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OZET
Rat Renal iskemi Reperfiizyon Hasar1 Modelinde Magnezyum Siilfatin Koruyucu

Etkinliginin Arastirilmasi

Dr.Yesim Ergiil Korkmaz, DEUTF Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, IZMIR

Amag: Bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, kardiyopulmoner bypass gibi ¢esitli klinik
durumlarda bébrek kan akimmin durmasi sonrasi bobrekte iskemi goriiliir. Iskemi reperfiizyon
(IR); iskemi sonrasinda yeniden kanlanma olarak tanimlanir. Reperfiizyon dokulara iskemik
hasardan daha fazla zarar verebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci; rat renal IR hasar1 modelinde
iskemi Oncesi veya reperflizyon sonrasi uygulanan magnezyum siilfatin koruyucu etkinliginin
arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem:. Calismada agirliklart 250-300 g arasinda degisen 28 adet Wistar albino cinsi
erkek rat kullanildi. Ratlar her birinde yediser denek olacak sekilde dort gruba ayrildi. Grup I
(Sham): Laparotomi sonrasi sol renal pedikiil diseke edilip bagka bir girisim yapilmadi. Grup II (
IR): Laparotomi sonrasinda sol bobrege 45 dk. total iskemi sonrasi 5 saat reperfiizyon uygulandi.
Grup III (Mg-I): Laparotomi sonrasinda renal iskemiden 5 dakika 6nce 200 mg/kg magnezyum
siilfat intraperitoneal verilip sol bobrege IR (45 dk. iskemi + 5 saat reperflizyon) uygulandi.
Grup IV (Mg-R): Laparotomi sonrasinda sol bdbrege IR (45 dk.iskemi + 5 saat reperfiizyon)
uygulanip reperflizyonun 5. dakikasinda 200 mg/kg magnezyum siilfat intraperitoneal verildi.
Tim gruplarda ratlarin anestezi siiresi esit tutuldu, histomorfolojik degerlendirme igin
reperflizyon sonrasi sol bobrek ¢ikarildiktan sonra ratlar sakrifiye edildi.

Bulgular: Bobrek histomorfolojik hasar toplam skoru (HHTS) Sham grubunda diger gruplara
gore anlamh olarak diisiik bulundu (p< 0,05). Iskemi Reperfiizyon grubu ile Mg-I grubu
karsilastirildiginda Mg-i grubunda HHTS anlamli olarak diisiik bulundu ( p< 0,05). Iskemi
Reperflizyon grubu ile Mg-R grubu karsilagtirildiginda HHTS degerleri arasinda anlamli fark
saptanmad1 (p= 0,38). Mg-I ile Mg-R gruplari arasinda HHTS degerleri arasinda anlamli fark
bulunmadi (p= 0,31).

Sonu¢: Bu ¢alismada; rat renal IR modelinde iskemi 6ncesi uygulanan magnezyum siilfatin
bobrek IR hasarmi histomorfolojik olarak anlamli diizeyde azalttig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, reperflizyon hasari, magnezyum siilfat.



SUMMARY

Investigation of the Protective Effects of Magnesium Sulfate in Rat Renal Ischaemia Reperfusion
Injury Model

Dr.Yesim Ergiil Korkmaz, Dokuz Eylul University, Medical Faculty, Dept.of Anaesthesiology, IZMIR

Background: Renal ischaemia can develope after cessation of the renal blood flow in some
clinical situations such as renal transplantation, partial nephrectomy and cardiopulmonary bypass.
Ischaemia reperfusion (IR) is defined as the returning of blood flow after ischaemic cessation.
Reperfusion can be more harmfull than the ischaemia itself. The aim of this study was to evaluate
the protective effects of magnesium sulfate administration before ischaemia or after reperfusion
in the rat renal IR injury model.

Materials and Methods: 28 Wistar albino male rats weighing approximately 250-300 g were
divided into 4 groups. Group I (Sham): Laparotomy and left renal pedicle dissection were
performed and the rats were observed without any intervention. Group II (IR): Following
laparotomy and 45 minutes of left renal pedicle occlusion, 5 hours of reperfusion was performed.
Group III (Mg-I): Following laparotomy and five minutes before the ischaemia, magnesium
sulfate was administrated intraperitoneally (200 mg/kg) and then IR was applied to the left
kidney. Group IV (Mg-R): Following laparotomy and left renal ischaemia, magnesium sulfate
was administrated intraperitoneally (200 mg/kg) at the fifth minute of reperfusion. Durations of
anaesthesia were equal in all groups. All the rats were sacrificed after the left kidney was
processed for conventional histomorphology.

Results: The total histomorphological renal injury score was significantly lower in the Sham
group compared with the other groups (p< 0.05). The total renal injury score of Mg-I group was
significantly lower than the IR group (p< 0.05). There were no significant differences in the total
renal injury scores between the IR and Mg-R groups (p=0,38) and also between the Mg-I and
Mg-R groups (p =0,31).

Conclusions: In the present study, it was demonstrated histomorphologically that magnesium
sulfate administration before the renal ischaemia decreased IR injury significantly in this
experimental model.

Key words: Kidney, reperfusion injury, magnesium sulfate.



1.GIRIS VE AMAC

Iskemi, doku perfiizyonunun durmas: sonucunda oksijen (O,) ve diger substratlarin
dokulara yeterli diizeyde saglanamamasi ve bu siirecte olusan atik {irtinlerin dolasim tarafindan
uzaklagtirilamamasi olarak tanimlanir. Bu durum geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hiicre hasari
ile sonuglanir (1).

Iskemi reperfiizyon (IR), doku veya organa giden kan akiminda bir siire azalma veya
kesilme sonrasinda yeniden kanlanma olarak tanimlanir. Kan akiminin tekrar baslamasi dokulara
iskemik hasardan daha fazla zarar verebilmektedir (2).

Iskemi reperfiizyon hasari; platelet agregasyonu, 16kosit enfiltrasyonu, hiicre i¢i kalsiyum
yiikklenmesi, serbest oksijen radikali olusumu ile karakterize lokal ve sistemik enflamatuvar bir
yanittir (3). Iskemik periyod siiresince dokuda  mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, adenozin trifosfat (ATP) azalmasi, hiicre i¢i Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipitlerinin bozulmasia onciilik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asiri
miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusarak oksidatif strese neden olur (4-6). Iskemi
reperflizyon hasarinda, iskemik dokunun reperfiizyonu, siklikla endotel bagimli dilatasyonda
bozulma, sivi enfiltrasyonu ve plazma protein ekstravazasyonu ile kendini gosteren
mikrovaskiiler disfonksiyon ile birliktedir (7).

Reperflizyonu izleyen periyotta aktive endotel hiicrelerinde sentezlenen oksijen radikalleri
artarken, nitrit oksit (NO) diizeyi azalir. Bunun sonucunda NO ve oksijen radikalleri arasindaki
denge bozulur. Iskemiye maruz kalmayan uzak organlardaki aktive endotelyal hiicrelerden de
reperflizyon sonrasi enflamatuvar mediyatorlerin salindigi goriilmiistiir. Iskemi reperfiizyonun
uzak organ etkileri en sik akciger ve kardiyovaskiiler sistemde goriilmekle beraber IR; sistemik
enflamatuvar yanit sendromu [Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)] ile de
sonuglanabilir (8). Iskemi reperflizyona kars1 gelisen bu uzak organ cevabr mikrovaskiiler hasara
yol agarak ¢oklu organ yetersizligi [Multiple Organ Failure (MOF) gelismesine neden olabilir
(8). Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, kardiyopulmoner bypass,

sepsis, tirolojik girisimler ve hidronefroz gibi ¢esitli klinik durumlarda goriiliir.



Renal IR hasar akut renal yetmezligin major bir nedenidir. Ratlarda iskemi reperfiizyon
ile olusturulmus akut renal yetmezlik; renal tiip epitelinde yapisal degisiklikler ve glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFH) azalmasi ile karakterizedir (9).

Yapilan histopatolojik ¢aligmalarda IR hasan sonucu bobreklerde mikrovaskiiler
permeabilitede artis, interstisyel O0dem, vazoregiilasyonda bozulma, enflamatuvar hiicre
enfiltrasyonu, parankimal hiicre disfonksiyonu ve iskemi sirasinda ya da sonrasinda akut tubiiler
nekroz gelistigi gosterilmistir (7,10).

Iskemi reperfiizyon hasarinim etkilerini azaltmak igin kullanilan yontemler arasinda uzak
iskemik 6n kosullama (UIOK) ve farmakolojik kosullama en sik tercih edilenlerdir (11).

Farmakolojik kosullama koruyucu (6n kosullama) ve/veya tedavi edici (ard kosullama)
olarak uygulanabilir (12). Bu amacla bébrek IR hasarinda farkli ilaglarin kullanildigi birgok
calisma yapilmistir. Magnezyum (Mg), N-asetil sistein, aktive protein C, alfa melanosit stimiile
edici hormon, statin ve deksmedetomidin gibi ajanlarin IR hasarini azalttig1 yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir (9, 13,14,15).

Magnezyum viicutta en ¢ok bulunan 4. katyondur. Baskin olarak hiicre i¢i katyondur.
Magnezyum kan mononiikleer hiicreleri dahil ¢esitli hiicrelerde enzimatik reaksiyonlar, hiicre
kanallari, reseptdrler ve hiicre igi sinyal molekiilleri {izerinde etkilidir. Iyon kanal
diizenleyicisidir, hiicresel iyon dengesinin korunmasina katkida bulunur. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu azaltarak diiz kaslarda gevseme ve vazodilatasyon saglar. Magnezyum ayni
zamanda endokrin fonksiyonlar ve protein sentezi i¢in gereklidir (9).

Literatiir taramalarimizda rat renal iskemi reperfiizyon hasari modelinde Mg siilfatin
iskemi Oncesi ve reperflizyon sonrasi bolus uygulanmasinin koruyucu etkinligini arastiran bir
calismaya rastlanmamustir.

Bu tez calismasmin amaci; rat renal iskemi reperflizyon hasari modelinde iskemi oncesi

veya reperflizyon sonrasi uygulanan Mg siilfatin koruyucu etkinliginin arastiriimasidir.



2.GENEL BIiLGILER

Iskemi akut renal yetmezligin en sik nedenidir (16). Bobrekler iskemiye 6zellikle duyarl
organlardir. Renal transplantasyon, suprarenal anevrizma tedavisi, kontrast madde nefropatisi ,
kardiyak arrest ve sok gibi durumlarda bobrek iskemisine bagli akut bobrek yetmezligi gelisebilir
(17-19). Bobreklerin iskemiye duyarli olmasinmn bir nedeni karmagsik mikrovaskiiler yapilar1 ve
yiiksek enerji gereksinimidir.

Iskemi reperfiizyonun uzak organ etkileri en sik akcifer ve kardiyovaskiiler sistemde
goriilmekle beraber iskemi reperfiizyon SIRS ile de sonuglanabilir (8). Iskemi reperfiizyona karsi

gelisen bu uzak organ cevabi mikrovaskiiler hasara yol agarak MOF gelismesine neden olabilir

(8).

2.1 iskemi

Iskemi, organ veya doku kan akimindaki yetersizlige bagl olarak gelisen geri doniisiimlii
veya doniistimsiiz hiicre ve doku hasaridir (20). Bu olay, organ1 perfiize eden kan akimindaki
azalmaya bagh olarak gelisen hiicre zedelenmesine yol acar. iskemik hasarin derecesi hipoksinin
derinligine ve siddetine baghdir. Iskemi, kardiyak enfarktiiste ve inmede oldugu gibi akut veya
kladikasyoda oldugu gibi kronik olabilir (21,22).

Geri doniisiimsiiz hiicre hasarini1 Onleyebilmek i¢in dokuya yeniden kan akiminin
saglanmas1 (reperflizyon) gerekmektedir. Ancak reperfiizyonun gergeklesmesi, iskemik
dokularda paradoksal olarak iskeminin dokuda olusturdugu hasardan daha fazla hasara yol
agmaktadir. Bir dokuda IR sonucu olusan hasar, dokunun ayni toplam siirede sadece iskemiye

maruz kalmas1 sonucu olusan hasardan daha fazladir (23).

Iskemi reperfiizyon lokal-uzak etki ve komplikasyonlara neden olabilen baz1 mekanizmalari
tetikler (4). Iskemik periyod siiresince dokuda toksik SOR iiretilir. Reperfiizyon sirasmda SOR ve
siiperoksit radikalleri endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler permeabilite ve doku &demine
neden olmaktadirlar (5). Ayrica aktive olan adezyon molekiilleri ve sitokinler SIRS gelisimini

baslatabilir. Bu yanitlar IR hasari olarak tanimlanir (4).



Bobrek iskemi reperflizyonuna bagli olarak uzak organ hasar1 goriilebilir. Iskemi
reperflizyonun uzak organ etkileri siklikla akciger ve kardiyovaskiiler sistemde goriilmektedir.

Uzak organ IR hasari mekanizmas1 Sekil 1” de gosterilmistir (7).

| LOKALIFEIR HASARI I
Sisterrak medsbdr sall:rmul

PAF.LTE4 “\ysitokinler

| Méltrofil aktivasyonn | Endotel adezyonu l

O2HID2 ™ #  P-selektin

| Hotrofil-endotelyral hiicre }daﬂnu ]

| Tzak oegam vaslidler disfondsiyroma we hasan I

Sekil 1: Iskemi -reperfiizyon hasari sonrasi uzak organ hasari olusumu
PAF: Trombosit Aktive Edici Faktor, LTB4 : Lokotriyen B4 , O2 - ,H202: Oksijen radikalleri

Uzamis iskemi hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden olur ve iskemik
dokularin reperflizyonu ile iskeminin siddetine ve siiresine bagl olarak, bir kisim hiicre nekroz

veya apoptozis ile 6liime gider (23).

Iskemi sirasmda hiicre membraninda bulunan Na/K" pompasimin calismasi icin gerekli
olan enerji saglanamaz. K iyonlar1 hiicre disma c¢ikarken Na’ ve Cl iyonlar1 da hiicre igine
girerler. Bu iyonlarin hiicre i¢ine gegisi ile hiicrelerde sisme meydana gelir. Anaerobik glikolizle
enerji ATP tretilmeye calisilirken, laktik asit ve karbondioksit birikir. Karbondioksitin birikimi
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karbonik asit (H,COs) iiretimi ile sonuglanir, bdylece asidoz artar. ki dakikalik iskemi
sonrasinda dzellikle beyin hiicrelerinde ekstraselliiler pH 7.3’ten 6.7’ye kadar diisebilmektedir
(24). Adenin trifosfat bagimli galisan diger bir pompa ise ekstraselliiler ve intraselliiler Ca™ u
dengelemektedir. Hiicre igerisindeki Ca™ miktarindaki artis IR hasarinda ilk olarak goze garpan
olaylardan biridir ve iskeminin siiresi ile yakindan iligkilidir (25).

Hiicre i¢i Ca™’un artmas1 potansiyel zararl etkilere sahip ¢ok sayida enzimin aktif hale
gelmesine neden olur. Intraselliiler Ca™ artis1 ile fosfolipazlar ve proteolitik enzimler aktive olur.
Fosfolipaz A, aktivasyonu ile membran fosfolipidleri bozulmaya baslar; plazma ve mitokondriyal
membran biyoenerjetikleri ve gecirgenlikleri de degisir (26). Arasidonik asit fosfolipazlarin
aktivasyonu sonucu olusur. Aragidonik asit, direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe ederek

serbest radikal olusumunu artirir (24).

Zedeleyici ajan
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ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endonutkleaz
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azalmasi azalmasi hiicre iskelet

proteinlerinin
parcalanmasi

Sekil 2. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin sebepleri ve sonuclari (27)



Iskemik periyod siiresince dokuda iiretilen toksik serbest oksijen radikalleri (SOR)
lokal-uzak etki ve komplikasyonlara neden olabilen baz1 mekanizmalar tetikler. Serbest oksijen
radikallerinin ilk olusani1 ve Onciisii genellikle stabil olmayan ve hidrojen peroksit (H,O;) ile
oksijene doniigsen siiperoksit (O,-) radikalidir (23). Fagositoz gorevi yapan makrofaj, notrofil ve
monositler tarafindan enzimatik olarak tretilirler. Hidrojen peroksit hiicre membranlarindan
kolaylikla gegebilen, endotelyal hiicreleri hasarlayabilen giiclii bir sitokindir. Hidroksil radikali,
bilinen serbest radikaller iginde en gii¢lii olan ve doku hasarinda sorumlu ana radikaldir (28). Bu
radikalin en oOnemli Ozelligi, hidrojen atomlarini hiicre membranindaki poliansatiire yag
asitlerinden ayirmasidir. Lipid peroksidasyonunu ile hiicre membraninda ¢6ziilme ve buna bagh
hiicre 6liimii olur (29). Hidroperoksil radikali ise O,- radikalinin protonlanmasiyla olusan ve
stiperoksitten daha gii¢lii olan bir ajandir. Biyolojik membranlardan kolay gecebilme ve yag

asitleriyle direkt olarak reaksiyona girebilme 6zelligi vardir (30)(Sekil 3).

OKSIJEN RADIKALI ‘

Kemotaksis
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|
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J

‘ HUCRE HASARI ‘

Sekil 3: Serbest oksijen radikalinin dokudaki dogrudan ve dolayh etkileri



Uzamis hipoksi nedeniyle membran potansiyeli, iyon gegisi ve endotelyal hiicrelerin
iskelet yapist bozulmakta; ayrica intraselliiler voliim artmaktadir. Bu degisiklikler sonucunda
enerji depolari ile prostasiklin ve NO gibi baz1 biyoaktif maddelerin yapimi azalir, endotelin ve
tromboksan A, gibi maddelerin yapimi artar (7).

Hiicre igerisinde olusan bu sitotoksik olaylar sonucunda ribozomlar graniillii endoplazmik
retikulumdan ayrilir. Polizomlar monozomlara parcalanir ve protein sentezi azalir. Bu asamadan
sonra iskemi hala devam ederse geri doniisimsiiz zedelenme ortaya ¢ikar. Hasara,
mitokondrilerde siddetli vakuolizasyon ve matrikste kalsiyumdan zengin, sekilsiz yogunluk

birikimi eslik eder (27).

2.2 Reperfiizyon

Iskemik dokudaki kan dolasgiminin ilaglarla veya mekanik miidahalelerle yeniden
saglanmasma reperfiizyon denir. Klinik olarak IR hasari siklikla transplantasyon, iskemik
serebrovaskiiler olay , miyokard enfarktiisii, sok/resiisitasyon ve turnike uygulamalari sonrasinda
goriilmektedir (31). Iskemi sonrasi kan akimmin tekrar baslamasi1 paradoksal olarak iskeminin
olusturdugu hasar artirir ve iskemik dokularda iskeminin olusturdugu hasardan daha fazla hasara
yol agabilir (32). iskemi ve reperflizyon periyotlarindan olusan bu zararh etkilerin tiimii IR hasar1
olarak adlandirilir (2).

Iskemi-reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili gesitli faktorler ileri siiriilmiistiir.
Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve humoral olaylar serisidir.
Ozellikle;
1) Serbest oksijen radikalleri,
2) Polimorf niiveli 16kositler (PMNL),
3) Kompleman sistemi,
4) Endotel hiicreleri olmak tizere baslica dort faktdr hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir
(33).

Reperflizyon hasarinin olusmasinda iki mekanizma etkilidir. Bu mekanizmalardan biri
hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz A,’ nin iskemik donemde kalsiyum etkisiyle aktive olarak
membranlardaki yag asidlerini pargalamasi ve diger mekanizma ise SOR agiga ¢ikmasidir (34).

Iskemik periyod siiresince dokuda iiretilen toksik SOR ve O2- radikalleri reperflizyon sirasinda



endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler permeabilite ve doku 6demine sebep olmaktadirlar (4,5).
Ayrica aktive olan adezyon molekiilleri ve sitokinler sistemik enflamatuar yanit1 baglatabilir.

Dolasim tekrar bagladiginda fazla miktardaki nikotin amid diniikleotid (NADH) oksijen
ile reaksiyona girerek siiperoksit olusturur. Noétrofillerin membranlarinda bulunan nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADPH)’ya bagli oksidaz enzim sistemleri serbest oksijen radikali
olusumunun en 6nemli kaynagidir.

Arasidonik asitten olusan Iokotrienler trombosit ve 10kositlerin, siiperoksit ise 16kositlerin
damar duvarina adezyonunu arttirir (6,7). Enflamatuvar olaylarda salinan timor nekrosis faktor
alfa (TNF-o), IR hasarinda 6nemli yeri olan mikrovaskiiler disfonksiyona neden olur.
Permeabilitedeki artis proteinlerin interstisyuma ekstravaze olmasma neden olmakta, bu da
o6demle sonuclanmaktadir (35). Sekil bozuklugu olan, adezyona ve migrasyona ugrayan lokosit
sayisinda, IR sonras1 c¢ok biiyiik artislar oldugu gosterilmistir (5,7,31). Ayrica fonksiyonel
kapiller damar sayisinda azalma oldugu saptanmistir (24).

Artan SOR’nin baslattigi lipid peroksidasyonu ve protein hasart sonucu hiicre
fonksiyonlar1 bozulur ve doku nekrozu ortaya ¢ikar (36). Serbest oksijen radikalleri hem dokuya
dogrudan zarar vermekte hem de PMNL’ rin hasarli dokuda birikmesine yol agmaktadir. Dokuya
gelen aktive PMNL’ler, myeloperoksidaz (MPO), elastaz, proteaz, kollajenaz, laktoferrin ve
katyonik proteinler gibi enzimleri agiga ¢ikarirlar. Bu enzimler dokudaki hasari arttirirken daha

fazla SOR olusmasina neden olurlar (37).

2.3.Bobrek Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi reperflizyon hasari renal transplantasyon ve septik sokla iligkili akut renal
yetersizlik gelisiminde en onemli patolojik mekanizmalardan biridir (34). Iskemi reperfiizyon
hasarma sekonder akut renal yetersizlik kotii prognoz ve yliksek mortalite orani ile iligkilidir (38).
Hayvan ve insan modellerinde uzamis iskeminin renal kan akiminda ve GFH'de azalmayla
sonuglandig1 gdsterilmistir (39). Iskemik akut renal yetersizlik, yetersiz kan akimiyla baslar.
Yetersiz kan akimi1 da azalmis kardiyak debi yaninda renal arter stenozu ya da tikanikligi veya
intrarenal kiigiik damarlarin ateroskleroz, ateroemboli, vaskiilit gibi nedenlerle hasarlanmasi

sonucu gelisir (34).
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Bobreklerdeki IR hasarmin mekanizmasi multifaktdriyel ve birbirine bagl hipoksi,
serbest radikal hasar ve enflamatuvar cevaplarla iligkilidir (40,41) (Sekil 4).

Iskemik bobrekte vazodilatér maddelerin etkisine karsi bir direng, vazokonstriktor
maddelerin etkisine karsi da asir1 duyarlilik vardir. Oksijenlenmenin bozulmasi ile artan

intraselliiler Ca™ birikimi afferent arteriyollerdeki direng artisina neden olur (42).

| Prerenal faktarler | AT

Prostaglandinler
MNO

|

| Renal kanlanmada azalma |

Endotel hiicre hasar ':____—/_—_’-'"—— l
MO azalir
ladheryon molekilleri artar

J Medualler hipoksi

inflamasyon |
Lékosit infiltrasyonu T Mediiller konjesyon
Lokositlerden proteazlar salgilamr ATF eksikligi

Sitozol Ca™ we ROS artis
Mitokondri hasan

]

Tubul hicre adhezyon molekil
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Tabiler hicre nekrozu -

Apoptozis Interstisyumda
T basing artis
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Hicreler aras adhezyon bozuklugu
Hicre dokillmesi

Elektrolit transportunda Tabdler tikaglann
bozukiuk Geriye szint olusmasi

Sekil 4: Iskemik ve akut tiibiiler nekroz (ATN) patogenezinde rol oynayan faktérlerin
sematik goriiniimii

NO: Nitrik oksit , AT-II: Anjiyotensin, ROS: Serbest Oksijen Radikalleri
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Aktive nétrofiller IR nin indiikledigi endotelyal hiicre hasarlanmasiyla olusan renal hasar
patogenezinde rol oynar ve boylece renal kan akimi azalir. Kelly ve ark. (43) nétrofil adezyon
inhibisyonunun iskemik renal hasari Onledigini gostermislerdir. Aktive notrofiller endotelyal
hasar yapabilen ¢esitli enflamatuvar mediyatdrleri salgilarlar . Notrofil elastaz ve serbest oksijen
radikallerini iceren bu mediyatorler vaskiiler permeabiliteyi arttirir, bdylece doku kan akiminda
azalmaya yol acarlar (44,45).

TNF-o, iiretimi IR’nun indiikledigi renal hasari arttirir (46). TNF-a, néotrofilleri aktive
eder. Renal kan akiminda azalma yiliksek enerjili fosfatlarin azalmasi ve hiicre membranindan
iyon ge¢isinin bozulmasi sonucu hiicre hasariyla sonuglanir. Hasarin ciddiyeti iskeminin siiresine
ve kollateral dolasimm yeterliligine baghdir. Bobrege kan akimmin yeniden saglanmasiyla akim
korteksten medullaya dogru yon degistirir, boylece kortikal perflizyon ve glomerular filtrasyonun
bozulmasi pahasina metabolik olarak hassas olan medullanin oksijenasyonu korunur (47).

Normal fizyolojik sartlarda oksijen parsiyel basinci korteksten medullaya dogru inildikge
azalmaktadir. Bébregin IR hasar1 oncelikle bobregin hipoksiye duyarli oldugu medullasindan
bagslar. Bobrege gelen kan akiminin biiyiik kismi renal korteksten geger ve renal medullanin
kanlanmasini saglayan vaza rektaya ¢ok az kan gider; bu da renal mediillayr hipoksiye daha
duyarli hale getirir (48,49). Iskemik hasar tiibiiler disfonksiyona ve sodyum geri emiliminde
azalmaya neden olur; bdylece distal kisimlara giden sodyum miktar1 artar, glomeriiler
vazokonstriksiyon ve glomeriiler filtrasyonda azalmaya sebep olan tiibiiloglomeriiler feedback
denen refleksin aktiflesmesi saglanir. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji depolarinin
azalmasma, endotel ve diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasma neden olur. Bu
da hiicresel sisme ve ¢evre dokularda hipoksinin artmasina yol agar (48). Hiicrelerde aktin hiicre
iskeleti yapisinda da bozulma izlenir. Bu bozulma kan akimindaki degisikliklerde de rol
oynamaktadir. Hipoksi sirasinda intraselliiler Ca™ konsantrasyonu artisina bagli kalpain (Ca™
bagiml nétral sistein proteaz) aktivitesi artis gdsterir. Iskemik renal hasar sirasinda da spektrin ve
ankirin gibi aktin baglayici proteinlerin bazolateral membrandan sitoplazmaya yoneldigi ve sonra
da bu proteinlerin yikiminin arttigi goriillmistiir. Tiibiiler hiicrelerde izlenen bu degisiklikler
proksimal tiibiil hiicrelerinin firgams1 kenarlariin ve hiicrelerin bazal membrandan koparak tiibiil
limenine dokiilmesine ve tiibiil limeninde tikanmaya sebep olur (42,48). Tiibiiler hasar

gelisimindeki bir diger mekanizma da oksidatif strestir. Proksimal tiibiil hiicrelerinin metabolik
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acidan yogun olmalari, akut tiibliiler nekroz (ATN) sirasinda mitokondriyal hasar ve
intrasitoplazmik Ca ' artis1 nedeniyle, oksidatif molekiiller fazla miktarlarda olusur (49).

Preglomeriiler vazokonstriksiyon ~ GFH' nin azalmasindaki en o©nemli nedendir.
Norohormonal cevabin uyarilmasi ile renin anjiyotensin (AT-II) aldosteron sistemi aktive olur.
Sempatik sinir sistemi de ndrohumoral uyari ile aktive olur ve vazopressin salgilanmasi artar.
Afferent ve efferent arteriyollerde vaskiiler rezistans artar. Glomeriiler plazma akimi %30-50
oraninda azalir. Katekolaminlerin, AT-II ’nin ve endotelinin seviyeleri artar. Bunun sonucunda
vazokonstriksiyon gelisir. Vazokonstriksiyonun erken déneminde kompanzatuvar mekanizmalar
da olusur. Baslangicta, lokal miyenterik refleks, AT-II ve prostaglandin sentezi ile renal kan
akimi kompanze edilir.

Hipoksinin devam etmesi ve enflamatuvar cevap, akut bobrek yetersizliginin (ABY)
uzama fazinda rol oynar. Akut tiibiiler nekrozun baslangicindaki iskemik olay diizelse bile kan
akimi bozukluklart ATN gelistikten sonra da devam etmektedir. Reperflizyon sonrasinda bobrek
kan akiminda % 50 ‘ye varan azalma goriliir (50). Renal kan akimindaki bu kalic1 azalma no-
reflow fenomeni olarak tanimlanmistir (51). Bu fenomeni agiklamak igin birkag faktor One
stiriilmiistiir. Vazodilatator ve vazokonstriktor mediyatorler arasinda dengesizlik, artmis
endoteliyal gegirgenlik, artmis 16kosit adezyonu, ekstravaskiiler 16kosit birikimi bu faktorlerden
bazilaridir. Hayvan modellerinde endotel gecirgenliginin iskemik ABY sonrasinda arttigi
bilinmektedir. Gelisen interstisyel 6dem kan akimini, medulladaki damarlara basi uygulayarak
daha da bozabilmektedir. Bu durum lokositlerin endotel hiicreleri ile karsilagsmasi olasiligini
artirmaktadir. Eritrositler ve 10kositlerin medullada biriktikleri deney hayvanlarinda gosterilmistir

(52,53).

2.4.Farmakolojik Kosullama

Iskemi reperfiizyon hasarmin etkilerini azaltmak igin kullanilan yontemler arasinda
farmakolojik kosullama en sik tercih edilenlerden biridir (11).

Farmakolojik kosullama koruyucu (6n kosullama) ve/veya tedavi edici (ard kosullama)
olarak uygulanabilir (12). Bu amagla bébrek IR hasarinda farkli ilaglarin kullanildigi birgok

calisma yapilmistir. Magnezyum, N-asetil sistein, aktive protein C, alfa melanosit stimiile edici
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hormon, statin ve deksmedetomidin gibi ajanlarin IR hasarmi azalttig1 yapilan galismalar ile

gosterilmistir ( 9,14,15).

2.4.1.Magnezyum

Magnezyum viicutta en ¢ok bulunan 4. katyondur. Baskin olarak hiicre i¢i katyondur.
Magnezyum kan mononiikleer hiicreleri dahil c¢esitli hiicrelerde enzimatik reaksiyonlar, hiicre
kanallari, reseptdrler ve hiicre igi sinyal molekiilleri {izerinde etkilidir. Iyon kanal
diizenleyicisidir, hiicresel iyon dengesinin korunmasina katkida bulunur. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu azaltarak diiz kaslarda gevseme saglar ve vazodilatator etki gosterir. Ayni
zamanda endokrin fonksiyonlar ve protein sentezi i¢in gereklidir (9).

Magnezyum siilfat potent antienflamatuvar ve antioksidan etkiye sahiptir. Endotoksin
bagimli enflamatuvar molekiil upregiilasyonunu inhibe eder (54).

Magnezyum L tipi kalsiyum kanal blokeridir. L tipi kalsiyum kanal uyarimi ile hiicre i¢i
kalsiyum artar, hiicre i¢i kalsiyum artist enflamatuvar yanitt arttirir.Bunun sonucunda
mitokondriyal fonksiyon hasari, nekroz yada apopitozis meydana gelir. L tipi kalsiyum kanal
blokaji IR hasarindan korumada etkili olabilir (54).

Magnezyum endoteliyal prostosiklin salinimi yoluyla vazodilatasyona neden olur. Ayrica
platelet aktivasyonunu azaltarak trombozu Onler. Lipid peroksidasyonunu direkt inhibe ederek
endoteliyal ve noronal reperfiizyon hasarini azaltir (55).

Magnezyum siilfat kullanimi1 reperflizyonda mikrosirkiilasyonu yeniden diizenler, organa
total kan akismi arttirir, hiicre 6demini azaltir. Kalsiyum tasiyict mekanizmasmdaki etkisi ile
kalsiyum yiiklenmesini ve doku hasarini azaltir, ayn1 zamanda iskemide azalan ATP seviyelerini
restore eder. Magnezyum iyi bilinen bir NMDA reseptor antagonistidir (55).

Ming-Chang ve ark (54); bilateral alt ekstremite IR hasarina bagl akciger zedelenmesinde
Mg siilfatin koruyu etkilerini arastirdiklart ¢aligmalarinda, reperfiizyondan hemen sonra 100
mg/kg intravendz (i.v.) Mg siilfat vermisler ve Mg siilfat ile bilateral alt ekstremite IR hasarina
bagli akut akciger hasarmin azaldigini gostermislerdir.

Kaptanoglu ve ark (56); intrauterin IR hasarinda Mg siilfatin fetal deride koruyucu
etkilerini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda ratlara IR hasarindan 20 dakika 6nce 600 mg/kg Mg siilfat

intraperitoneal (i.p.) olarak vermisler ve Mg siilfatin koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir.
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Hwang ve ark (57); spinal kord iskemik hasarinda Mg siilfatin koruyucu etkilerini
aragtirmiglardir. Ratlar 3 gruba ayrilmis, 30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg Mg siilfat
cerrahiden 30 dk once ve 10 dk siireyle infiizyon seklinde verilmistir. Magnezyum siilfatin bu
dozlarda spinal kord iskemisinde koruyucu etkisi gosterilememistir.

Xiao ve ark (58); tavsan renal iskemi reperflizyon modelinde Magnezyum siilfatin
koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Calismalarinda renal iskemiden Once ve iskemi sirasinda
Iml/kg/sa (25mg/kg) Mg siilfat vermisler ve sonug olarak Mg siilfatin renal iskemide koruyucu
etkinlik gosterdigini belirtmislerdir.
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi T1ip Fakiiltesi (DEUTF) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onayr alindiktan sonra DEU Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvarinda
gergeklestirildi. Caligmada agirliklar1 250-300 g arasinda degisen 28 adet Wistar albino cinsi
eriskin erkek rat kullanildi. Ratlar arastirma baslangicina kadar oda sicakliginda (21-22 °C ) %
40-60 nisbi nemde 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik ortamda tutulup standart pellet yem ve

suyla beslendi. Deney dncesi herhangi bir yem ve su kisitlamasina gidilmedi.

3.1.Anestezi Uygulamasi

Anestezi i.p. 50 mg/kg ketamin ( Ketalar flk., Pfizer Pharma GMBH, Germany) ve 10
mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne % 2, Alfasan International, Holland) ile saglandi,
gerektiginde ratlarin anestezi derinligini sabit tutmak i¢in idame ketamin (yar1 dozda, 25 mg/kg)

refleks yanitlara (pensetle ayaga agrili uyaran verilmesi-pedal refleks, palpebral ve komeal

refleksler) bakilarak tekrarlandi.

3.2.Deney Gruplari ve Protokol

Grup I (Sham, n=6): Laparotomi sonrasi sol renal pedikiil diseke edilip bagka bir girigim
yapilmadan ratlar 345 dk. daha anestezi altinda bekletildi. Bdylelikle tiim gruplarda IR siiresi
kadar ( 345 dk.) anestezi siiresi saglanmis oldu.

Grup II (IR- kontrol, n=7): Laparotomi sonrasinda sol bobrege 45 dk. total iskemi

sonrasi 5 saat reperfiizyon uygulandi.

Grup III (Mg-I, n=7): Laparotomi sonrasinda renal iskemiden 5 dakika 6nce 200 mg/kg
(yaklagik 0.25-0.35 ml) Mg siilfat (Magnezyum siilfat ; 1500 mg/ 10 ml amp, Biofarma, Tiirkiye)
i.p. verilip sol bobrege IR (45 dk. Iskemi + 5 saat reperfiizyon) uygulandi.

Grup IV (Mg-R, n=7): Laparotomi sonrasinda sol bobrege IR (45 dk. Iskemi + 5 saat
reperflizyon) uygulanip reperflizyonun 5. dakikasinda 200 mg/kg (yaklasik 0.25-0.35 ml) Mg
stilfat (Magnezyum siilfat ; 1500 mg/ 10 ml amp, Biofarma, Tiirkiye ) 1i.p. verildi.
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Grup | (Sham) |:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:|

Grup Il (IR kontrol) I | |

Odk  45dk 345 dk

Grup Il (Mg-1) =1 I |

-5.dk 0dk 45 dk 345 dk
Grup IV (Mg-R) I ey |
Odk  45dk 5. dk 345 dk

Sekil 5: Deney protokoliiniin sematik goriiniimii.

;Sham igin operasyon ve bekleme siiresi, [] ; Reperflizyon stiresi 300 dk
M ;iskemi siiresi 45 dk., 5 ; iskemiden 5 dk dnce intraperitoneal 200 mg/kg Mg siilfat bolus
i reperfiizyonun 5. dakikasinda intraperitoneal 200 mg/kg Mg siilfat bolus

3.3.Deneysel Calisma Modeli

Tim ratlar anestezi uygulamasindan sonra supin pozisyonda operasyon masasina
sabitlenerek abdomen orta hat insizyonu ile agild1, sol bobrek aciga ¢ikarilip renal pedikiil diseke
edildi. Ratlar1 hipotermiden korumak i¢in ¢alisma siiresince operasyon masasi isitict bir lamba ile
isitild1 ve rektal prob ile Slgiilen viicut sicakligi 37-37,5 °C arasinda tutuldu. Dehidratasyonu
onlemek amaciyla saat basi i.p. serum fizyolojik soliisyonu 3 ml/kg uygulandi. Bekleme siireleri

boyunca batn 1slak steril tamponlar ve cerrahi pens ile kapatildi.
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Bibrek Iskemi Reperfiizyon Modeli

Sol bobrek total iskemisi; atravmatik mikrovaskiiler klemp ile renal pedikiil sikistirilarak
olusturuldu. Yeterli okliizyon renal pedikiilde pulsasyon olmamasi ve bobrekte solukluk olugsmasi
ile dogrulandi. iskemi siiresi (45 dk.) tamamlandiktan sonra mikrovaskiiler klemp serbestlestirilip
reperflizyon saglanip kan akimmin dondiigii fizik muayene (renal pedikiillerde arter nabzinin
alinmasi ve soluklugun gegmesi) ile dogrulandi.

Tim gruplarda total galisma siiresi sonunda histomorfolojik inceleme igin sol bobrek
cikarildr ve ratlar yiiksek doz anestezi uygulamasi ile sakrifiye edildi. Doku 6mekleri % 10’luk

tamponlu formaldehid iginde fikse edilip bobrek hasart histomorfolojik olarak degerlendirildi.

3.4.Histomorfolojik degerlendirme

Histomorfolojik inceleme i¢in ratlardan elde edilen bobrek dokulart %10’luk tamponlu
formaldehid soliisyonunda fikse edildikten sonra fiksatifin uzaklastirilmas: amaciyla 1 gece
akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon igin sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde
20’ser dakika (dk.); ardindan 3 farkli aseton serisinde 20’ser dk tutuldu. Seffaflastirma amaciyla
30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutulduktan sonra 1’er saatlik 2 kez parafin ile immersiyonu
saglandi. Daha sonra dokular parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary mikrotom (RM 2255,
Leica,Koln, Germany) araciligi ile 5 pm’lik (Feather S35 mikrotom bigagi) parafin kesitler alind1
(Tablo1).
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Tablo:1 Rutin Doku Takibi

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk Formaldehit 3 gilin
Fiksatiften Uzaklagtirma Akarsu 1 Gece
Dehidratasyon %70’lik Alkol 20 dk
Dehidratasyon %80’lik Alkol 20 dk
Dehidratasyon %96°lik Alkol 20 dk
Post Fiksasyon Aseton 1 20 dk
Post Fiksasyon Aseton 2 20 dk
Post Fiksasyon Aseton 3 20 dk
Seffaflandirma Xylol 1 30 dk
Seffaflandirma Xylol 2 30 dk
Bloklama Parafin 1 60 dk
Bloklama Parafin 2 60 dk
Bloklama Parafin

19



Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon islemi igin 30 dk. 60°C’lik etiivde birakildi. Ardindan
ilki 20 dk. (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absoli alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol serilerinden
gecirildi, kesitler distle su ile calkalandiktan sonra 10 dk. Hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin
dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dk akarsuda yikanan kesitler, 2 dk. Eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,
%80, %96 ve 2 seri Absolii alkol serilerinden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dk
iic degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile

kapatildi.
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Tablo 2. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 30 dk
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 20 dk
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda Isisinda) 10 dk
Deparafinizasyon Ksilen 3 10 dk
Rehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Rehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 96 Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 80 Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 70 Alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akarsu 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama % 70 Alkol Calkalama
Dehidratasyon % 80 Alkol Calkalama
Dehidratasyon % 96 Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen 1 20 dk
Seffaflagtirma Ksilen 2 20 dk
Seffaflagtirma Ksilen 3 20 dk
Kapama Entellan
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Bobrek dokusunun histomorfolojisinin degerlendirilmesi

Boyama isleminden sonra elde edilen kesitler 151k mikroskopik olarak incelendi (Olympus
BX-50 Tokyo, Japonya) ve kesitlerden elde edilen goriintiiler yiiksek resoliisyonlu bir kamera
(Olympus DP-70, Japonya) iceren bilgisayara aktarilarak digital olarak fotograflar1 c¢ekildi.
Cekilen digital fotograflar digital goriintii analiz programi (UTSCSA; Image tool version 3,0 for
Windows.Texas, USA) ile degerlendirildi. Deney gruplarina ait bobrek dokusu kesitlerinde 151k
mikroskopik olarak; mononiikleer hiicre (MNH) enfiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, kapiller
dilatasyon, renal korpiiskiil morfolojisi, proksimal tiibiiluslarda vakuolizasyon, apopitoz, firgamsi
kenar kaybi, tiibiiler dilatasyon, kast formasyonu DEUTF gérevli bir histolog tarafindan kor
olarak degerlendirildi. Kesitlerden elde edilen goriintiiler degerlendirilirken semikantitatif olarak
tiibiilointertisyel hasar icin (tiibiiler firgams1 kenar kaybi, tiibiiler dilatasyon, kast formasyonu,
vakuolizasyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, renal korpiiskiil
morfolojisi gibi parametreler i¢in) skorlama yapildi. Skorlama 0=hi¢ yok, 1= % 0-25, 2= % 26-

50, 3= % 51-75, 4= % 76-100 olarak uygulandi.

3.5.Dislama Kriterleri

Resiisitasyon gereksinimi olan ratlarin ¢alisma dis1 tutulmasi karart alinmis olup Sham

grubunda 1 denege resiisitasyon uygulandigindan ¢alisma dis1 birakildi.

3.6.istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme icin Statistical Package of Social Sciences 15 (SPSS
15.0,Chicago, IL, USA) programi kullanildi. Verilerin analizinde Kruskal-Wallis varyans analizi,
gruplarin ikili karsilagtirmalari icin Mann-Whitney U testi uygulandi. Tiim veriler ortalama +
standart sapma (ort = ss) olarak gosterildi. Istatistiksel olarak p < 0.05 degeri anlaml1 kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Dokuz Eyliill Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlann Laboratuvari'nda

gergeklestirilen ¢alismaya toplam 28 rat dahil edildi. Resiisitasyon uygulanan bir rat ¢alisma

dis1 birakildigindan 27 denek ¢alismayi tamamladi.

Tablo 3: Gruplara ait histomorfolojik hasar skorlar

KV MNHE TD GD HHTS
G"“I(’nlz(g‘)ham) 0,16+0.40 0,16+0.40 0,00+0,00 0,00£0,00 | 0,33+0,51
G“EE:I;)(R) 1,42:0,53 1,420,53 142:0,53 0,71£0.75 | 5,00+2,23
G"“p(fllzl%vlg -D 0,57:0,53 0,8520,69 1,00£0,57 028£048 | 2,71%1,38

Grup IV(Mg- R)

(n=7) 1,00£0,81 1,140,69 1,2840,75 0,57+0,53 | 4,00+2,38

a * * * *

p 0,01 0,01 0,003 0,10 0,001

Veriler ort + ss olarak belirtildi.

®Kruskal Wallis testi,*p <0,05: Gruplar arasi karsilastirma.

KV: Kapiller Vazodilatasyon
MNHE: Mononiikleer Hiicre Enfiltrasyonu
TD: Tiibiiler Degisiklikler

GD: Glomeriiler Degisiklikler
HHTS: Histomorfolojik Hasar Toplam Skoru
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Bobrek Histomorfolojik Hasar Skorlar

1) Kapiller vazodilatasyon

Sham (0,16£0.40), IR (1,42+0,53), Mg-i (0,57+0,53), Mg-R (1,00£0,81) gruplar
incelendiginde Sham grubunda vazodilatasyon skorlar1 IR grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulundu (p= 0.005). Sham grubu ile Mg-I ve Mg-R gruplarinin vazodilatasyon skorlari
arasinda anlamli fark bulunmadi (p= 0,23; p =0,07,siras1yla ). iskemi Reperfiizyon grubu ile
Mg-1 grubunun kapiller vazodilatasyon skorlar1 karsilastinldiginda Mg-1 grubunda hasar
skoru anlamli olarak daha diisiik saptandi (p =0.03). Iskemi Reperfiizyon grubu ile Mg-R
grubu karsilastinldiginda kapiller vazodilatasyon skorlarinda iki grup arasinda anlamli fark
bulunmad1 (p= 0,38). Mg-I ile Mg-R gruplar1 arasinda kapiller vazodilatasyon skorlarinda
anlamli fark saptanmadi (p= 0,38).
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Sham i/R MGI MGR

Grafik 1: Bobrek histomorfolojik incelemesinde kapiller vazodilatasyon skorlari

* IR Grubu ile Sham Grubu Karsilastirildiginda (p= 0,005)
** Mg -1 Grubu ile IR Grubu karsilastirildiginda (p= 0,03)
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2) Mononiikleer Hiicre Enfiltrasyonu

Sham (0,16£0.40), IR (1,42+0,53), Mg-i (0,85+0,69), Mg-R (1,14+£0,69) gruplar
incelendiginde Sham grubunda mononiikleer hiicre enfiltrasyonu (MNHE) skorlar1 IR
grubuna gére anlamh olarak diisiik bulundu (p= 0,005). Sham grubu ile Mg-I grubu
karsilastirildiginda MNHE skorlar1 arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,10). Mg-R
grubunda enfiltrasyon skorlart sham grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p =
0,02). Iskemi Reperfiizyon grubu ile Mg-I ve Mg-R gruplar1 karsilastinldigimda MNHE
skorlart arasinda anlaml fark saptanmadi (p= 0,16 ; p= 0,53, sirasiyla). Mg-I ile Mg-R
gruplart arasinda MNHE skorlarinda anlamli fark bulunmadi (p= 0,53).

1,6 - *
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* %k
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Sham i/R MGI MGR

Grafik 2. Bobrek histomorfolojik incelemesinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu skorlari

* IR Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda (p= 0,005)
** Mg-R Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda (p = 0,02)
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3) Tiibiiler Degisiklikler

Sham (0,00+0,00), IR (1,42+0,53), Mg-i (1,00+0,57), Mg-R (1,28+0,75) gruplar
incelendiginde Sham grubunda tiibiiler degisiklik (TD) hasar skorlar1 IR, Mg-I ve Mg-R
gruplarindan anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,001, p=0,008, p=0,008 sirasiyla). Iskemi
Reperfiizyon grubu ile Mg-I ve Mg-R gruplarmin TD skorlar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi (p= 0,25; p= 0,80, swrasiyla ). Mg-I ile Mg-R gruplan
arasinda TD skorlarinda anlamli fark bulunmadi (p= 0,45).
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Grafik 3: Bobrek histomorfolojik incelemesinde tiibiiler degisiklik skorlari

* IR Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda  (p=0,001)
**  Mg-I Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda (p=0,008)
*** Mg-R Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda (p=0,008)
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4) Glomeriiler Degisiklikler

Sham (0,00+0,00), IR (0,71£0.75), Mg-i (0,28+0,48), Mg-R (0,57+0,53) gruplar
incelendiginde (). Sham grubu ile IR, Mg-I ve Mg-R  gruplarinin GD skorlan
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.03, p= 0,44; p= 0,10,
sirastyla). Iskemi Reperfiizyon grubu ile Mg-1 grubu karsilastirldiginda GD skorlar1 arasinda
anlamli fark bulunmad: (p=0,31). Iskemi Reperfiizyon grubu ile Mg-R grubu
karsilastirildiginda GD skorlari arasinda anlaml fark saptanmadi (p= 0,80). Mg-I ile Mg-R
gruplar arasinda GD skorlarinda anlamli fark bulunmadi (p= 0,38).
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Sham i/R MGI MGR

Grafik 4. Bobrek histomorfolojik incelemesinde glomeruler degisiklik skorlar:
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5) Histomorfolojik Hasar Toplam Skoru

Sham (0,33+0,51), IR (5,00+2,23), Mg-i (2,71+1,38), Mg-R (4,00+£2,38) gruplar
incelendiginde Sham grubunda histomorfolojik hasar toplam skoru (HHTS) IR, Mg-i ve Mg-
R gruplarindan anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,001, p=0,002, p=0,002, siras1yla). Iskemi
Reperfiizyon grubu ile Mg-1 grubu karsilastinldiginda Mg-I grubunda HHTS anlamli olarak
diisiik bulundu (p=0,05). iskemi Reperfiizyon grubu ile Mg-R gruplar karsilastirildiginda
HHTS skorlar1 arasinda anlamli fark saptanmadi (p= 0,38). Mg-i ile Mg-R gruplari arasinda
HHTS degerleri arasinda anlaml fark bulunmadi (p=0,31).

* % * %k %k

Sham i/R MGI MGR

Grafik 5: Bobrek histomorfolojik hasar toplam skorlari

* IR Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda (p=0,001)
#*  Mg-I Grubu ile Sham Grubu karsilastirildiginda (p=0,002)
*** Mg-R Grubu ile Sham Grubu karsilagtirildiginda (p=0,002)
# Mg -1 Grubu ile IR Grubu karsilastirildiginda (p= 0,05)
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Histomorfolojik o6zellikler incelendiginde; sham grubunda korteksin disinda fibroz
kapsiiliin saglam olarak bulundugu, korteksteki renal korpiiskiillerin normal yapida oldugu,
bowman kapsiiliiniin pariyetal ve visseral yapraginin normal histolojik yapida oldugu belirlendi.
Epitel hiicreleri karakteristik yap1 ve 6zelliklerini korumaktaydi (Resim 1,2).

Iskemi-reperfiizyon grubunda ise kortikal bdlgede daha fazla olmak iizere peritiibiiler
alanda mononiikleer hiicre enfiltrasyonu, proksimal tiibiil hiicrelerinde fircams1 kenar kaybi,
tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon gozlendi. Bazi tiibiillerde proteindz madde birikimi ile birlikte
tiiblil limeninde hiicre debrisleri izlendi. Korteksteki baz1 bolgelerde, damarlarda vazodilatasyon
ve eritrosit ekstravazasyonu dikkati ¢ekti (Resim 3,4,5).

Mg-I grubunda kortikal bodlgede ozellikle peritiibiiler alanda mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda, tiibiil hiicrelerinde gozlenen dejenerasyonlarda ve kortekste eritrosit
ekstravazasyonunda IR grubuna gore azalma gdzlendi. IR grubunda incelenen mikroskopik
alanlarda, tiibliluslarda gozlenen fircamsi kenar kaybi, tiibiiler atrofi, tiibliler dilatasyon,
vakuolizasyon, tiibiillerde proteinéz madde birikimi ile birlikte tiibiil liimenine hiicre debrisleri
Mg-I grubunda daha az oranda gozlendi (Resim 6).

Mg- R grubunda ise, IR grubuna gére dzellikle peritiibiiler alanda mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda, glomeriiler degisikliklerde ve kortekste eritrosit ekstravazasyonunda azalma
gozlendi. IR grubunda tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon ve vakuolizasyon ile tiibiillerde
proteindz madde birikimi ile birlikte tiibiil liimenine hiicre debrisleri ve firgams1 kenar kaybinin

Mg-R grubunda Mg - I grubuna gére daha az oranda korundugu gozlendi (Resim 7).
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Resim 1 A,B: Sham grubuna ait Hematoksilen — Eozin (H-E) ile boyanmis
kesitler. (X10)(X40)G:glomeriil, P:proksimal tubul, D: distal tubul, ( —p ):
firgamsi kenar

30



-

LA

¢ 4

4R X ¥ g
h

\\*.wwr»

&
v

W
s R GO7 v

~s

2

E) ile boyanmis
(=)

kesitler. (X40).G:glomeriil, P:proksimal tubul, D: distal tubul

fircamsi kenar

Resim 2 A,B: Sham grubuna ait Hematoksilen — Eozin (H
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Resim 3 A,B: IR grubuna ait Hematoksilen — Eozin (H-E) ile boyanmig
kesitler. (X40)..G:glomeril, P:proksimal tubul, D: distal tubul, ( =):
tithiillerde proteindz madde birikimi, ( y) liimene dokiilmiis proksimal
tibal epitel hiicreleri
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Resim 4 A,B: IR grubuna ait Hematoksilen — Eozin (H-E) ile boyanmis
kesitler. (X40).G:glomertil, P:proksimal tubul, D: distal tubul, ( =—:
tiibiillerde protein6z madde birikimi, (  # eritrosit ekstravazasyonu
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Eozin (H-E) ile boyanmis

- IR grubuna ait Hematoksilen —

Resim 5 A,B:

(=)

>

P:proksimal tubul, D: distal tubul

proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon

>

kesitler. (X40).G:glomeriil
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-E) ile boyanmis

Eozin (H

Resim 6 A,B: Mg-I grubuna ait Hematoksilen

, D: distal tubul, ( =% imene
*) tibiillerde proteindz madde

P:proksimal tubul

k)

kesitler. (X40).G:glomeriil

dokilmusg proksimal tibiil epitel hiicreleri (

birikimi
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=)

tiibtillerde proteindz madde birikiminin diger gruplara gore azalmis oldugu

g0rinim.

(¥ mononiikleer hiicre infiltrasyonunun ve (

el

R grubuna ait Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanmus.
glomertil, P:proksimal tubul, D: distal tubul, (—):

Resim 7 A,B: Mg-
kesitler.. (X40).G:
eritrosit ekstravazasyonu
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5. TARTISMA

Bobrek IR hasari iskemi ve onu takip eden reperfiizyon sirasinda olusan olaylara bagl
meydana gelen, bobregi fonksiyonel ve morfolojik olarak hasarlayan kompleks enflamatuvar bir
durumdur. Renal iskemi hiicresel disfonksiyon ve nekroz gibi olaylar serisini baslatmaktadir.
Iskemi reperfiizyon hasar1 patogenezini agiklamak icin birgok mekanizma tarif edilmis olmakla
beraber, tedavisi hakkinda bilgiler sinirlidir (59-62).

Bu deneysel ¢alismada; rat renal IR modelinde iskemi éncesi uygulanan Mg siilfatin renal
IR hasarin1 histomorfolojik olarak anlamli diizeyde azalttig1 gdsterildi.

Deneysel bobrek IR hasar modeli olusturmak igin farkli iskemi ve reperfiizyon siireleri
kullanilmistir. Williams ve ark. (63) renal arter ve veni 45 dk. klempleyerek iskemi olusturduklar
calismalarinda, reperfiizyondan sonraki 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 9, 24. saatlerde ve 1 hafta sonra kan ve
doku Orneklerini almislardir. Renal hasarin en erken 45 dk.lik iskemiyi takiben 4. saatte
basladigini bildirmislerdir Bozkurt ve ark.nin(64) calismalarinda 45 dakika iskemi sonrasi 60
dakika reperfiizyon uygulanmis ve 60 dakika sonunda ratlar sakrifiye edilmistir. Williams ve ark.
(63) ile Cochran ve ark.(65) reperflizyon sonrasi renal hasarin en erken 4. saatte gorildiigiini
belirtmislerdir. Bu veriler ile uyumlu olarak bu ¢alismadaki deneysel modelde 45 dk.iskemi ve
300 dk. reperflizyon siiresi uygulandi.

Bu calismada sol bobrek total iskemisi; atravmatik mikrovaskiiler klemp ile renal pedikiil
sikistirilarak  olusturuldu. Histomorfolojik degerlendirme sonucunda Sham grubunda tiim
degerlendirme &lgeklerinde IR grubuna gére anlamh diisiik skorlar saptanmasi IR modelinin
dogru uygulandigmi gostermektedir.

Farmakolojik kosullama koruyucu (6n kosullama) ve/veya tedavi edici (ard kosullama)
olarak uygulanabilir (12). Magnezyum siilfat bobrek, cilt, beyin, akciger IR hasari tedavisinde
daha 6nce kullanilmis bir molekiildiir ( 9,13,14,15).

Magnezyum siilfatin farkli organ IR hasari tedavilerinde farkli dozlarda kullanildig
calismalar bulunmaktadir. Ming-Chang ve ark. (54) bilateral alt ekstremite IR hasarma bagl
akciger zedelenmesinde reperfiizyondan hemen sonra 100 mg/kg i.v. Mg siilfat vermisler ve IR
hasarina baglh akut akciger hasarinin azaldigini gostermislerdir. Kaptanoglu ve ark. (56)
intrauterin IR hasarmda Mg siilfatin fetal deride koruyucu etkilerini arastirdiklar calismalarinda
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ratlara IR hasarindan 20 dakika 6nce 600 mg/kg Mg siilfat i.p. olarak vermisler ve Mg siilfatin
koruyucu etkisini gostermiglerdir. Hwang ve ark. (57) spinal kord iskemik hasarinda Mg siilfatin
koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Ratlar 3 gruba ayrilmis, 30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg
Mg siilfat cerrahiden 30 dk once ve 10 dk siireyle inflizyon seklinde verilmistir. Magnezyum
siilfatin bu dozlarda spinal kord iskemisinde koruyucu etkisi gosterilememistir. Calismamizda
Mg siilfat tedavisi iskemiden 5 dakika once ve reperflizyonun 5. dakikasinda 200 mg/ kg i.p
olarak uygulanmustir.

Magali de Araujo ve ark. (9) bobrek IR hasarinda magnezyumun etkilerini
incelemislerdir. Magnezyum ile tedavi edilen ratlarda daha yiiksek GFH degerleri ve daha yiiksek
vazodilatasyon skorlar1 bulmuslardir. Magnezyumun vazodilatasyon arttirict etkisi 6zellikle
nitrik oksit salmimimi arttirmasina ve eNOS salinimimi diizenlemesine baglanmaktadir. Bu
calismada ise farkli olarak sham grubu ile Mg-I ve Mg-R gruplarinin vazodilatasyon skorlar
arasinda anlamli fark bulunamadi.

Magnezyumun kan mononiikleer hiicreleri dahil birgok hiicrede enzimatik reaksiyonlar,
hiicre iyon kanallari, hiicre reseptdrleri, hiicre i¢i sinyal iiretimi tizerinde etkileri vardir (66).
Ancak Magali de Araujo ve ark. (9) ¢alismalarinda magnezyum siilfat grubunda mononiikleer
hiicre enfiltrasyonunda azalma gérmemistir. Bu calismada ise MNHE skorlar1 Sham ve Mg-I
gruplart arasinda benzer olmakla beraber, Mg-R grubunda MNHE skorlart Sham grubuna gore
anlamli olarak daha yliksek bulundu. Bu da bize iskemi 6ncesi uygulanan Mg siilfatin MNH
enfiltrasyonunu azalttigin1 gostermektedir Gézlem periyodlarinin daha uzun tutulmasiyla tiim
Mg siilfat gruplarinda MNH enfiltrasyonunun azalacagi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismanin kisithiliklari; bobrek fonksiyon testleri, doku miyeloperoksidazi gibi
biyokimyasal parametrelerin ¢alisilmadan sadece histomorfolojik degerlendirme yapilmasi ve

daha uzun reperflizyon siireleriyle (24 saat gibi) ¢alisilmamasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; bu deneysel calismada rat renal IR modelinde Mg siilfat ile iskemi Oncesi
yapilan farmakolojik 6n kosullamanin bobrek IR hasarini  histomorfolojik olarak anlamli

diizeyde azalttig1 saptandi.

Major bobrek ve vaskiiler ameliyatlarda, IR hasarin1 énlemek icin iskemi dncesi Mg siilfat
uygulamasinin basit, noninvaziv ve giivenli bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak Mg
siilfat uygulamasimin etki mekanizmalar1 ve etkinlikleri agisindan farklarinin ortaya konacagi,

insandaki doz ve siirelerinin belirlenecegi daha ayrintili galismalara gereksinim vardir.
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