldugunu histopatolojik ve biyokimyasal parametrelerle ortaya
koymuslardir. Pregabalinin noroprotektif ajan olarak kullanilabilecegini tavsiye etmis-
lerdir (9,154)

Diistik ve yiiksek doz pregabalinin renoprotektif etkisini arastirdigimiz ¢alis-
mamizda; H&E ve PAS boyamada yiiksek doz pregabalinin koruyucu etkisi oldugunu
tespit ettik. H&E boyamada I/R grubunda bowman kapsiiliinde yer alan damar agindan
disar1 s1zan eritrosit miktarinin kontrol grubuna gore fazla oldugu yani bowman kap-
siiliinde 6dem mevcut oldugu tespit edildi. Diisiik doz grubunda bu histopatolojik
bulguda degisme olmadigi ama 200 mg grubunda belirgin sekilde iyilesme gostererek
kontrol grubuna benzer goriintii oldugu tespit edildi. Benzer sekilde PAS boyamada
I/R ve diisiik doz grubunda ¢ok hafif 6dematoz degisiklikler var olmasina karsin kont-
rol ve 200 mg grubuna gore karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir farklilik
olmadig1 ve gerek bowman kapsiilii i¢i damarlarda ve diger tiim tiibiillerde bazal

membranda hic¢bir sorun olmadig1 gézlendi.
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Li ve ark. spinal kord hasari sonrasi metilprednizolon tedavisinin kaspas-3
ekspresyonunu azaltmadigi gostermislerdir (155). Ha ve ark. pregabalinin ratlarda spi-
nal kord kontiizyon modelin astrositlerde kaspas-3 ve p38 MAPK ekspresyonunun
azalttigin1 fakat BCL-2 yi degistirmedigini boylelikle pregabalinin antienflamatuar ve
anti-apopitotik oldugunu belirtmislerdir. Yine ayni ¢alismacilar metilprednizolonun
oligositlerde antiapoptotik etkili oldugunu fakat ndronlarda antiapopitotik etkisinin ol-
madigin1 géstermistir (9,154).

Biz de p53 gen ekspresyonunu degerlendirdigimiz ¢alismada diisiik doz prega-
balin uygulamasinin ekspresyonu I/R grubuna gore azaltirken, yiiksek doz pregabalinin
ise degistirmedigini tespit ettik. Calismamizda, kontrol grubunda higbir p53 eksprese
eden hiicre bulunmazken I/R grubunda ¢ok belirgin ve bilhassa bazi bowman kapsiilleri
icinde farkli yogunluklarda p53 ekspresyonu tespit edildi. Genel tiibiillerde herhangi
bir ekspresyon tespit edilmedi. Ilging olarak diisiik doz uygulanan grupta p53 ekspres-
yonunun belirgin derecede siliklestigi ancak 200 mg uygulanan grupta ¢ok belirgin
sekilde oldugu tespit edildi.

Ha ve ark. nin arastirmasinda, istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen,
pregabalin ile tedavi edilen grup kontrol grubuna gore daha diisiik fosforile MAPK
ekspresyonu gosterdi. Bu bulgu mikroglia aktivasyonunu dikkate alarak histolojik
farkliliklar1 desteklemektedir( 154)

Daha sonraki asamalarda, astrositler TGF-beta, glial hiicre kaynakli norotrofik
faktor, B-FGF ve VEGF gibi cesitli sitokin iiretimi yoluyla rejenerasyona yardim ede-
bilir. Bu biiyiime faktorlerinden bazilar1 oligodendrosit prekiirsér migrasyonunu,
proliferasyonunu ve farklilasmasini kolaylastirabilir(154).Calismamizda VEGF grup-

lar arasinda benzer bulundu.
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Kim ve ark., okliizyondan 20 dakika 6nce pregabalin izoform gabapentini int-
ravendz yolla 0.1mg/kg, 0.5mg/kg ve 5mg/kg dozlarda uyguladiklar: fokal serebral
I/R, (orta serebral arter okliizyonu ve 24 saat sonra reperfiizyon) ¢alismasinda gaba-
pentin uygulanan tiim gruplarda infarkt hacmini ve beyin 6demini azaltarak
noroprotektif etki gosterdigini ve 5mg/kg daha belirgin oldugunu bildirmislerdir( 157).

Ha ve ark. spinal kord hasari uygulanan ratlarda pregabalinin néroprotektif et-
kilerini aragtirmis, histolojik ve biyokimyasal parametreler yoluyla pregabalinin
antiinflamatuar ve antiapopitotik etkilere sahip oldugunu gostermistir (9,154).

Celik ve ark. siyatik sinir hasarinda pregabalinin roliinii arastirdiklari ¢aligmada
pregabalin ile tedavi edilen gruplarin kontrol grubuna goére periferik sinir yaralanma-
larinda anlamli derecede {istiin histopatolojik rejenerasyona sahip olduklarini buldular.
Buna ek olarak siyatik fonksiyonel indeks artmakta oldugunu ve pregabalin grupla-
rinda TGF-beta gen ekspresyonunda artis gozlendigini rapor etmislerdir (157).

Calikoglu ve ark. ¢alismalarinda pregabalinin travma sonrasi 6dem, inflamas-
yon ve noronal hasari etkili bir sekilde dnledigini rapor etmislerdir (157).

Literatiirde pregabalinle serebral I/R, spinal kord hasarinda néroprotektif ve si-
yatik sinir hasarinda periferik sinir koruyucu etkisi ile ilgili ¢aligmalar yapildigi
goriilmiistiir(157) . Calismamizda biz de spinal kord I/R hasarinda pregabalinin farkli
dozlariin bobrek dokusu iizerine koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirdik.

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemi ROS {iiretimiyle bagedemediginde
ortaya ¢ikar. Antioksidanlar ve diger hiicre redoks durumu modiilator enzim sistemlerti,
tiim selliiler ve ekstraselliiler kompartmanlarda ROS’a kars1 savunmada ilk basamak
olarak hareket eder. SOD, CAT ve GSH-PX, ROS’a kars1 en 6nemli antioksidan en-
zimlerdir. Diger yandan TBARS gibi MDA ve NO ile reaksiyona giren lipid

peroksidasyon belirtegleri oksidatif streste artmaktadir (150).
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Deneysel ve klinik aragtimalar antioksidanlarin endojen antioksidan enzimler
ve serbest radikal iiretiminin baskilanmasi yoluyla I/R hasarinin gelismesinden koru-
yabilecegini gostermistir (150).

Oksidatif stres reaksiyonlar1 ve membran lipid peroksidasyonu, SOR olusmasi
sonucu beyinde oksidatif hasara neden olur. Ratlarda, serebral I/R hasarinin ardindan
SOD, CAT ve GSH-Px gibi endojen antioksidan enzimler azalmis ve nitrik oksit ve
TBARS gibi lipid peroksidasyon belirteglerinin seviyeleri artmis bulunmustur (150).

Orta serebral arter okliizyonundan sonra 24 saat reperfiizyon yapilan bir ¢alis-
mada, CAT enziminde anlamli diisiis gosterilmistir. Calismalarinda I ve I/R
gruplarindaki CAT aktivitesinin de dnemli dl¢lide azaldigini gosterdiklerini belirtmis-
lerdir. Pregabalin tedavisinin, PI ve PiR gruplarindaki aktiviteyi anlamli bir sekilde
arttirdigini rapor etmislerdir (148).

Bir¢ok oksidan ve antioksidan molekiiliin serum veya plazma diizeylerini dlgen
cesitli analitik yontemler bulunmaktadir (114). Ancak bu molekiillerin ayr1 ayr1 dl¢iil-
mesi hem zaman alici, hem de zordur. Ayrica ekonomik yonden de zorlayicidir. Bu
nedenle “total antioksidan durum” ya da “total oksidan durum” 6l¢iimii bir 6rnekteki
oksidan ve antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 6l¢iilmesinden daha pratiktir. Biz de ¢a-
lismamizda TOS ve TAS yontemini kullandik.

Serebral iskemide oksidatif stresi belirlemede bir¢ok metod kullanilmistir. Li-
teratiirde serebral iskemi modellerinde TOS ve OSI degerlerinin arttigini gdsteren

calismalar mevcuttur (156).
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Uzar ve ark., calismalarinda, tiim gruplara ait beyin dokularinda TAS, TOS ve
OSI degerlendirmislerdir. Tiim gruplarda TAS degerlerinde bir degisiklik goriilmez-
ken TOS diizeylerinde ve OSI de anlamli degisiklikler bulunmustur. Iskemi olusturulan
ratlarin beyin dokularinda TOS diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda anlamli sekilde art-
misti. Memantin grubunda ise degerler kontrole yakindi. Bu bulgularin; memantinin,
I/R hasarmin ortaya ¢ikmasini azalttigini fakat olusmus olan hasar1 geri déndiirmedi-
gini diistindiiklerini belirmislerdir(156).

Calismamizda diisiik ve yiiksek doz pregabalin uygulamasmin I/R hasarinda
olusan oksidatif stresi azalttigin1 tespit ettik. TOS enzim aktivitesi I/R grubunda K,
[/R-DP ve 1/R-YP gruplarina gore anlamli yiiksek olarak bulundu. Benzer sekilde
TAS enzim aktivitesi I/R grubunda K, I/R-DP ve I/R-YP gruplarma gore anlaml
yiiksek olarak tespit edildi.

Ratlarda lipopolisakkaridle indiiklenmis rektal hipersensitivite agrt modelinde,
pregabalinin tek intraperitoneal (10 ve 30 mg/kg) ve oral (1, 3, 10 ve 30 mg/kg) dozlar1
doza bagimli sekilde rektal distansiyonla indiiklenmis allodiniyi suprese etmistir. Rat-
lardaki vinkristinin indiikledigi noropatik agri modelinde, pregabalin 80 mg/kg‘in tek
bir intraperitoneal dozu plaseboyla karsilastirildiginda (P<0.001), uygulamadan 45 da-
kika sonra ulasilan ve doz verildikten 90 dakika sonrasina (deneyin sonu) kadar devam
eden zirve etkisi ile allodiniyi anlamli sekilde suprese etmistir (8).

Bir calismada, pregabalin (i.v. 5-50 mg/kg ve intratekal 3.8-60 pg arasinda de-
gisen dozlarda) fotokimyasal yolla indiiklenen iskemik sinir lezyonunda doza bagimli
bigimde taktil allodiniyi suprese etmistir (6).

Calismalarda pregabalin farkli yollardan uygulanmustir. Literatiirde oral, intra-
vendz, intraperitoneal ve intratekal uygulamalar goriilmektedir. Biz de ¢calimamizda

pregabalini intraperitoneal yoldan uyguladik.
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6. SONUC

Diisiik ve yiiksek doz pregabalinin renoprotektif etkisini aragtirdimiz ¢alisma-
mizda; H&E ve PAS boyamada yiiksek doz pregabalinin koruyucu etkisi oldugunu
tespit ettik. H&E boyamada I/R grubunda bowman kapsiiliinde yer alan damar agindan
disar1 s1zan eritrosit miktarinin kontrol grubuna gore fazla oldugu yani bowman kap-
stilinde 6dem mevcut oldugu tespit edildi. Diisik doz (30 mg) grubunda bu
histopatolojik bulguda degisme olmadigi ama yiiksek doz (200 mg) grubunda belirgin
sekilde iyilesme gostererek kontrol grubuna benzer goriintii oldugu tespit edildi. Ben-
zer sekilde PAS boyamada I/R ve diisiik doz grubunda ¢ok hafif 6dematoz degisiklikler
var olmasina karsin kontrol ve 200 mg grubuna gore karsilastirildiginda aralarinda be-
lirgin bir farklilik olmadig1 ve gerek bowman kapsiilii i¢i damarlarda ve diger tim
tiibiillerde bazal membranda hig¢bir sorun olmadig: gézlendi.

p53 gen ekspresyonunu degerlendirdigimiz ¢alismada diisiik doz pregabalin uy-
gulamasinin ekspresyonu I/R grubuna gore azaltirken, yiiksek doz pregabalinin ise
degistirmedigini tespit ettik. Calismamizda, kontrol grubunda higbir p53 eksprese eden
hiicre bulunmazken I/R grubunda ¢ok belirgin ve bilhassa bazi bowman kapsiilleri
icinde farkli yogunluklarda p53 ekspresyonu tespit edildi. Genel tiibiillerde herhangi
bir ekspresyon tespit edilmedi. Ilging olarak diisiik doz uygulanan grupta p53 ekspres-
yonunun belirgin derecede siliklestigi ancak 200 mg uygulanan grupta ¢ok belirgin
sekilde oldugu tespit edildi.

Calismamizda VEGF gruplar arasinda benzer bulundu.
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Calismanmizda diisiik ve yiiksek doz pregabalin uygulamasimin I/R hasarinda
olusan oksidatif stresi azalttigin1 tespit ettik. TOS enzim aktivitesi I/R grubunda K,
I/R-DP ve 1/R-YP gruplarina gore anlamli yiiksek olarak bulundu. Benzer sekilde
TAS enzim aktivitesi I/R grubunda K, I/R-DP ve i/R-YP gruplarma gore anlamli
yiiksek olarak tespit edildi.

Artan sayida hasta ameliyat olmakta ve bunlarda mortalite ve morbidite hala
yiiksek oranda goriilmektedir. Kardiyovaskiiler ve vaskiiler cerrahilerde bobrek hasari
diger ameliyatlara gore yiiksek oranda goriilmektedir. Bu amacla bobrek hasarini 6n-
leyici stratejiler arastirilmaktadir.

Ratlarda iskemiden Once intraperitoneal olarak uygulanan farkli dozlarda pre-
gabalinin lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azalttigimi ve bobrek
histopatolojisinde meydana gelen hasarlanmayi diizelttigini tespit ettik. Ratlarda I/R
oncesi uygulanan pregabalinin renoprotektif etkisinin oldugunu diisiinmekteyiz. An-
cak yiiksek doz pregabalin uygulamasinda H&E ve PAS boyamada histopatolojik
iyilesme, p53 ekspresyonunun ¢ok belirgin oldugu bulundu. Diisiik doz pregabalin uy-
gulamasinda ise p53 ekspresyonunun belirgin derecede siliklestigi, H&E ve PAS
histopatolojik bulguda degisme olmadig: tespit edildi.

Bu sonuglar bize I/R hasarinda pregabalinin farkli mekanizmalar iizerinden etki
ettigini diisiindiirmektedir. Pregabalinin I/R hasarinda bobrek dokusu iizerine koru-
yucu etkisinin arastirilmasinda farkli parametrelerin degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir. Calismamizin sonuglarinin daha genis serili ve uzun siireli calismalarla

desteklenmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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8. OZET

SPINAL KORD ISKEMi REPERFUZYON HASARI OLUSTURULAN
RATLARDA PREGABALININ BOBREK DOKUSU UZERINE ETKIiSi

Dr. Emine Unal Ceran, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reani-

masyon Anabilimdalh

Ankara, Tiirkiye

Amac: Bu ¢alismanin amaci siganlarda spinal kord iskemi-reperfiizyon (iR)
modelinde iskemi ile birlikte uygulanan diisiik ve yiiksek doz pregabalinin bobrek do-
kusu tizerine koruyucu etkilerini arastirmaktr.

Metot: Etik kurul onay1 alindiktan sonra, 24 tane Wistar rat randomize olarak
dort gruba ayrildi (n=6). Kontrol (grup K), I/R (grup 1/R), I/R-diisiik doz pregabalin
(grup 1/R-DP), I/R-yiiksek doz pregabalin (grup I/R-YP). Tiim gruplara anestezi al-
tinda laparotomi uygulandi. Grup I/R’ de laparotomi sonrasinda 120 dakika siire ile
abdominal aortaya kros klemp konularak spinal kord iskemi hasar1 gergeklestirildi. 120
dakikalik iskemiyi takiben damar klempi agilarak reperfiizyon saglandi. Grup I/R-DP’
de iskemiden 15 dakika énce 30 mg/kg pregabalin, grup I/R-YP’ de iskemiden 15 da-
kika once 200 mg/kg pregabalin intraperitoneal uygulandi. Reperfiizyon donemi
bitiminde bobrek dokusu biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler i¢in alindi.

Bulgular: Hematoksilen Eozin boyamast ile yapilan genel doku degerlendir-
mesinde I/R grubunda bowman kapsiiliinde yer alan damar agindan disari sizan
eritrosit miktarinin kontrol grubuna gore fazla oldugu yani bowman kapsiiliinde 6dem
mevcut oldugu tespit edildi. Diisiik doz grubunda bu histopatolojik bulguda degisme
olmadig1 ama 200mg grubunda belirgin sekilde iyilesme gostererek kontrol grubuna

benzer goriintii oldugu tespit edildi.
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Bununla birlikte herhangi bir inflamatuar hiicre gogii, angiogenetik degisiklik-
ler yani neovaskiilarizasyon olmadig1 gozlendi. PAS boyamasinda ise I/R ve diisiik
doz grubunda ¢ok hafif 6dematoz degisiklikler var olmasina karsin kontrol ve 200 mg
grubuna gore karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir farklilik olmadig1 ve gerek
bowman kapsiilii i¢ci damarlarda ve diger tiim tiibiillerde bazal membranda hig¢bir sorun
olmadig1 gozlendi.

p53 boyamasi ise dnemli bulgular icermekteydi. Kontrol grubunda higbir p53
eksprese eden hiicre bulunmazken I/R grubunda ¢ok belirgin ve bilhassa baz1 bowman
kapsiilleri i¢inde farkli yogunluklarda p53 ekspresyonu tespit edildi. Genel tiibiillerde
herhangi bir ekspresyon tespit edilmedi. ilging olarak diisiik doz uygulanan grupta p53
ekspresyonunun belirgin derecede siliklestigi ancak 200 mg uygulanan grupta ¢ok be-
lirgin sekilde oldugu tespit edildi. Bu gruptaki ekspresyon I/R grubundan bile daha
belirgindi. TOS enzim aktivitesi I/R grubunda K, I/R-DP ve I/R-YP gruplarmna gore
anlamli yiiksek olarak bulundu. Benzer sekilde TAS enzim aktivitesi I/R grubunda K,

[/R-DP ve I/R-YP gruplarma gére anlamli yiiksek olarak tespit edildi.
Sonuc: Bu sonuglar ratlarda spinal kord I/R hasarinda iskemi éncesi uygulanan
farkli dozda pregabalinin bobrekleri kismen koruyucu etkiye sahip oldugunu goster-

mektedir.

Anahtar Kelimeler: spinal kord iskemi reperfiizyon, pregabalin, bobrek, p53,

TOS, TAS, histopatoloji
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9. SUMMARY

EFFECTS OF PREGABALINE ON KIDNEY TISSUE IN SPINAL
CORD ISCHEMIA REPERFUSION INJURED RATS

Dr. Emine Unal Ceran, Gazi University Faculty of Medicine’s Department of

Aneshesiology and Reanimation,
Ankara, Turkey

Aim: The purpose of this study was to investigate the protective effects of low
and high dose pregabalin on renal tissue that was administered in rat spinal cord isc-

hemia-reperfusion (I/R) model.

Methods: 24 Wistar rats were randomized into four groups after approval of
the ethical committee (n=6). Experimental groups were indicated as; control (C group),
I/R (I/R group), I/R-low dose pregabalin (I/R-LP group), I/R-high dose pregabalin
(/R-HP group). Laparotomy was performed in all groups under anesthesia. After la-
parotomy in I/R group, a cross clamp was placed in the abdominal aorta for 120
minutes to cause spinal cord ischemia injury. Following 120 minutes of ischemia, re-
perfusion was achieved by opening the vascular clamp. I/R-LP group received 30
mg/kg pregabalin intraperitoneally 15 minutes before ischemia. Likewise, 200 mg/kg
of pregabalin was administered intraperitoneally for 15 minutes in I/R-HP group. At
the end of the reperfusion period, kidney tissue was extracted for biochemical and his-

topathological examinations.

Results: Hematoxylin-eosin staining revealed that the amount of erythrocytes
leaking out of the vein web in the bowman capsule was higher in the I/R group com-

pared to the controls, indicating the presence of edema in the bowman capsule. In the
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low-dose group, there was no change in the histopathological findings, but a signifi-
cant improvement was observed in the 200 mg group where the histopathological
findings were similar to that of controls. In addition, inflammatory cell migration was
not observed. Similarly, there was no effect in angiogenic changes, in other words,
there was not any neovascularization. Even though there was a very slight edematous
change in the I/R and low dose groups after PAS staining, this change was not signifi-
cant compared to the controls and 200 mg group. Moreover, there was not any effect

in the basal membrane of inner vessels of the bowman capsule and all other tubules.

p53 staining revealed important findings. In the control group, p53-expressing
cells were not detected, however, the presence of p53-expressing cells were identified
clearly in the IR group, especially at different intensities in some bowman capsules.
No expression was detected in general tubules. Interestingly, a significant reduction of
p53 expression was observed in the low-dose group. Conversely, it was significantly
increased in the 200 mg administered group. Expression in this group was even more
pronounced than in the I/R group. TOS enzyme activity was found to be significantly
higher in the I/R group compared to the C, I/R-LP and I/R-HP groups. Likewise, TAS
enzyme activity was found to be significantly higher in the I/R group compared to the

C, I/R-LP and I/R-HP groups.

Conclusions: These results demonstrate that pregabalin administered at diffe-
rent doses before the ischemia has a partial protective effect in rats with spinal cord IR

injury.

Key Words: Spinal cord ischemia-reperfusion, pregabalin, kidney, p53, TOS,

TAS, histopathology.
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10.EKLER

Ek-1: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Onay1
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