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OZET

RATLARDA SEPSISE BAGLI AKUT BOBREK HASARININ ONLENMESINDE
UZAK iSKEMIK ONKOSULLANMA
EYUP FATIH CIHAN, UZMANLIK TEZi, KONYA, 2020

Amag

Bu ¢alismanin amaci, kisa iskemik araliklarla, tek tarafli alt ekstemiteye uygulanan
uzak iskemik énkosullamanin (UiOK); ratlarda sepsise bagli akut bobrek hasari (ABH)
Uzerindeki etkilerini  histopataolojik incelemeyle, kan ve idrar belirtegleriyle

degerlendirmektir.

Ydntem

Ratlar alti gruba ayrildi. Her grupta on adet Wistar Albino cinsi sican kullanildi.
Sepsis modelini olusturmak igin cekal ligasyon ve ponksiyon (CLP) yontemi kullanildi.
Grup1 (Sham)'de sadece abdominal insizyon yapildi ve CLP uygulanmadi. Grup2 ve
Grup3'te CLP islemi uygulandi ve sirasiyla 24. Saatte ve 48.saatte islem sonlandirildi. Grup
4'te UIOK uygulandi, CLP uygulanmadi. Grup 5 ve 6'da CLP islemi éncesinde UIOK
uygulandi ve sirasiyla 24. ve 48. Saatte islem sonlandirildi. Kan, idrar ve doku érnekleri
alinarak prosedlr sonunda ratlar sakrifiye edildi. Batiin girisimsel islemler anestezi altinda
ratlarin spontan solunumlari korunarak gercgeklestirildi. Sonuglarin ilaca bagh bdbrek hasari
ile karismamasi icin hayvanlara antibiyotik tedavisi uygulanmadi. Kan &rneklerinden
kreatinin ve laktat degerleri calisildi. IGFBP-7 (Insulin Like Growth Factor Binding Protein-
7) ve TIMP-2 (Tissue inhibitér of Metalloproteinaze-2) diizeyleri idrardan ELISA ydntemi ile

Olclldu. Histopatolojik degerlendirme buttn ratlarin sol bdbreginden gergeklestirildi.

Bulgular

Bobrek histomorfolojik hasar toplam skoru Sham grubunda, diger gruplara gore
anlamli olarak digsik bulundu (p<0,01). Tubller Hasar Skoru sham grubuna gore sepsisin
24. ve 48. Saatinde (Grup2 ve 3'’te) istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir ve en fazla
hasar skoru Grup3'te (sepsisin 48.saati grubunda) gérilmustir. UIOK uygulanan ratlarla
uygulanmmayanlarin kiyaslamasinda da sepsis sonrasi 24. saat ve 48.saat gruplarinda;
UIOK yapilanlarda (Grup5 ve 6'da) tibller hasarin azalmasi ileri derecede anlamli sekilde
bulunmustur (p<0,001), apoptozisin azalmasi da anlamli bulunmustur (p<0,05). idrar
numunesinden O6lgtlen hicre siklus arrest biyobelirtecleri, hem IGFBP-7 hem de TIMP-2

sepsis sonrasi 24.saat ve 48. Saat gruplarinda (Grup2 ve 3 ‘te); sham grubuna ve



birbirlerine gbre anlamh artis gosterdi. (p<0.05). Ayrica sepsis sonrasi 24. ve 48. saatlerde;
islem 6ncesi UIOK yapilan gruplarda (Grup5 ve 6°da), yapilmayanlara gére IGFBP7*TIMP2
degerlerinde anlamli azalma gorilmus (p<0.05), kreatinin ve laktat degerlerindeki degisim

anlamsiz bulunmustur. (p>0,05)

Sonug
Yapmis oldugumuz bu deneysel hayvan galismasinda UIOK'nin, sepsise bagli akut
bdbrek hasarinda tibiler hasari ve apoptozisi azaltarak bdbrekleri korudugu sonucuna

vardik.

Anahtar Kelimeler: Uzak iskemik Onkosullanma, Sepsis, Akut Bébrek Hasart,
Hucre Siklus Arrest Biyobelirtegleri



ABSTRACT

REMOTE ISCHEMIC PRECONDITIONING TO PREVENT SEPSIS INDUCED ACUTE
KIDNEY INJURY IN RATS
EYUP FATIH CiIHAN, MASTER THESIS, KONYA, 2020

Aim

The aim of this study is to evaluate the effects of remote ischemic preconditioning
(RIPC) by brief ischemia of unilateral hind limb on sepsis induced acute kidney injury (Sl-
AKI) by histopathology, blood and urinary markers in rats.

Method

Rats were divided into six groups. Ten Wistar Albino rats were used in each group.
The cecal ligation and puncture (CLP) method was used to create sepsis model. In Group
1 (the sham group), only abdominal incision was performed and CLP was not applied.
Group 2 and Group 3 underwent CLP, and the procedure was terminated at 24.hours in
Group 2 and 48. hours in Group 3. In Group 4 only RIPC and abdominal incision were
applied, CLP wasn’t. Group 5 and 6 underwent CLP immediately prior to the application of
RIPC and procedure was terminated at 24.hours and 48.hours, respectively. Blood, urine
and tissue samples were collected and rats were sacrificed at the end of the procedure.
Serum creatinin and lactate levels were measured from blood. IGFBP-7 (Insulin Like
Growth Factor Binding Protein-7) and TIMP-2 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinaze-2)
levels were measured by urine ELISA. Histopathological examinations were performed

from the left kidney of all rats.

Results

The total score of kidney histomorphological damage was significantly lower in the
Sham group compared to the other groups (p <0.01). The Tubular Damage Score
increased significantly in the 24th and 48th hour of sepsis (in Group 2 and Group 3)
compared to the sham group, and the highest damage score was seen in Group3. In
comparison of the rats applied with RIPC and those not applied; in the 24th hour and 48th
hour groups after sepsis (Group 5 and group6); decrease in tubular damage was found to
be highly significant in rats with RIPC applied (in Group5 and 6) (p<0.001), and also
decrease in apoptosis was significant (p <0.05). Cell cycle arrest biomarkers measured
from the urine sample (both IGFBP-7 and TIMP-2), showed a significant increase in the

24th hour and 48th hour groups after sepsis (in Group 2 and Group 3) compared to the

Vi



Sham group and each other. In addition, at the 24th and 48th hours after sepsis; There
was a significant decrease in IGFBP7 * TIMP2 in the groups with RIPC before the
procedure ( Group 5 and Group 6) compared to to those which were not applied (Group 2
and group 3) (p <0.05) Creatinine and lactate values did not change significantly. (p>
0.05)

Conclusion
In this experimental animal study, we concluded that RIPC protects the kidney by
reducing tubular damage and apoptosis in sepsis induced acute kidney injury.

Keywords

Remote ischemic preconditioning, Sepsis, Acute kidney injury, Cell cycle arrest

biomarkers
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1.GIiRIS

Sepsis gunumuizde oldukga yaygin kargilasilan ve goértlme sikhigi her gegen gun artan gok
onemli bir saglik problemidir. Dinyada her yil 20 milyondan fazla sepsis vakasi
gorilmektedir ve yaklasik 5 milyonu d6limle sonuglanmaktadir (1). Tanida ve tedavideki
gelismelere karsin, yliksek mortaliteyle seyreden ve tedavi strecinde genellikle yogun
bakim Unitelerine yatis gerektiren bu hastalarda bakim maliyeti de oldukga yuksektir.(2)

Akut Bobrek Hasari (ABH), sepsis gibi kritik hastaliklara siklikla eglik eden ve
hastanede yatis sUresinde uzama, yogun bakim gereksinimi, morbidite ve mortalite artigi
ile iligkili 6Gnemli bir komplikasyondur.(3) . Hastanede yatan, Ozellikle komorbiditesi olan
hastalar ABH gelisimi agisindan ylksek risk altindadir. Sepsis kritik hastalarda ABH'nin en
sik nedenidir. ABH, septik hastalarin yaklasik % 50’sinde gorulirken mortaliteyide 6-8 kat
artirmaktadir.(4) Mortal seyretmeyen vakalarda ise kronik bébrek yetmezligi gelisme riski
artmaktadir.(5) Sepsise bagh ABH'da hastalarin yaklasik %30’'unda Renal Replasman
Tedavisine (RRT) ihtiya¢g duyulmakta ve bu oran diger nedenlere bagli gelisen ABH’ya goére
daha fazla gdrtlmektedir.(6)

Bobrek tehlikede oldugu zaman kisa surede tespit edebilme kabiliyetimiz sinirlidir
ve siklikla hasar gelistikten sonra tamamen fark edilebilmektedir. Bu nedenle en iyi renal
koruma onlemektir. ABH'nin gelisimini teorik olarak engellemek ya da en azindan ABH'ni
kotllesmekten kurtarmak icin birgok énlem &éne surllse bugin daha g¢ok kabul géren
yontemler non-farmakolojik yontemlerdir.

Uzak Iskemik Onkosullanma da (UIOK, Remote Ischemic Preconditioning/rIPC)
non-farmakolojik ydntem olarak son birka¢ dekaddir Gzerinde durulmaktadir. 1986’da kalpte
iskemik 6n kosullandirmanin iskemi reperfizyon hasarini azaltabildigi (lokal iskemik 6n
kosullandirma) go0sterildikten sonra diger birgok hedef organda da faydali olabilecegdi
bildirilmistir.(7) Daha sonraki c¢alismalar, uzaktaki organlarin ve dokularin iskemik 6n
kosullandirmasinin, hedef organi iskemi reperflizyon hasarindan koruyabildigini
goOstermistir (Przyklenk 1993).(8) Ekstremitelerin uzak doku olarak kullaniimasi, viseral
dokulara kiyasla iskemi reperflzyon hasarina daha az duyarli oldugundan, bu amag
dogrultusunda avantaj saglar. Birkag kisa ekstremite iskemi déngisi ile elde edilen UiOK,
bir kan basinci mansonunun sigiriimesiyle elde edilmektedir. Bu sayede elde edilen vaskiiler
yataklarda dongusel, 6limcil olmayan iskeminin indiksiyonu- miyokardiyal iskemi, akut
boébrek hasari ve felg dahil olmak tUzere hasarlanmanin etkilerini hafifletmenin bir yolu olarak
savunulmustur. Bu yéntem iskemik kalp hastaligi, inme, kalp cerrahisi, transplantasyon ve
akut bobrek hasari dahil olmak tzere birgok klinik ortamda calisiimis ve potansiyel olarak

yararli birgok sonug¢ ortaya konmustur.(9-11).



Kalp cerrahisinde birkac tek merkezli randomize kontrolli ¢alismada, dusik ABH
insidansi ve daha az RRT'ye ihtiya¢ oldugunu gdstermistir(12-14). Bununla birlikte, dort
blyuk ve cok merkezli randomize kontrollli calisma da (15-18) dahil olmak lzere digerleri
bu yararl etkileri dogrulamamistir. Kardiyak cerrahideki celiskili sonuglar; disuk riskli
hastalarin hicbir fayda gdstermeyen denemelere dahil ediimesi, UIOK'nin yararli etkilerini
azaltabilecek tedaviler olan propofol ve opioidlerin kullaniimasiyla aciklanabilir. Ancak yine
de UIOK’nin ABH'nI énleyici etkisi blylik galismalar ve meta-analizlerde tutarli degildir(19)

ABH’nin énlenmesi icin UIOK, esas olarak kardiyovaskiiler cerrahide ve kontrast
madde uygulamasindan sonra degerlendiriimistir. Glinimiizde sepsisli hastalarda gelisen
ABH Uzerine etkisinin degerlendirildigi genis randomize kontrolli ¢aligmalar mevcut
degilken c¢cok az sayida sepsise bagli gelisen ABHnin 6nlenmesinde bu ydntemin
degerlendirildigi farkli deneysel modellemeler mevcuttur. Biz yapmis oldugumuz bu
deneysel hayvan galismasinda, UIOK'nin polimikrobiyal sepsis modelinde ABH’ye karsi

onleyici etkinligini degerlendirmeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER

2.1 Sepsis

Vicudun enfeksiyona cevabinin kisinin doku ve organlarinda hasara neden olmasiyla
ortaya ¢ikan, hayati tehdit eden bir durumdur. Sepsis kelimesinin anlamina baktigimizda;
hayvansal veya bitki bazli organik materyallerin bakteriler tarafindan ayristiriimasi anlamina
gelen eski Yunanca'dan turetilmis bir kelimedir. Bu terim, Aristoteles, Plutarch ve Galen
tarafindan bu anlamla kullaniimigtir ve 2700 yili askin bir stiredir neredeyse hicbir anlam
degisikligi olmaksizin kullaniimaktadir.(20, 21)

Cogdu klinisyen, klinik uygulamada sepsis tanimi konusunda fikir birligi olmadigina,
tedavinin geg baslandigina, erken sepsis teshisi icin daha hassas gdstergelerin belirlenmesi
gerektigine ve daha basit ve net tanim ortaya konulamadigindan halkin sepsis hakkinda
yeterince bilgi sahibi olamadigina inanmaktadir. 1990'lardan gunumuize kadar yayinlanan
uzlasi raporlari bu eksiklikleri gidermeye calismistir. 1991 yilindaki ilk sepsis konsensus
raporundan sonra 2001’de (Sepsis-2) ve son olarak 2016 (Sepsis-3) yillarinda sepsis
tanimlamalarinda degisiklige gidilmistir. Sepsis i¢in tanimlar en son 2016’da Sepsis-3 isimli
toplantida ESICM (European Society of Intensive Care Medicine) ve SCCM (Society of
Critical Care Medicine) tarafindan yeniden dizenlendi (22). Bu en son tanimlamada Sepsis;
enfeksiyona kargi bozulmus konak yanitinin sebep oldudu, akut gelisen organ
disfonksiyonunun da eslik ettigi yasami tehdit eden bir durum olarak tanimlandi. Septik sok
ise hipovolemi olmaksizin; laktat diizeylerinin 2mmol/L den daha fazla ve ortalama arter
basincini (OAB) 65mm/Hg Ustiinde tutmak igin vazopressor ilag ihtiyacinin olmasi seklinde
belirtildi. Onceden kullanilan ciddi sepsis tanimi da bu son tanimlada kullanimdan
kalkmistir.(22)

Organ disfonksiyonu ise SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) skorunda
en az 2 puanlik degisikligin olmasi ile belirlenmektedir. (Tablo 2.1) Ayrica yogun bakim
Unitesi disinda ve acilde, klinisyenlerin sepsisi erkenden tanimasi, sepsisle iligkili organ
disfonksiyonlarini atlamamasi ve uygun tedaviye erken baglamak amaciyla gSOFA (Quick
Sepsis Related Organ Failure Assessment) skoru gelistirilmistir. (Tablo-2.2). Bu skorlama
sisteminin yogun bakimda yatmayan hastalarda digerlerine gére uygulanmasi daha kolay
ve basarili oldugu belirtilmistir.(23) Veriler, bu kosullardan iki veya daha fazlasina sahip
hastalarin, uzun sureli yogun bakim unitesi kalisina (3 gin veya daha fazla) sahip olma
veya hastanede dlme riskinin énemli dl¢iide daha yiksek oldugunu gdstermektedir. Bu
hastalar i¢in bu bulgularin ortaya konmasi, klinisyenlerin organ disfonksiyonu igin daha fazla
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arastirma yapmasini, uygun sekilde tedaviyi baglatmasini veya artirmasini ve kritik bakima

sevk etmeyi veya izleme sikhdini artirmayi distinmesini énerir. gSOFA skorunda; her

birinden 1 puan alinan bu kriterlerden toplamda 2 veya daha fazla puan alinmasi yasami

tehdit eden bir enfeksiyon varligini géstermektedir.

Sepsis-3 taniminin klinik uygulamadaki performansi da sistemik inflamauar yanit

sendromuna (SIRS) go6re duyarlihk kaybi ve uygulama ortamina dayali degisken

performans tanimlamanin yayinlandidi ilk haftadan itibaren tartigiimaya baslanmig ve halen

de tartisma konusu olmaya devam etmektedir. Belki ilerde tanimlanacak olan yeni modeller

daha dogru tani ve tahmin saglayabilir.

Tablo 2.1:Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment (SOFA) Skoru

SISTEM SKOR
0 1 2 3 4
SOLUNUM
PaO2// FiO2 mm/Hg >400 <400 <300 <200 solunum <100 solunum
destegiyle birlikte destegiyle birlikte
PIHTILASMA
Platelet (x 103/uL) >150 <150 <100 <50 <20
KARACIGER
Bilirubin (mg/dL) <12 1.2-1.9 20-59 6.0-11.9 >12
KARDIYOVASKULER
Hipotansiyon *OAB>70 | *OAB<70 Dopamin<5 Dopamin 5.1-15 Dopamin> 15
mm/Hg mm/Hg Dobutamin Epinefrin < 0.1 Epinefrin>0.1
(herhangibir doz) ** | Norepinefrin<0.1** | Norepinefrin> 0.1**
NOROLOJIK
Glaskow Koma Skoru 15 13- 14 10- 12 6-9 <6
RENAL
Kreatinin (mg / dL) <1l.2 12-19 20-34 35-49 >5
idrar ¢ikisi (ml/ giin) <500 <200

*ortalama arter basinci

**en az 1 saat pug/kg/dk dozunda verilmis olmali




Tablo 2.2: qSOFA Kiriterleri

Solunum Sayisi > 22 nefes / dakika

Biling Degisikligi; Glascow Koma Skoru <13

Sistolik Kan Basinci < 100 mm/ Hg

Dunyada her yil yaklasik 27 milyon insanda sepsis gelismekte ve bunun 8 milyonu
yasamini yitirmektedir.(24) Ayni zamanda dinya ¢apinda sepsis tanisi konulan hastalarin
oraninda da her yil artig goruldugu belirtimektedir (25). Bu artisin nedeni ise yas
ortalamasinin artmasi, ilaglara direncin gelismesi, immunsupresyon gibi durumlara
baglanmaktadir(26).

Tedavi basamaklarinda en son 2018 yilinda yayinlanan Sepsiste Sagkalim
Kampanyasinda (SSC — 2018) “ilk 1. saatte tedavi demeti” glincellemesi gelmistir. Bu
guncellemeye gore ilk asama tedavide izlenecek yol:

e Laktatin 6lcimdu; Laktat> 2mmol/L ise 2-4 saat sonra tekrar 6lcimd,

o Antibiyoterapi baglamadan evvel kan kulttrlerinin alinmasi,

¢ Genis spektrumlu antibiyotik baglanmasi,

e Hipotansiyon varsa ya da Laktat yiksekse (>4 mmol/l), 30 ml/kg kristalloid mayi
hemen verilmesi,

e Sivi tedavisi sirasinda ve sonrasinda hasta hipotansif seyrediyorsa OAB > 65

mmHg olacak sekilde vazopressor desteginin baslanmasidir (27).

Egder sepsis, erkenden tani konulmaz ve tedavi edilmezse soka, coklu organ
yetersizligine ve 6lume yol acar. Sepsisteki hastalar genellikle ¢coklu organ yetmezIigi
nedeniyle 6lmekte oldugu icin organ yetmezligi ile etkili bir micadele, sepsis tedavisinin en
onemli kisimlarindan biridir (28). Sepsisteki her bir organin yetmezligi i¢cin 6lim riskinde
%15-20 oraninda artis olmaktadir. iki organ yetmezIligi igin mortalite orani %30-40 a
ulagsmaktadir (29). Solunum yetmezIigi ile birlikte koagulasyon sistemi, karaciger, santral
sinir sistemi, gastrointestinal sistem ve renal yetmezlik sepsiste sik gorulebilen ve
mortaliteyi artiran sebeplerdir. Bu calismamizda sepsise bagll akut bdbrek hasari

tartisilacaktir.

2.2. Akut Bobrek Hasari (ABH)

Bobrekler retroperitoneal bélgede bulunurlar ve her biri yaklasik 100-150 gr agirligindadir.

Glomertiler filtrasyon, tUbuler reabsorbsiyon ve sekresyon ile kandaki atik maddelerin



uzaklastiriimasi, su- tuz ile asit-baz dengesinin diizenlenmesi, kan basinci reglilasyonu gibi

bircok goérevleri olan bébredin temel fonksiyonlari Tablo 2.3'te 6zetlenmistir.(30)

Tablo 2.3: Bobregin Temel Fonksiyonlari

1. Vicut sivi elektrolit dengesinin korunmasi: Su, sodyum, potasyum, hidrojen, bikarbonat,
kalsiyum, fosfor, magnezyum...

2. Metabolik artik Griinlerin atilimi: Ure, kreatinin, (rik asit..
3. ilaglarin, toksinlerin ve metabolitlerinin detoksifikasyonu ve atilimi

4. Ekstraselliler sivi hacmi ve kan basincinin hormonal regilasyonu: Renin-anjiotensin sistemi,
prostaglandinler, renal kinin- kallikrein sistemi

5.Hormon uretimi ve metabolizmasina katki: D vitamini, eritropoietin,...
6.Peptit hormonlarinin yikimi: insilin, glukagon, kalsitonin, parathormon, bilyiime hormonu...
7.Dusuk molekul agirlikli proteinlerin yikimi: Hafif zincirler, beta2-mikroglobulin

8.Metabolik etkiler: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi...

Akut bobrek hasari (ABH) glomerul filtrasyon hizinda, hizli azalma ile tre ve kreatinin gibi
nitrojen artik Granlerinin birikimi; sivi, elektrolit, asit ve baz dengesinin bozulmasi ile kendini
gosteren klinik bir sendromdur. ABH, toplumda %0.25 ve hastanede yatan hastalarin ise
yaklasik %18’inde gorulebilen ciddi bir halk saglhigi problemidir. Her gegen giin giincellenen
tedavi yontemlerine ragmen ABH; hastane yatisinda uzama, artmis mortalite, diyaliz
bagimhligi ve tedavi maliyetlerinde artis ile iligkilidir (31).

Toplum kokenli ABH’ya yol acan en sik sebepler kalp yetmezligi, maligniteler, ilag
yan etkileri, idrar yolu obstriksiyonlariyken; hastane kokenli ABH'da en sik nedenler
arasinda sepsis, blUyuk cerrahi girisimler, kalp yetmezligi, karaciger yetmezligi ve
nefrotoksik ilaclar bulunmaktadir (Harrison 20th edition). Sepsis; kritik hastalarda ABH'nin
en sik nedenidir ve vakalarin % 40-50’sinde rol oynamaktadir. Sepsis iligkili Akut Bobrek
Hasari (SI-ABH), hastane ici mortaliteyi 6-8 kat artirmaktadir. Mortal seyretmeyen
hastalarda ise kronik bobrek yetmezligi (KBY) riskini artirmaktadir (32).

2.2.1 Tanim ve Siniflama:

Akut Bébrek Hasar1 (ABH), cesitli klinik tablolarda ortaya ¢ikan serum kreatinin degerindeki
minimal yUkseklikten anudrik bdbrek yetmezligine kadar genis bir aralikta gorilebilen
karmasik bir tablodur.(33) Bobrek fonksiyonunda meydana gelen ani dedisiklikler tip tarihi
boyunca farkli isimlerle tanimlanmistir. 19. ytzyilin baslarinda “Bébreklerin idrar tutmasi”

manasina gelen “Ischuria Renalis” olarak tanimlanirken 1950’lerde Akut Bobrek Yetmezligi
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olarak isimlendirilmistir. 2004 yilindan sonra Akut Bobrek Hasari (ABH) ve 2012°den itibaren
daha genel bir tanim olan “Akut Bobrek Hastaliklari ve Bozukluklar” seklinde
adlandiriimistir(34).

Bu kavram kargasasi icerisinde fikir birligi amaciyla, Akut Diyaliz Kalite Girisimi
“Acute Dialysis Quality Initiative” (ADQI) tarafindan ABH tanisinda ve evrelemesinde
kullaniimak Uzere “RIFLE” siniflamasi énerilmistir (35). Buna gore ABH; risk (Risc), hasar
(Injury), yetmezlik (Failure), kayip (Loss) ve son dénem bdbrek yetmezlIigi (End stage renal
disease) olarak derecelendirilmis bas harfleri, bu siniflandirmayi olusturan RIFLE kelimesini
olusturmustur (Sekil 2.1). ABH’y1 tanimlamak i¢in bu tanimlamada, klinik olarak idrar ¢ikisi
ve laboratuvar testi olarak serum kreatinin dizeyleri kullaniimigtir. RIFLE siniflamasinda
Risk, hasar ve yetmezlikten olusan ilk ¢ harf ABH tanimini kapsarken; kayip ve son dénem
bdbrek yetmezliginden olusan son iki harfi bobrek fonksiyonlarinin sonug durumunu belirtir
(35).

Sekil 2.1: RIFLE kriterleri

GFH Kriterleri [drar Cikis Kriterleri

Serum kreatinin 1.5 - <2.0 kat artis fdrar cikep < 0.5 wi/kgiin s 6 st B

Risk veya GFH'de >%25 azalma

Serum kreatinin 2.0 - <3.0 kat ldrar il < 0,5 mL/kg/sa x ;‘.

artis veya GFH'de >%50 12 sant '
Hasar S
Serum kreatinin =3 kat artig | Idrar ¢ikisi <0.3mL/kg/sa / i o
veya GFH'de >% 75 x 24 saat veya / Aikack
. (53 azalma veya serum i 1 aak / Duyarlilik
Yetersizhik kreatinin = 4mg/dL /

(akut >0.5Smg/dL artig) 4

Kalic1 akut bobrek yetersizligi

Bobrek fonksiyonlaninda tam kayip / oo
Kaylp (> 4 hafta) J Y UkbLl\

' 4 Ozgiilliik
SDBY Son d('.jn?n.l bébrek :
yetersizligi (=3 ay)

RIFLE kriterlerinin, her ne kadar renal hastaligin teshisi, siniflandirmasi,
progresyonu agisindan uygun oldugu galismalarda gosterilse de RIFLE; ABH'nin etiyolojisi
ve Renal Replasman Tedavisi (RRT)’ni hesaba katmamaktadir. Ayrica ABH’yI tanimlamak
ve siniflandirmak icin bazal kreatinin degerine ihtiya¢g duymaktadir; siklkla Klinik pratikte bu
deger bilinmemektedir ve bu deger icin KBY’li hastalardaki formdallerin kullaniimasi

gerekmektedir. Bu nedenle 2007 yilinda, AKIN (Acute Kidney Injury Network) tarafindan



(33) RIFLE kriterleri Gizerinde yeni birtakim glincellemeler ile ABH tani ve evreleme kriterleri
yayinlamistir (33). (Tablo2.4)

AKIN tani kriterleri
o Bobrek fonksiyonlarinda ani bir azalma, (48 saat icinde)
e Serum kreatinin degerinde = 0,3 mg/dl artis olmasi,
e Serum kreatinin degerinde 2 %50 artis (bazal kreatininden 1,5 kat) olmasi,

« drar ¢ikisinda azalma (= 6 saat bir siire igin saatte 0.5 ml / kg'dan az idrar ¢ikigl) olmasi

Tablo 2.4 AKIN Evreleme Kriteri (33)

Evre Serum Kreatinin Kriteri idrar Cikisi Kriteri
1 0,3 mg/dl ve Uzerinde yikselme veya 1.5-2 kat 6 saatlik icinde idrar cikisi <0.5
yukselme ml/kg/saat
2 Kreatinin artigi 2-3 kat 12 saat i¢inde idrar ¢ikisi <0.5
ml/kg/saat
3 3 kattan fazla yiikselme veya Serum kreatinin >4 mg/dl 24 saat iginde idrar ¢ikisi <0.3
iken 0,5 mg/dl ve tzerinde ani artis ya da ml/kg/saat veya 12 saat
RRT gereksinimi boyunca andiri

RRT uygulanan hastalar, AKIN siniflamasina gore 3. Derece ABH olarak
yorumlanmaktadir. Bu siniflama, teorik olarak RIFLE kriterlerinin spesifite ve sensitivitesini
dizeltmistir. Kayip ve son donem bobrek yetmezligi, siniflamadan ¢ikariimistir (33, 36).
RIFLE ile AKIN kriterlerinin karsilastirildidi ¢alismalarda, AKIN kriterlerinin tani koymada
daha duyarli oldugu gdsterilmis olsa da mortaliteyi 6ngérmede Ustlinligu gosterilememistir
(37-39).

2012 senesinde, KDIGO (The Kidney Disease; Improving Global Outcomes), RIFLE ve
AKIN kriterlerini temel alarak, klinik uygulamalar ve bilimsel arastirmalar icin modifiye bir
siniflama gelistirmigtir. KDIGO kriterine gére, ABH tanisi koyabilmek igin;

e 48 saat icerisinde serum kreatinin seviyesinde >0,3mg/dL daha fazla artisin olmasi

veya

e Son 7 gun icerisinde 1,5 kat artis olmasi gerekir.

« Idrar ¢ikiginin 6 saat iginde 0.5 ml/kg/sa’ten az olmasi

ABH, bu kriterde de yine 3 evreye ayriimigtir (40). Tablo2.5



Tablo 2.5:KDIGO Rehberine gére ABH Evreleme (40)

Evre | Serum kreatinin idrar cikisi

1 | SCr, bazal diizeyine gore 1,5-1,9 kat artisI veya 2 <0,5 ml/kg/saat (6-12 saat
0,3 mg/dr'den fazla artis icinde)

2 SCr, bazal diizeyine gore 2-2,9 kat artisi <0,5 ml/kg/saat (>12 saat)

3 | SCr >3 kat artisi veya SCr> 4 mg/dl iken (en az = <0,3 ml/dk (24 saat) veya
0,5 mg/dl ani artig) 212 saat boyunca aniri
veya RRT ihtiyaci

2.2.2 Nedene baglh olarak ABH’nin Tipleri
ABH Klinikte birgok nedene bagl olarak gorulebilir. Tani ve tedavide klinisyenlere kolaylik

saglamasi agisindan temel olarak 3 gruba (prerenal — renal — postrenal) ayrilabilir;

2.2.2.1 Prerenal ABH (Prerenal Azotemi)

Prerenal azotemi ABH'In en sik formudur ve renal hipoperfizyona bagl geligir. ABH’nin
yaklasik %50’sini olusturur.(41) Yetersiz renal plazma akimi ve glomeriler hidrostatik
basing sebebiyle; glomeriler filtrasyonda azalma ve buna bagli olarak serum kreatinin ve/
veya BUN (Bobrek tre nitrojeni) konsantrasyonunda artis meydana gelmesi olarak
tanimlanabilir. Bobrekler, kardiak outputun %25'’ini aldigi icin; genel olarak doku
perfizyonunun azalmasi durumunda veya direkt renal iskemi varliginda renal perfizyonda
azalma olur. Prerenal azotemi, bobrek parankimine baglangigta zarar vermez. Ayrica
prerenal azotemi, parankimal kan akimi ve intraglomeriler hemodinami restore
edildiginde hizh bir sekilde geri dontisimlidur. (41). Prerenal ABH sebepleri Tablo2.6 da

Ozetlenmistir.



Tablo 2.6: Prerenal ABH nedenleri

1.Hipovolemi

e Kanama

e Gastrointestinal sivi kaybi: kusma, ishal, enterokutanoz fistil

e Uciincii bosluga sivi kagagi: Pankreatit, peritonit, travma, yaniklar

e Renal sivi kaybi: ditretikler, ozmotik dilirez, hipoadrenalizm, nefrotik sendrom
o Dehidratasyon, oral alimda bozukluk

2.Kalp Debisinin Azalmasi

o Kalp Yetmezligi

e Miyokard, perikard ve kalp kapagi hastaliklari

e Masif pulmoner emboli

e Pulmoner hipertansiyon

¢ Ven6z dénusu bozan durumlar: Abdominal kompartman sendromu gibi.

3.Sistemik Vazodilatasyon

e Sepsis, anaflaksi,
e Antihipertansifler
e Ard yukin azalmasina neden olan ilaglar

4.llaglar

o Renal vazokonstriksiyon: katekolaminler, hiperkalsemi, calcineurin inhibitorleri, amfoterisin B
¢ Renal otoregilasyonda bozulma: siklooksijenaz inhibitérleri (non-steroidal anti-inflamatuar
ilaclar), angiotensin-converting enzim inhibitorleri, angiotensin 2 reseptér blokerleri, siklosporin

5.Hepatorenal Sendrom

2.2.2.2 Renal ABH (intrensek Renal Parankimal Hastalik)

Bobrek dokusundaki sorunlardan kaynaklanan ABH ipidir. Renal ABH hastaneye yatan
hastalarda daha sik gorulur. Bobrekte glomerdl, tubudller, interstisyum veya intrarenal
vaskdler yapilarin etkilenmesi s6z konusudur. intrensek ABH’nin en yaygin nedenleri
sepsis, iskemi, endojen veya eksojen nefrotoksinlerdir (41). Renal ABH toplum kodkenli
gelistiyse sebebi daha c¢ok ilag kullanimi veya enfeksiyon ile iligkilidir.(42) Renal ABH’nin
baslica nedenleri su sekilde siralanabilir.(Tablo 2.7).
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Tablo 2.7: Renal ABH Nedenleri:

1.Glomeruler

e Akut Glomerulonefritler

2.Tubiiler ve interstisyal

e iskemi
e Sepsis/ enfeksiyon
¢ Nefrotoksinler (radyonkontrast madde, ilaglar, rabdomyoliz, hemoliz..)

3.Vaskiler

e Dissemine intravaskiiler Koagiilasyon (DIC)
e Malign hipertansiyon

e Trombotik Trombositopenik purpura (TTP)

e Hemolitik iremik sendrom (HUS)

2.2.2.3 Postrenal ABH (Postrenal Obstriiksiyon)

Postrenal ABH, idrar akiminin akut olarak obstriksiyonuna bagh retrograd hidrostatik
basing artigina ve glomeruler filtrasyona etki etmesiyle meydana gelir. Bu obstruksiyon
renal pelvis, Ureter, mesane ya da Uretra, diizeyinde olabilir. En sik mesane boynunun
fonksiyonel veya yapisal obstriksiyonundan kaynaklanir. Anatomik olarak erkek
uretrasinin daha uzun olmasi nedeniyle ve prostat patolojilerinin de goérulebilmesinden
dolayi erkeklerde daha sik gortlir (43). Uriner sistemin neoplastik hastaliklari (erkeklerde
genelde benign prostat hipertrofisi, kadinlarda ise servikal kanserler) ve Uriner sistem tas
hastaligi nedenlerindendir. Obstriiksiyonun erken evresinde devam eden glomeriler
filtrasyon, obstriksiyonun yukarisina dogru retrograd limen igi basincin artmasina neden
olur. Sonug olarak proksimal Ureter, renal pelvis ve kalikslerde distansiyon gelisir ve

GFH’de azalma meydana gelir. (41)

2.2.3 Sepsise Bagl Akut Bobrek Hasari

Sepsis, serviste yatan hastalarda ve o6zellikle de yogun bakim Unitelerinde ABHnin en
onemli nedenlerindendir.(41) Yodun bakimlarda septik soklu hastalarin %50’sinden
fazlasina ABH eslik etmektedir. ABH, sepsisin seyrinde kétlilesmeye neden olmakla birlikte
sepsis gelisimi igin de risk faktérudur.(44) Yapilan birgok gézlemsel galismada gorulmustir
ki sepsisle iligkili ABH, sepsis digi ABHdan demografik ve klinik ozellikleri agisindan
farkhliklar gosterir. Sepsis iligkili ABH olan hastalarin sepsis disi ABH olanlara gore akut
hastaligin daha ciddi oldugu, bircok yandas hastalida sahip oldugu ve fizyolojik
degisikliklerin daha belirgin oldugu saptanmigtir.(45) Sepsis iligkili ABH'nin mortalite riski

yuksektir bu nedenle hizli tani konulmalidir ve uygun tedavilere erken baslanmalidir.
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ABH cogu kez, sepsis ve septik sokun erken déneminde multi organ yetmezligi
sendromunun bir parcasi olarak gelisir.(46). Diger organlarin iglevsel yetersizliklerinden
sorumlu patofizyolojik mekanizmalari paylasmasina ragmen nefronun ileri derecede
organize yapisi hasara karsi farklh yanitlar olusmasina neden olur. Bununla birlikte yeni
kanitlar sepsisle iliskili ABH ve sepsis disi ABH’nin farki patolojik mekanizmalara sahip

oldugunu gdstermistir(47).

2.2.3.1 Patogenez

Sepsis iligkili ABH'nin (SI-ABH) patofizyolojisi karmasik ve multifaktoryeldir. Bobrekteki
hemodinamik degisiklikler, endotelyal islevsel bozukluk, renal parankime inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, intraglomertler tromboz, tubullerin nekrotik hicreler ve atiklar
tarafindan tikanmasi; SI-ABH patogenezinde énemli rol tstlenir.(48)

Daha dnceden SI-ABH’nin; sistemik hipotansiyon ve renal vazokonstriiksiyona bagli
bdbrek hipoperflizyonu ile bdbreklerde reperfliizyon hasari sonucunda meydana geldigi
dusunulmekteydi. Son yillarda sorgulanan bu teori tizerine yeni mekanizmalar 6ne strildu.
Yakin zamanda yapilan hayvan ve insan calismalarinda da sepsis sirasinda bébregin kan
akiminin korundugu gésterilmistir.(49) SI-ABH nin patofizyolojisinde 6ne suriilen giincel
kavramlar; inflamasyon, mikrovaskiiler disreglilasyon ve hasara karsi Tubuler Epitelyal
Hucrelerin (TEH) metabolik yaniti olup, bunlarin SI-ABH’da global renal hipoperfliizyondan
¢ok daha dnemli olabilecedi distniimektedir.(32, 49)

Sepsiste inflamatuvar yanit, enfeksiyonu temizlemek ve sonrasinda doku
iyilesmesini gerceklestirmek icin temel olmakla birlikte doku hasarina ve organ
disfonksiyonuna neden olabilir. Sitokin dizeyleri ile sepsis iligkili ABH gelismesi arasindaki
gucla iligki; sistemik inflamasyonun, bu slrecin énemli bir araci oldugu hipotezini
desteklemektedir.(32, 50) Pro- inflamatuvar ve anti- inflamatuvar mekanizmalarin sirali

sekilde aktivasyonu sepsisle iligkili immun yanitta gérilmektedir (Sekil 2.2) (51, 52).

12



Sekil 2.2: Sepsis iligkili ABH Patofizyolojisinde Patojenik Yolaklar (52)

PAMPs-MAMPs
INFLAMASYON ANTI-INFLAMASYON
OKSIDASYON ANTI-OKSIDASYON
KOAGULASYON ANTI-KOAGULASYON
APOPITOZIS h - ANTI-APOPITOZIS
TNF-a A STNFR
-1 IL1-RA
IL-6 TGF-B
, / KN Y X
PAF o, |ou | Ho, {| No {)onoo IL-10
MIF \ X /\ /\ /\ /
l APOPTOZIS NEKROZIS OTOFA]i INTRENSEK HUCRE DEPRESYONU I
| ENDOTEL DISFONKSIYONU | » TUBULER EPITEL DISYONKSIYONU l
) - S
ABH .

@

PAMP: patojen iligkili molekduler paternler; MAMP: mikrobiyal iligkili molekuler paternler; TNF: timor
nekrozis faktor; IL: interlokin ; PAF: proteaz aktive edici faktdr; MIF: migrasyon inhibitor faktor;

STNFR: ¢ozunir tumor nekrozis faktor reseptort; ABH: Akut bébrek hasari

Konak ile mikroorganizmanin ilk etkilesiminin ardindan, hicresel ve humoral
bilesenleri de igeren genis immun bir yanit olusur (53) IL-1, IL-6, TNF-a gibi sitokinlerin
salinimina yol agar. Sonrasinda da bu sureg sitokin firtinasi, hemodinamik bozulma, organ
disfonksiyonuna ve septik soka ilerler (54, 55). Pro-inflamatuar sireci, anti-inflamatuar
sure¢ takip eder. Ancak son yillarda bu sirecin birlikte oldugu ancak baslangigta
proinflamatuar yanitin daha belirgin oldugu ortaya konmustur. Bu siregteki immunsuipresif
durum; monositlerdeki sitokin Uretimi ve antijen sunumundaki degisim, lenfosit
proliferasyonunda azalma ve apoptoziste artis ile karakterizedir (56).

Toll-like reseptdrler (TLR), molekller paternleri tanima reseptdrlerinin bir tarudir ve
immin savunma sisteminin ilk basamaginda rol oynar. Patojenlerdeki, patojen ya da
mikrobiyal iligkili molekuler paternler (PAMPs, MAMPs) enfeksiyon esnasinda sadece

immun sistem hdcreleri (makrofaj/ monosit) degil epitel hucreleri de TLR’ler aracihgi ile
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tanirlar (Sekil 2.2) (57). Saglikli insanlarla kiyaslandiginda; sepsis hastalarinin monositik

TLR-2 ve TLR-4 tanimlanmasinda 6nemli bir artis gorulur.(58)

2.2.3.2 inflamasyona kars: Tiibiiler Epitelyal Hiicrelerin (TEH) Adaptif Yanitlari
Sepsis sirasinda ortaya c¢lkan apopitozu tetikleyici bircok faktére ragmen; ABH'da
bobreklerde belirgin bir nekroz ve apopitoz olusmaz (59-61). Bu, akut faz esnasinda
hicrelerin 6limandn énlenmesinde hiicresel yanitlarin basarili oldugunu ve adaptif bir uyari
mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Bu durum ttbduler epitelyal hiicrelerin (TEH) , TLRs
(TLR-2 ve 4 gibi) dahil inflamatuar sinyalleri tanimak icin reseptérlere sahip oldugunu ve
yanitlarinin hicresel butinligl korumak igin iyi koordine edilmis bir cabanin oldugunu
dusundurmektedir (49).

TEH’lerin pre-apoptotik tetikleyicileri sinirlandirarak hasara karsi verdigi yanit;

e Enerji tuketimini optimize etmek, 6nceliklendirmek ve homeostazisi korumak igin

metabolizmay! yeniden programlayarak,

o Kalite kontrol islemleriyle (otofaji ve mitofaji) hlcresel organel fonksiyonlarini idame

ettirerek

e Yuksek enerji gerektiren iglemleri (Hucre siklusu ve DNA replikasyonunu)

sinirlandirarak olugsmaktadir(62)

Sepsis esnasinda TLR aracili inflamasyon, oksidatif stres ve elektron transport
zincirindeki kopukluklar mitofaji ve biyogenezisin guclu tetikleyicileridir. (63-65) CLP
metoduyla yapilan sepsisten 3 saat sonra bobreklerde mitofaji aktive olur (66) Mitofajinin
uyariimasinin sepsiste; hicrelerin ve organ fonksiyonunun korunmasinda efektif oldugu ve
azalmis otofajinin de ABH belirteclerinde artisla birlikteligi gosterilmistir (66).

Ayrica mitokondrinin hiicre siklisinin diuzenlenmesi ile yakindan iligkisi oldugu ve
hicre dongusunun durdurulmasinin enerji gereksinimin azaltilmasi ve korunmasina
katkisiyla (cell cycle arrest); sepsis baglaminda dnemli bir hiicresel savunma stratejisi

olabilecegini gosteren kanitlar vardir (49, 63)

2.2.3.3. Renal Mikro dolagim

Sepsis makrovaskiler ve mikrovaskiler kan akiminda degisikliklere neden olur.
Mikrovaskuler degisikliklerle, strekli kan akigl olan kapiller sayisinda azalma ve yetersiz
kan akisi (aralikll) olan kapiller sayisinda artma ile iliskili olarak bdlgesel kan akimi
heterojenitesinde artis meydana gelir (32). Renal mikrosirkiilasyon normal veya artmis
bdbrek kan akiminda bile, sepsis iligskili ABH sirasinda bozulmustur (67). Endotel

disfonksiyonu, glikokaliks tabakasinin hasar gdérmesi ve dokulmesi, artmis Iokosit
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aktivasyonu, eritrositlerin deforme olabilirligi, koagllasyon kaskadinin aktivasyonu ve
plateletlerin yapismasi dahil bircok mekanizma bu karakteristik mikrosirkiilasyon
degisikliklerine neden olabilmektedir.(68) Mikrovaskuiler fonksiyon bozuklugunun
gelisiminde rol oynadigi disunulen mekanizmalar Sekil 2.3 de 6zetlenmistir.(62)

Olusan mikrovaskdiler santlar ile hipoperfiizyon ve hipoksi alanlari olusmaktadir.
Mikrodolasimin otoregilasyonu, mikrovaskuler akisin doku metabolik taleplerine yanit
saglamasi ve vaskuler tonusu dizenlemek icin dnemli olan retrograd endotel iletisimi sepsis
sirasinda kaybedilir (69, 70). Endotel disfonksiyonu sonucunda artmig vaskuler gegirgenlik
ve interstisyel édem goériiliir. (71, 72) Iinterstisyel ddem sonucunda kapillerdeki oksijenin
hiicrelere iletimi igin gereken difiizyon mesafesi artar ve hipoksi riski artar.(73) Bobrek gibi
kapsulli organlarda doku 6demi; vendz basincin ve konjesyonun artisina ve sonug olarak
mikrovaskuler dolasimin kétilesmesine sebep olur.(74, 75) Mikrodolasimda ve endotel
fonksiyonundaki bu degisikliklerin, organ islev bozuklugunun olusmasina dogrudan katkida
bulundugu dustnudlmektedir.

Sepsiste glomeriler filtrasyon hizinda azalma goérilir. Bu azalma ¢ temel
mekanizmayla aciklanabilir; ortalama arter basincinda disus (glomertler kapiller hidrostatik
basincin disusu), afferent arteriyoliin vazokonstriksiyonu ve efferent arteriyoliin baskin
vazodilatasyonu. (76)

Nitrik oksit de (NO) ABH patofizyolojisinde rol oynar. Nitrik oksitin non-selektif olarak
inhibisyonu mikrovaskuler akimi restore ederek renal fonksiyonlari koruyabilir.(77) Sepsis
sirasinda toplam NO duretimi artmasina ragmen; indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS)
ekspresyonunun heterojenitesi nitrik oksit ve vazodilatator kapasiteden yoksun alanlarin
olusmasina ve bu ylzden bu alanlarda santlasma ve hipoksi riskinde artisa sebep olur. (78,
79).
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Sekil 2.3: Mikrovaskiiler Fonksiyon Bozuklugunun Gelisiminde Rol Oynayan Mekanizmalar
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DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns; eNOS (Endothelial-Derived Nitric Oxide Synthase); iNOS
(Indiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz); NO (Nitrik Oksit).

2.2.4 Akut Bobrek Hasarinin Erken Tespitinde Yeni Biyobelirtecler

Geleneksel tani ydntemleriyle sepsis iligkili ABH'nin erken teghis edilememesi tedavi
basarisizhdinda 6nemli nedenlerindendir (80). Bundan dolayi sepsis iligkili ABH'da klinik
sonugclari iyilestirebilmek icin, uygulanan tedavilerin daha basarili olabilecegi erken
doénemde tani koydurabilecek biyobelirtecler gelistirmeye ydnelik calismalar mevcuttur.(81)

Bobrek yetmezliginin degerlendiriimesinde kullanilan serum kreatinin hastalarin
yasina, cinsiyetine ve kas Kkitlesine goére dedisir. Ayrica serum kreatinin, bdbrek
fonksiyonlarinda %50 ye yakin azalma olmadan da yukselmeyebilir (82). Yeni ABH
belirteclerinin; sepsis iligkili ABH’yi, serum kreatinin yuksekligi olusmadan Once
taniyabildikleri gosterilmigtir.

Notrofil Jelatinaz iligkili Lipokalin (NGAL), ilk olarak nétrofillerden izole edilen fakat
vicudun birgok dokusunda bulunabilen 25 kDa boyutunda bir polipeptittir. NGAL iskemik
hasarda, nefrotoksinlerin maruziyetinde ve inflamasyon esnasinda renal tibdl boyunca
upregiile olur. Hasarin erken, hatta geri déndirilebilir déneminde yiikselir. idrar veya
plazma seviyeleri de hasarin derecesiyle orantilidir.(83) Plazma NGAL seviyesi, kronik
boébrek yetmezligi, sistemik enfeksiyon, kronik hipertansiyon ve inflamatuar durumlarda da
etkilenebilir fakat bu artig genellikle ABH gelistigi zaman meydana gelen artistan gok daha
azdir (84). Ancak bir¢cok calismada ABH olusmadigi halde sepsisli hastalarda plazma NGAL
artisi oldugunu géstermistir (85).

Sistatin-C, 13-kDa buyuklugunde 120 aminoasitli non-glikolize bir proteindir. Tam
cekirdekli hiicrelerde sentezlenebilir. Proksimal tibdllden tamamen reabsorbe olur ve
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katabolize edilir. Sistatin-C sekrete edilmez, serumda ve idrarda dl¢ulebilir. Serum kreatinin
dizeyinde meydana gelen degisikliklerin monitérizasyonu ile kiyaslandiginda, ABH gelisim
riskini 1,5 gun 6énceden belirleyebilmektedir.(86)

Bobrek Hasari Molekili-1 (KIM-1 / Kidney Injury Molecule-1) normalde bulunmayan
fakat iskemi veya sisplatin gibi nefrotoksinler tarafindan hasarlanan proksimal tubdl
hicrelerinin apikal membranindan sentez edilen tip-1 transmembran proteindir. Hasarin
erken doneminde, ilk 24 saatte idrarda KIM-1 artigi oldugunu ve hasarin boyutuyla orantili
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. KIM-1 tibdler yaralanma olmadidinda ¢ok fazla
miktarda tespit edilemez. KIM-1'in iglevsel roll, tubller hicrelere fagositik 6zellik
kazandirmak ve akut hasara yol acan inflamatuar yaniti azaltmak olabilir. Hasarin tespiti
ve tedavinin takibinde, KBY’nin erken donem tespiti ve progresyonun izleniminde
kullanilabilir (41, 87).

IGFBP-7 (Insulin Like Growth Factor Binding Protein-7) ve TIMP-2 (Tissue Inhibitor
of Metalloproteinase-2); erken hucre hasarini gosteren, G1 hicre siklist duraklama
belirtecleridir. Hasar sonrasinda renal tubuler hicreler, hicre siklusunun G1 asamasinda
kisa sureli duraklamaya girerler. G1 hicre siklusu duraklamasi bir tir koruyucu
mekanizmadir ve hasarli DNA'nin bélinmesini engeller (Sekil 2.4). IGFBP7 & TIMP-2 ayni
zamanda otokrin ve parakrin yolla hasar bodlgesinden salinan bir tlr alarm goérevi gorurler
(88) Mitokondrinin hiicre dongustiniin dizenlenmesiyle yakindan iligkili oldugunu ve hicre
doéngusunun durdurulmasinin sepsis baglaminda énemli bir hlicresel savunma stratejisi
olabilecegini gosteren kanitlar vardir (49). IGFBP-7 ve TIMP-2’nin birlikte analizi su an igin
kritik hastalarda ABH gelisimi riski agisindan en spesifik ve sensitivitesi ylksek test olarak
tanimlanmaktadir (88-90).
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Sekil 2.4: Akut Bobrek Hasarinda IGFBP-7 ve TIMP-2 ‘nin mekanizmasi (91)
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2.3. Uzak iskemik Onkosullanma

Kisa sureli ve dusuk derecede iskemi ve reperflizyon periyotlarina maruz birakilan doku ve
organlarda  uzun siireli iskemi sonrasi hasar daha az olmaktadir. Bu durum iskemik
Onkosullanma (IPC-Ischemic preconditioning) olarak adlandiriimaktadir.(92) Bu yontem ilk
defa 1986'da Murry ve ark.n tarafindan kdépeklerin kalbinde yapilan arastirma ile
gOsterilmistir. Miyokard infarktiisi gegiren kopeklerde, kisa iskemik ataklarin uzamig iskemi
sonrasi kardiyoprotektif etkisi gosterilerek ortaya gikariimistir.(7)

iskemik 6nkosullanmanin molekiiler ve hiicresel koruyucu mekanizmasi tam olarak
ispatlanmamig ve klinik kullanima girmemis olsa da, iskemik énkosullanmanin adenozin
reseptorlerini module ettigine, K-ATP kanallarini aktive ettigine, ROS (reaktif oksijen
turlerinin) Uretimini azalttigina ve TNFa ile NFkB ekspresyonunu azalttigina dair ¢cok fazla
kanit vardir.(93, 94)

Uzak iskemik Onkosullanma (Remote Ischemic Preconditioning- UiOK), iskemik
onkosullanmayi uygulamanin baska bir yontemidir. Uzak iskemik 6nkosullanma ilk olarak

1993'te Przyklenk ve ark. tarafindan kalpte gésteriimistir UIOK’nin temel mekanizmasi,
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iskemik 6nkosullanmanin vicudun bagka bir bdlgesine (genellikle alt ekstremite)
uygulanmasiyla bir organi iskemik hasara hazirlamaktir. (95, 96) Kol ve bacak gibi hedef
disI organa uygulanan kisa iskemilerin; kalp, bébrek, akciger, beyin, barsak veya iskelet
kasi gibi uzaktaki organlarda koruma sagladigi gosterilmistir. (9-11).

Uzak iskemik dnkosullanmanin sistemik antiinflamatuvar, néronal ve hiimoral sinyal
yolaklarini iceren cesitli yollari aktive ettigi distniimektedir. (97) Iskemiye birakilan
dokudan salinan néral ve himoral mediyatorler, sitokinler ve interldkinler; reperflizyon
esnasinda sistemik dolasima salinir. Salinan bu koruyucu maddeler, hedef organlarda
(kalp, bébrek,beyin gibi ) hicre ici sinyal iletim yolaklarini aktive ederler. Hicre ici sinyal
ileticileri, mitokondriyal fonksiyonlari ve bir takim hicre i¢i kinazlarin kaskadini aktive eder.
(96) Son yapilan galismalarla da UIOK’nin hasar biyobelirteclerinin salinimini azalttigini ve
organ fonksiyonunu surdirdiguni gosteren kanitlar artmaktadir. (11, 12, 98)

Uzak iskemik ©nkosullanma kalp cerrahisi sonrasi hastalar arasinda ABH
insidansini azaltmak icin denenmis pratik bir yontemdir. Zarbock ve ark.’nin yaptigi
calismada; UIOK’'nin bébrek koruyucu 6zelliginin, UIOK yapilan uzak bélgeden salinan
hasar iligkili molekiler paternler (DAMP) araciligiyla gerceklestigi 6ne surildi (Sekil 2.5).
Hasar iligkili molekiler paternler salindiktan sonra bébrek tarafindan filtre edilir ve renal
tibuler epitel hicrelerinin ylzeyinde TLR gibi, patern tanima reseptorlerine (PRR-pattern
recognition receptors) baglanir. Bunun sonucunda htcre siklus arresti gibi koruyucu
mekanizmalari baglatir. (99) Tubuler epitel hiicrelerden salinan IGFB-7 ve TIMP-2 alarm
biyobelirtecleri, otokrin ve parakrin sinyallerle hiicre fonksiyonunu ve enerji tiketimini down-
regulle eder. Daha sonraki cerrahi stress durumunda hem alarm hem de hasar belirteclerinin
salinmasi ile renal epitelyumda hasarlanma ile sonuglanirken, bu hasarlanma kontrole

kiyasla UIOK durumunda zayiflatiimistir.
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Sekil 2.5: UIOK’nin bébrek koruyucu mekanizmasi (97)
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu deneysel calismanin tim asamalari Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
18.05.2018 tarihli 2018-019 Karar Sayili etik kurul onayiyla gerceklestiriimistir.

3.1.Caligmada Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada agirhgi 300-375 gram araliginda olan, 60 adet Wistar Albino tipi rat kullaniimigtir.
Calisma hayvanlarinin temini, beslenmesi, bakimi, deney ve uygulama asamalari
Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde yapilmistir. Oda isisinda ratlara 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik giin déngusu
uygulanmistir. Ratlar rahatlikla hareket edebilecekleri, su ve pellet yemi tiketebilecekleri

kafeslere yerlestirilerek ¢alisma siresince bakilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Tibbi ilaglar

¢ Hemodinamik ve solunum monitori (Bionet BM5, Bionet Co. Ltd. Seul/Kore)

e Anestezi cihazi (Beyza Medikal)

e Isoflurane (FORANE® - Abbott Tibbi ilag San. Tic. Ltd. Sti. Tirkiye)

e Isoflurane vaporizatdrii (Sigma- Penlon Limited Abingdon, United Kingdom)

e Kan gazi analizéri (ABL800 FLEX © -Radiometer Medical ApS, Denmark)

e izolayt- S soliisyonu ve %0,9 Izotonik Sodyum Kloriir (Eczacibasi-Baxter Hastane
Uriinleri San. Tic. A.S.)

¢ Tansiyon mansonu (Drager Neonatal2 4.3- 8,0 cm) ve mmHG 6l¢uli basing

pompasi

3.3.YOntem

Deneysel ¢calismamiz bir sham ve bes ¢alisma grubu olmak Uzere toplam 6 gruptan olustu.
Her grupta 10’ar adet Wistar Albino ratlar kullanildi. Butlin girisimsel islemler isofluran
inhaler anestezisi altinda derinlestirilerek ve deneklerin spontan solunumlari korunarak
gercgeklestirildi. Calismamizda polimikrobiyal sepsis modeli olusturmak igin gekal ligasyon

puncture (CLP) yontemi kullanildi. Deneklere ilk saatte 10ml/kg’dan sivi verildi. Sonrasinda
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deney suresince 5mi/kg/saat olacak sekilde sivi takviyesi yapildi. Sivi takviyesi olarak %0,9
izotonik NaCl veya isolayt-S dengeli soliisyonu kullanildi. Sonuglarin ilaca bagli bébrek

hasari ile karismamasi igin hayvanlara antibiyotik tedavisi uygulanmadi.

Calismamizda sepsise bagli gelisen ABHnin énlenmesinde UIOK'nin etkisininin

sepsis evrelerine gore belirlenmesinde ratlar 6 gruba ayrilarak incelendi:

Grup 1 (Sham): Bu gruptaki ratlara anestezi altinda i.V kaniil yerlestirildi, sivi resisitasyonu
uygulandi. Ancak cekal ligasyon ve delme islemi yapiimadi. UIOK uygulanmadi. Prosedir

sonunda deneklerden idrar, kan ve histopatolojik érnekler alinarak sakrifiye edildi.

Grup 2: Bu gruptaki ratlara anestezi altinda CLP uygulandi. Cekal ligasyon ve delme

isleminden 24 saat sonra idrar, kan ve histopatolojik dérnekleri alindi. UIOK uygulanmadi.

Grup 3: Bu gruptaki deneklere anestezi altinda CLP islemi uygulandiktan 48 saat sonra

idrar, kan ve histopatolojik drnekler alinarak ¢alisma sonlandirildi. UIOK uygulanmadi.

Grup 4: Bu gruptaki ratlara prosedir basinda UIOK uygulandi. Anestezi altinda CLP iglemi

yapildiktan hemen sonra idrar, kan ve histopatolojik 6rnekler alindi.

Grup 5: Baslangigta UIOK uygulanan bu grup ratlarda CLP islemi yapildiktan 24 saat sonra

¢alisma sonlandirilip idrar, kan ve histopatolojik érnekleri alindi.

Grup 6: Anestezi altinda CLP iglemi uygulanmadan énce UIOK uygulanan bu grup
deneklerde cerrahi prosedirden 48 saat sonra galisma sonlandirilarak idrar, kan ve

histopatolojik érnekleri alindi.

Prosedir sonlandirma ve Orneklerin alinmasi yine lIsofluran anestezisi altinda
yapildi. Sonlandirma saatinde mesaneden aspirasyon ile idrar érnekleri alindi. idrardan
ELISA yontemi ile TIMP-2 ve IGFBP-7 galisiimasi igin alinan idrar érnekleri -80 °C de
saklandi. Sonrasinda sol bdbrek alinip histopatolojik calismaya ayrildi. Son olarak
intrakardiyak kan orneg@i alinip 6tanazi kurallarina uygun olarak servikal dislokasyon ile
prosedur sonlandiriidi.

Ratlardan alinan sol bdbrekler histopatolojik ¢calisma igin 24-72 saat formaol ile fikse
edilecek, sonrasinda doku takip islemi ve paraffin bloklama yapildi. Hicresel dizeyde
inceleme yapmak icin Hematoksilen-Eozin boyama, PAS (Periodic Acid-Schiff) boyama ve

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling) yontemi uygulandi.
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3.3.1 Uzak iskemik Onkosullanma Uygulanmasi

Uzak iskemik 6nkosullanma uygulanacak olan ratlar, CLP islemi dncesinde alt ekstremiteye
tansiyon mansonu baglanarak 160 mmHg basincin Uzerinde tutulacak sekilde 5 dakika
iskemi uygulandi. Uzak iskemik 6nkosullanma her seferinde 5 dakika streyle iskemi ve 5
dakika sureyle reperflizyondan olusmak suretiyle toplamda 3 siklus olarak uygulandi (100)
(Resim 3.1))

3.3.2. CLP yontemiyle Sepsis Modeli Olugturulmasi

CLP yontemiyle polimikrobiyal sepsis modeli olusturuldu. Bitiin ratlar isofluran inhalasyon
anestezisi altinda sirt Ustl pozisyonda rektal prob ile vicut sicakhigi dlgulerek, isiticili
operasyon masasina alindi. Abdominal bdlgeleri ciltte hasar olusturmamaya 06zen
gosterilerek tras edildi. iki kez seyreltilmis povidon iyot ile silinerek aseptik ortam saglandi.
2 cm’ lik orta hat insizyonu ile batin agildi. Cekum bulunarak eksplore edildi. iliogekal valvin
distalinden gekumun %25’ lik kismi antimezenterik yerinden 3/0 ipek suturla baglanarak 18
gauge igne ile 2 kez delindi. Feges cikisi gozlendikten sonra c¢ekum tekrar batina
yerlestirildi. Batin 3/0 ipek suturla tekrar kapatildi. Sham grubunda ise orta hat insizyonu
yapildi ve sonrasinda herhangi bir islem yapilmadan batin iki tabaka halinde 3/0 ipek siturla
kapatildi. Ratlara bu sureg icerisinde femoral ven kullanilarak sivi resisitasyonu uygulandi
(Resim 3.1).
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Resim 3.1: Ratlarin Monitorizasyonu, Anestezi Uygulanmasi, Uzak iskemik Onkosullanmanin
Uygulanmasi ve CLP iglemi

3.3.3. idrarda IGFBP-7 ve TIMP-2 Seviyesinin Ol¢iilmesi

Calismamizda idrarda IGFBP-7 ve TIMP-2 duzeyleri ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay technique) yontemi ile dlguldi (SinoGeneClon Biotech Co.,Ltd).
Uygulanan ydntemler 6zetle; Standart kuyucuklarina 50 pL standart, numune

kuyucuklarina 40 pL numune diluenti ardindan 10uL numune eklendi. inkiibasyon:

Mikroplate Uzeri kapatilarak 30 dakika 37°C’de inklbe edildi. Distile su ile yikama ¢ozeltisi

30 kat seyreltildi. Mikroplate icindeki sivi uzaklastirildiktan sonra 5 kez ylkama islemi
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yapildi. 50uL HRP-Conjugate reaktifi eklendi. Tekrar inkiibasyon ve yikama isleminden
sonra her bir kuyucuga 50uL Kromojen soliisyon A ve ardindan 50uL Kromojen sollisyon B
eklendi. Igiktan koruyarak 15 dakika 37° C de inkube edildi. Stop reaksiyonu: Herbir
kuyucuga 50uL Stop soliisyonu eklendi ve reaksiyon durduruldu (mavi-sari renk degisimi).
Okuma: 15 dakika icinde 450nm de absorbans okundu. Bu iglemler igin Tibbi Biyokimya
Arastirma Laboratuvarinda bulunan BioTek marka mikroplate strip yikayici (ELx50) ve BIO-
RAD x Mark Mikroplate marka spektrofotometre cihazlari kullanildi.

Akut bdbrek hasarinin 6éngérilmesinde idrarda oOlgilen IGFBP-7 ve TIMP-2 molekillerin
tek basina degerlendiriimesinden daha degerli oldugu iddia edilen her iki molekulin ortak

degerlendirilmesi olan [IGFBP-7*TIMP-2] asagidaki formdille belirlendi:

[IGFBP — 7 « TIMP — 2] = [(IGFBP — 7 X TIMP — 2) = 1000 ]

3.4.Histopatolojik incelemeler

Tiam gruplardaki ratlarin sol bdbrekleri islem sonunda alinarak %4’ 10k formaldehit igeren
patoloji kaplarina konuldu ve asagidaki belirtilen siraya gére doku takip islemleri yapildi:
Suda yikama (gun boyu)

%70’lik alkolde (Merck)® bir gece bekletme,

%380’lik alkolde 1 saat bekletme,

2%96’lik alkolde 1 saat bekletme,

%96’lik alkolde 1 saat bekletme,

%100’lik alkolde 1 saat bekletme,

%100’lik alkolde 1 saat bekletme,

Ksilende (Merck)® 10 dakika bekletme,

Ksilende 10 dakika bekletme,

. Ksilen+ boncuk parafin (Merck)® karisiminda 60°C’ lik etiivde 1 saat bekleme,

© 0o N o gk~ w D PE

N =
B O

. Boncuk parafinde 60°C’ lik etlivde 1 saat bekleme,

=
N

. Boncuk parafinde 60°C’ lik etlivde 2 saat bekleme,
Ardindan parafin bloklara gomilerek kesit alma islemlerine hazir hale getirildi.
Sonrasinda parafin bloklardan Mikrotom (Leica RM2125RT) ile kesilen 5um’lik kesitler cam

lamlar Gzerine alindi ve boyama amaci ile asagida siralanan iglemlere tabi tutuldu:

Ksilolde 20 dakika bekletme,

Ksilolde 10 dakika bekletme,

%80’lik alkolde 10 dakika bekletme,

iki ayri %96’lik alkol serisinde 5 er dakika bekletme,

N
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Cesme suyunda ylkama,

Hematoksilen boyasinda 10 dakika bekletme,
Asit- Alkol karisimina batirip ¢gikarma,

Eozin soliisyonunda 1 dakika bekletme,

Suda 1 dakika yikama,

. %80’lik alkolde 10 dakika bekletme,
. Iki ayr %96'lik alkol serisinde 10 dakika bekletme,
. Ksilol serilerinde 20 dakika bekletme,

. Entellan ile kaplama iglemleri uygulandi.

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyasi ile boyamak i¢in asagida siralanan islemler uygulandi:

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

Kesitler, deparafinize edildi.

. Yikanip distile suya alindi.

Periyodik asit soliisyonunda 20 dakika bekletildi.
Distile suda yikama yapildi.

Schiff soliisyonunda 20 dakika bekletildi.

Cesme suyunda 10 dakika yikandi.

Harris hematoksilende 1 dakika boya uygulandi.
Distile suda iyice yikanip amonyakli sudan gegirildi.

Distile suda yikanip alkol, aseton ve ksilolden gegirildi.

10. Balzamla kapatildi.

TUNEL Boyama yontemi ile apoptozis degerlendiriimesi (ApopTag®, Peroxidase In Situ

Apoptosis Detection Kit) icin asagidaki islemler sirasi ile uygulandi:

1.
2.
3.

© © N o 0 &

Parafin bloklardan 4 mikron kalinhdinda kesilen dokular lam Gzerine alindi.

Etuvde 55°C derecede 1-2 saat bekletildi.

iki kez 10’ar dakika ksilen, iki kez 5’er dakika absolii alkolde, iki kez 5’er dakika %96’k
alkolde bekletildi. 3 kez 2’ser dakika distile suda bekletildi. 5 dakika PBS (Phosphate
buffered saline) icinde bekletildi.

Deparafinizasyonun ardindan 15 dakika proteinaz K uygulandi.

iki defa 2‘ser dakika PBS ile yikandi. 20 dakika %3'lik hidrojen peroksit uygulandi.

5 dakika distile su ile yikama, iki defa 2‘ser dakika PBS ile yikama

10 saniye eqalibration buffer uyguland.. iki defa 2‘ser dakika PBS ile yikandi.

TDT enzim (antikor) ile 1 saat 37 °C derecede etuvde bekletildi.

10 dakika Stop Wash Buffer uygulandi. 2 defa 2’ser dakika PBS ile yikandi

10. 30 dakika Anti —Digoksigenin uygulandi. 2 defa 2‘ser dakika PBS ile yikandi.
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11. 15 dakika DAB (peroksidaz substrat) uygulandi. 3 defa 2‘ser dakika distile su ile
yikandi.
12. 5 dakika %0,5’lik metilen grin uygulandi. 5 dakika distile suyla yikandi, havada

kurutuldu, ksilen bazli kapama malzemesi ile kapatildi.

incelemeye hazir hale gelen doku kesitleri, 1sik mikroskopuyla (Olympus BH-40 kamera
atagmanli) incelenerek ilgili biitiin gruplarin fotograflari gekildi. incelemeler, bu konuda daha
once de calismalari olan deneyimli bir patolog tarafindan koér olarak yapilmistir. Hazirlanan
preparatlarda nekroz, firgamsi kenar kaybi, cast formasyonu olusumu, vakuolizasyon ve
tubuler dilatasyon incelenmistir.
incelemelerin sonucunda Tibuler Hasar Skoru (Tubular Damage Score) olarak da bilinen
skorlama sistemine gore(101, 102).
e 0- (Hasar yok),
e 1-(%1-10),
o 2-(%11-25),
o 3-(%26-50),
o 4-(%51-75),
e 5-(>%75) olmak Uzere 5 dereceye (grade) ayriimistir.
Ek olarak apopitozis incelenmesi icin TUNEL ydntemi uygulanan preparatlardan da total

apopitoz miktari degerlendirilmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

IBM SPSS Statistics 22 bilgisayar programina veriler girildi. Normal dagilima goére
uygunluk analizleri yapildi. Ortaya ¢ikan deg@erler ortalama + standart deviasyon seklinde
g6sterildi. Coklu karsilagtirmalarda “Kruskal Wallis” varyans analizi yapildi. ikili grup
karsilastirmalarinda ise “Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi” kullanildi.
Degiskenler arasi iligki “Spearman korelasyonu” analiziyle elde edildi. Butin analizlerde

anlamhlik dizeyi p<0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Septik ratlarda UIOK’nin ABH gelisimi (izerine etkisini inceledigimiz bu ¢alismamizda ratlar,
her bir grupta 10 adet olacak sekilde alti gruba ayrildi. Sepsis modeli olarak ¢ekal ligasyon
ve ponksiyon (CLP) yontemi kullanildi. Grup 1 (Sham)de sadece abdominal insizyon
uygulanirken, Grup 2 ve 3’te sirasiyla CLP isleminden 24 ve 48 saat sonra érnekler elde
edildi. UIOK’nin uygulandigi gruplardan Grup 4'de CLP uygulanmazken, Grup 5 ve 6’da
sirasiyla CLP isleminden 24 ve 48 saat sonra galisma sonlandirilarak biyokimyasal ve

histolojik rnekler alindi.

4.1. Bobreklerin Histopatolojik incelenmesi

Calismamizda histopatolojik inceleme amagli olarak ratlarin sol bdbrekleri kullanilirken,
incelemede Hematoksilen-Eozin, Pas boyama ve apoptozisi degerlendirmek igin TUNEL
yontemi  kullanilmistir.  Hazirlanan preparatlarda nekroz, firgamsi kenar kaybi,
vakuolizasyon, cast formasyonu olusumu ve tibuler dilatasyon incelenmistir. Calismamizda
histopatolojik incelemelerde tubiller hasar tespit edilen preparatlarda agirlikhi olarak
fircamsi kenar kaybi, tibller dilatasyon ve vakuolizasyon bulgulari gértlmistir (Resimler
4.1,4.2,4.3).

Bobrekteki patolojik hasarin derecelendiriimesi igcin “Tubuler Hasar Skoru”
kullaniimistir (Tablo 4.1) (101, 102). Hasarsizlik durumunun sifir kabul edildigi bu skorlama
sistemi 5 sinif (grade) tzerinden derecelendirilmistir. Calismamizda Tubuler Hasar Skoru;
sham grubuna goére CLP uyguladigimiz yani sepsisli ratlarda 24 (Grup 2) ve 48. (Grup 3)
saatte anlamli olarak artmistir (p<0.05). Bu artis sepsisin 24. saatine (Grup 2’ye) gore; 48.
saatte (Grup 3’te) anlamli olarak yuksek tespit edilmemistir (p>0.05). CLP isleminden énce
UiOK uygulanan ratlarda sham ve Grup 4’e gdre tibiler hasar skoru sepsisin 24 (Grup 5)
ve 48. saatinde (Grup 6) yuksek olarak belirlenirken (p<0.05), yine sepsisin 24. (Grup 5) ve
48. saatti arasinda (Grup 6) tlbuler hasar skoru agisindan anlamli fark gézlenmedi
(p>0.05). Polimikrobiyal sepsis olusturulup UIOK uygulanan (Grup 5 ve 6) ve uygulanmayan
(Grup 2 ve 3) gruplarin tiibller hasar skorlari kiyaslandiginda istatistiksel agidan UIOK
uygulanan gruplarda anlaml olarak dusuk hasar skorlari elde edildi. Gruplarin Tabaler
Hasar Skoru derecelerinin ortalama + SD degerleri, degisim grafigi ve istatistiksel

karsilastirmalari Tablo 4.2, Grafik 4.1 ve Tablo 4.3 'te verilmistir.

Calismamizda sepsise bagl gelisen ABH'nin patolojisini anlamak ve UiOK'nin
apopitozise yonelik koruyucu etkisini degerlendirmek icinde apopitozis histopatolojik olarak

incelenmistir: Sham grubuna goére tubuler hasar gérulen guruplarda (Grup 2 ve 3) apopitosiz
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yénunden anlamli fark tespit edilmemis, benzer olarak bulunmustur (p>0.05). Sepsis
sonrasi 24.(Grup 2) ve 48. saatlerdeki gruplara gore (Grup 3); islem éncesi UIOK yapilan
gruplarda (Grup 5 ve Grup 6), apoptozisteki azalma anlamli olarak belirlenmistir (p<0.05).
Apoptozise yonelik histopatoloji érneklerinin TUNEL boyama ile mikroskobik goérintileri
Resim 4.4.’de, gruplarin apopitozis derecelerinin ortalama + SD degerleri, degisim grafigi

ve istatistiksel kargilastirmalari Tablo 4.2, Grafik 4.1 ve Tablo 4.3 'te verilmistir.

Tablo 4.1 Tabuler Hasar Skoru (101, 102).

Hasar Yilzdesi Hasar Skoru Derecesi
%0 0 (Hasar Yok)
%1-10 Grade 1
%11-25 Grade 2
%26-50 Grade 3
%51-75 Grade 4
> %76 Grade 5

Tablo 4.2. Gruplarin Tubiuler Hasar Skoru ve Apoptozis dereceleri (Ort + SD).

Gruplar Tubuler Hasar Skoru Apoptozis
Grup 1 (Sham) 0 1,4 +0,97
Grup 2 (CLP + 24.saat) 4.4 +0,52* 2,1+11
Grup 3 (CLP + 48.saat) 4,9 + 0,32* 16+1,17
Grup 4 (UIiOK) 0= 0,1 +0,32*%¢
Grup 5 (UIOK+CLP 24.saat) 2,6 + 0,52*eo# 0,4 + 0,52*¢
Grup 6 (UIOK+CLP 48.saat) 3,3+ 0,82* e 0,6 £ 0,84+

* P<0,05, Sham grubu ile karsilastinldiginda; ¢ P<0,05, Grup 2 ile karsilastirildiginda;
°P<0,05, Grup 3 ile karsilastiriidiginda; # P<0,05, Grup 4 ile karsilastirildiginda;
Ort + SD: (ortalama * standart sapma)
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Grafik 4.1 Gruplarin Tiibiiler Hasar Skoru ve Apoptozis derecelerinin karsilastiriimasi

m Tubuler Hasar Skoru = Apoptozis

*
*
2
- hn L
N —— Em EBN

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6

* P<0,05, Sham grubu ile karsilastirildiginda

Tablo 4.3. Tiibiler Hasar Skoru ve Apoptozisin Gruplar Arasi istatistiksel Karsilastirmasi

Gruplarin Karsilastirmasi Tabuler Hasar

Sham x Grup 2 P=0,000 P=0,24

Sham x Grup 3 P=0,000 P=0,912
Sham x Grup 4 P=1,000 P=0,003
Sham x Grup 5 P=0,000 P=0,023
Sham x Grup 6 P=0,000 P=0,089
Grup 2 x Grup 3 P=0,063 P=0,280
Grup 2 x Grup 4 P=0,000 P=0,000
Grup 2 x Grup 5 P=0,000 P=0,000
Grup 2 x Grup 6 P=0,005 P=0,005
Grup 3 x Grup 4 P=0,000 P=0,001
Grup 3 x Grup 5 P=0,000 P=0,011
Grup 3 x Grup 6 P=0,000 P=0,050
Grup 4 x Grup 5 P=0,000 P=0,280
Grup 4 x Grup 6 P=0,000 P=0,247
Grup 5 x Grup 6 P=0,075 P=0,796
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Resim 4.1 Sepsis donemlerinde gruplarda sik goriilen histopatolojik bulgularin
orneklerinden tubul dilatasyonu

Tlbul dilatasyonu ve dilate tubullerde epitel basiklagsmasi (yuvarlak isaretli alanlar) sham grubunda
(A) ve CLP’siz UIOK grubunda (B) birkag tiibiilde izlenirken, UIOK uygulanmayan sepsisin 24. (C)
ve 48. saattinde (E) artan oranlardadir. UIOK+24 saat (D) ve 48 saat grubunda ise (F) UIOK
uygulanmayan gruplara gére daha az oranda izlenmektedir (Hemotoksilen/Eozin; A, B, C, D, E, F,
40x).
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Resim 4.2 Sepsis donemlerinde gruplarda sik goriilen histopatolojik bulgularin
orneklerinden vakuolizasyon

Tibil epitellerinde vakuolizasyon (liggen isaretli tibiiller) sham grubunda (A) ve CLP’siz UIOK
grubunda (B) diisiik oranlarda iken, UIOK uygulanmayan sepsisin 24. (C) ve 48. saattinde (E)
artmistir. UIOK+24 saat (D) ve 48 saat grubunda ise (F) UIOK uygulanmayan gruplara gore
vakuolizasyon azalmaktadir. E grubunda birkag tibdl epitelinde nekroz (kare isaretli), E ve F
grubunda seyrek tiibil [limeninde cast olusumu (oklar) izlenmektedir (Hemotoksilen/Eozin; A, B, D,
E, F, 100x; C, 200x).
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Resim 4.3 Sepsis donemlerinde gruplarda sik goriilen histopatolojik bulgularin érneklerinden
firgamsi kenar kayiplari

Sham grubunda (A) ve CLP’siz UIOK grubunda (B) grubunda tiibiillerin firgamsi kenarlari diizenli

yapida izlenmektedir (oklar), seyrek tiibiil dilatasyonu mevcuttur. UIOK uygulanmayan sepsisin 24.
(C) ve 48. saattinde (E) giderek artan oranda firgamsi kenar kayiplari (oklar), tubul epitellerinde
vakuolizasyonlar (Ug¢gen), tubdl dilatasyonlari ve epitellerinde basiklasma izlenmektedir (yuvarlak
isaretler). UIOK+24 saat (D) ve 48 saat grubunda ise (F) UIOK uygulanmayan gruplara gére daha
az oranda tubdl dilatasyonu, vakuolizasyon ve firgamsi kenar kayiplari gérilmektedir (PAS; A, C, D,
E, F, 100x; B, 200x).
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Resim 4.4 Sepsis dénemlerinde gruplarda apoptozise yonelik histopatoloji
orneklerinin TUNEL boyama ile mikroskobik gortntuleri

TUNEL boyamada sham grubu (A) ve CLP’siz UIOK grubunda (B) apoptotik hiicre gériilmezken,
UIOK uygulanmayan sepsisin 24. saatinde (C) 1 adet, UIOK +24 saat grubunda (D) 1 adet, UIOK
uygulanmayan sepsisin 48. saattinde (E) 2 adet, UIOK+48 saat grubunda 2 adet apoptotik hiicre
(oklar) izlenmektedir (TUNEL; A, B, C, D, F, 200x; E, 400x).

4.2. Serum Kreatininin Duzeyinin Degerlendirmesi

Calismamizda serum kreatinin degerleri sepsisin 24. ve 48. saatinde sham gubuna gore
anlamh olarak artmistir (p<0,05). Ancak sepsis sonrasi 24. ve 48. saatlerde; islem dncesi
UiOK yapilan gruplarda yapilmayanlara gére kreatininde anlamli bir degisiklik gérilmemistir
(p>0.05). Her bir grubun serum kreatininin ortalama + SD degerleri Tablo 4.4’te, gruplar
arasi istatistiksel karsilastirmasi Tablo 4.5’te ve de@erlerin gruplara gére degisimi Grafik

4.2.’de gosterilmigtir.
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Grafik 4.2. Serum kreatinin degerlerinin gruplara gore degisimi (mg/dL)
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Grup 1 Grup2 Grup3  Grup4 Grup5 Grup6
Gruplar

*P<0.05, Sham grubu ile kiyaslandiginda

4.3. Serum Laktat Diizeyinin Degerlendirmesi

Calismamizda serum laktat duzeyi sepsisin 24. ve 48. saatinde sham gubuna gore anlaml
olarak artmistir (p<0,05). Ayrica sadece UIOK uygulanip CLP yapilmayan grupta da sham
grubuna gére anlaml artis gériilmistir (p<0,05). CLP islemi dncesi UIOK uygulanan
gruplarda, uygulanmayanlara gore laktat diizeylerinin ortalamasinda azalma gértulmus fakat
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir degere ulagsmamisgtir.

Her bir grubun serum laktat dizeylerinin ortalama + SD degerleri Tablo 4.4'te,
gruplar arasi istatistiksel karsilastirmasi Tablo 4.5’te ve gruplara gbre serum laktat
degerlerinin degisimi Grafik 4.3.’de 6zetlenmistir.
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Grafik 4.3. Serum laktat duzeylerinin gruplara gore degisimi
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Tablo 4.4 Gruplarin, Kreatinin, Laktat, IGFBP-7, TIMP-2, [IGFBP-7*TIMP-2] Degerleri

(Ort £ SD).

Gruplar

Kreatinin L aktat

IGEBP.7

TIMP.2

IGFBP 7*
TIMP-2

Grup 1 (Sham)

0,35+0,02

1,84+0,32

47,10+4,58

5,20+0,85

0,24+ 0,05

Grup 6 (UIOK+CLP 48.saat)

Grup 2 (CLP + 24.saat) 0,55+0,09* 5,97+1,18* 177,12+34,52* 29,09+6,74* 5,16+ 1,89*
Grup 3 (CLP + 48.saat) 0,48+0,09* 7,82+1,95* 370,01+164,88* | 53,29+29,56*¢ | 23,69+19,5*
Grup 4 (UIOK) 0,36+0,04%° | 2,54+0,54*¢ 55,63+6,55 *&° 7,88+0,98 *¢¢ | 0,44+0,08 **°
Grup 5 (UIOK+CLP 24 saat) 0,58+0,06* # 5+1,49*# 111,24+18,29*% | 21,15+5,98*°# | 2,43+1,01*#

0,62+0,17*°% | 6,67+2,59* 209,5+76,54*°# 27,85%6,71*°% | 6,11+3,11*°#

* P<0,05, Sham grubu ile kargilastinldiginda; ¢ P<0,05, Grup 2 ile kargilastinldiginda;
°P<0,05, Grup 3 ile karsilastirildiginda; # P<0,05, Grup 4 ile karsilastiriidiginda; Ort + SD,

ortalama * standart sapma
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Tablo 4.5. Gruplar Arasi istatistiksel Karsilastirma.

Gruplarin Kreatinin Laktat IGFBP.7 TIMP.2 IGFBP 7*
Karsilastiriimasi TIMP2

Sham x Grup 2 P=0,000 P=0,000 P=0,000 P=0,000 | P=0,000
Sham x Grup 3 ’ P=0,000 ‘ P=0,000 ‘ P=0,000 ‘ P=0,000 ‘ P=0,000
Sham x Grup 4 ‘ P=0,912 ‘ P=0,002 ‘ P=0,005 ‘ P=0,000 ‘ P=0,000
Sham x Grup 5 P=0,000 P=0,000 P=0,000 P=0,000 | P=0,000
Sham x Grup 6 P=0,000 P=0,000 P=0,000 P=0,000  P=0,000
Grup 2x Grup 3 P=0,165 P=0,023 P=0,003 P=0,023 | P=0,003
Grup 2x Grup 4 P=0,000 P=0,000 P=0,000 P=0,000  P=0,000
Grup 2 x Grup 5 P=0,436 P=0,218 P=0,000 P=0,009  P=0,000
ClilD 2o il & P=0,529 P=0,684 P=0,353 P=0,971  P=0,280
Crupsgacup 4 P=0,003 P=0,000 P=0,000 P=0,000 | P=0,000
Sl S ED B P=0,015 P=0,002 P=0,002 P=0,002  P=0,002
Grup 3 x Grup 6 P=0,011 P=0,315 P=0,023 P=0,011  P=0,007
Grup 4 x Grup 5 P=0,000 P=0,000 P=0,000 P=0,000  P=0,000
Grup 4 x Grup 6 P=0,000 P=0,000 P=0,000 P=0,000  P=0,000
CllD 5o il P=0,912 P=0,089 P=0,000 P=0,019  P=0,002

4.4 Hicre Siklus Arrest Biyobelirteclerinin Duzeylerinin Degerlendirmesi

idrar numunesinden élgiilen hiicre siklus arrest biyobelirtecleri, hem IGFBP-7 hem de TIMP-
2 sepsis sonrasi 24. (Grup 2) ve 48. saatlerde (Grup 3) sham grubuna gore anlamh artis
gosterdi (p<0.05). Bu artis sepsisin 48. saatinde 24. saate gore anlamli olarak daha yuksekti
(p<0.05). Sham grubu ile sadece UiOK uygulanip CLP uygulanmayan grup arasinda bu iki
biyobelirte¢ yéniinden anlamli fark tespit edildi (p<0.05). CLP éncesi UIOK uygulanan
gruplarla (Grup 5 ve 6) uygulanmayan gruplar (Grup 2 ve 3) arasinda hem IGFBP-7 hem
de TIMP-2 degerlerinde UIOK uygulananlarda anlamli azalma belirlendi (p<0.05).

Akut boébrek hasarinin 6ngériimesinde bu molekillerin  tek baglarina
degerlendirimesinden daha degerli oldugu iddia edilen her iki molekilin ortak

degerlendiriimesi [({GFBP —7 x TIMP — 2) + 1000 ] calismamizda incelendiginde sham

grubuna ve birbirlerine kiyasla sepsisin 24.saatinde ve 48.saatinde anlamli olarak artti
(p<0.05). Ayrica sepsis sonrasi 24. ve 48. saatlerde; islem éncesi UIOK yapilan gruplarda,
yapllmayanlara gére IGFBP7*TIMP2 degerlerinde anlamli azalma goéruldu (p<0.05). Grup
1 ve Grup 4 arasinda anlamli fark tespit edildi (p<0.05).

37



Calismamizda ratlarin idrar numunelerinden olctigimuiz hicre siklus arrest
biyobelirteglerinin ortalama + SD degerleri Tablo 4.4’te, gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmasi Tablo 4.5’te, gruplara gére IGFBP-7, TIMP-2, IGFBP7*TIMP2 degisimi
sirasiyla Grafik 4.4, 4.5 ve 4.6’da 6zetlenmisgtir.

Grafik 4.4. idrar IGFBP-7 diizeylerinin gruplara gére degisimi (ng/mL).
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Grafik 4.5. idrar TIMP-2 diizeylerinin gruplara gére degisimi (ng/mL).
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Grafik 4.6. idrar IGFBP7*TIMP 2 diizeylerinin gruplara gére degisimi [(ng/mL)%1000]
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4.5 Patolojik Bulgular ile Kreatinin, Laktat ve IGFBP7*TIMP2 Korelasyonu

Sepsise bagli bébreklerde gelisen histopatolojik hasar ile idrardan dlgtigimuz hicre siklus
arrest biyobelirtecleri arasindaki korelasyon incelendiginde; IGFBP-7 (Spearman p =0.910,
p<0.0001), TIMP-2 (Spearman p =0.889, p<0.0001) ve [IGFBP-7*TIMP-2’] (Spearman p
=0.908, p<0.0001) arasinda kuvvetli pozitif yonlu korelasyon tespit edildi (Grafik 4.7).
Kandan dlgtugumuiz serum kreatinin degerleri ile histopatolojik hasar arasindaki
korelasyon ise orta derecede pozitif yonlu idi (Spearman p =0.532, P<0.01) (Grafik 4.7).
Sepsis olusturulan ratlarimizda kan laktat dizeyi ile histopatolojik bulgular arasinda da

anlamli korelasyon belirlendi (Spearman p =0.795, P<0.001).
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Grafik 4.7 Kreatinin Laktat ve IGFP-7*TIMP-2 Degerlerinin Patolojik Hasar ile
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5.TARTISMA

Yogun bakimlarda kritik hastaligi bulunan hastalarda birgok nedene bagl olarak gelisen
ABH ¢ok sik goérilen bir sorun olup, sepsis yogun bakim Unitelerinde gelisen ABH'nin en
sik rastlanan sebebidir.(62) . Ancak sepsise bagli gelisen ABH diger nedenlere bagli gelisen
hasarlardan basta fizyopatoloji olmak Uzere c¢ok farkhdir. Bu nedenle yogun bakim
Unitelerinde bu hastalar diger nedenlere bagl gelisen ABH’larindan daha farkli olarak takip
ve tedavi edilmesi gerekir. Son yillarda ortaya konuldugu Uzere sepsise bagli ABH’nin erken
déneminde olusan hasar yapisal olmaktan ziyade fonksiyonel oldugu disunuldiginde (48)
yogun bakimdaki bu kritik hastalarda bébreklerin tehlike altinda oldugunu anlamak ve bu
organlari korumak onemlidir. En iyi koruma yontemi ise énlemektir. Onleme yiiksek riskli
hastalarin ortaya konmasi, bobreklerin risk altinda oldugunun erken dénemde belirlenmesi
ve bir takim proflaktik 6nlemlerin uygulamaya sokulmasini gerektirir.

Biz de bu deneysel hayvan calismamizda daha dnce 6zellikle perioperatif ddonemde
gelisen ABH'nin 6nlenmesinde faydali oldugu rapor edilen (12, 13, 103) ve sepsisli hastalar
Uizerindeki etkisi halen randomize kontrolll calismalarla ortaya konmamis olan uzak iskemik
dnkosullanma (UIOK)'nin ratlar tizerinde sepsise bagl akut bdbrek hasarini azaltmada etkin
bir yontem olup olmadigini inceledik ve halen etki mekanizmasinin tam olarak anlasiimadigi
bu yontemin alta yatan mekanizmalarina isik tutmaya calistik.

iskemik &n kosullandirma kavrami (iOK) 1986 yilinda miyokard enfarktiisli
kopeklerde gelisen surekli iskemik hasardan énce ¢ok sayida kisa iskemik atagin
kardiyoprotektif etkisini ilk kez tanimlayan Murry ve arkadaglar tarafindan tanitilmistir (7).
iskemik 6n kosullandirma uyarisi iskemik yaralanmaya maruz kalan ayni organa veya
dokuya uygulandiginda lokal IOK olarak bahsedilirken bu koruma yalnizca lokal olarak
degil, ayni zamanda uzak dokulari da koruyabilir. ilk olarak 1993 yilinda Przyklenk ve ark.
tarafindan uzakta uygulanan iskemik onkosullanmanin kalpte diger koroner arterlerin
perflizyonunu iyilestirdigi gérilmis ve bu olay uzak iskemik énkosullanma (UiOK) olarak
tanimlanmigtir (8). Birgok deneysel ve Klinik g¢alismalarda UIOK’'nin miyokard haricinde
bobrek, akciger, karaciger, iskelet kasi ve barsaklarda koruyucu etkisi oldugu gosterilmisgtir
(104-107).

Bobrekler, UIOK’nin Klinik uygulamasi igin ana ilgi organlarindan biridir. Bébrekler, yiiksek
enerji talepleri ve karmasik mikrovaskuiler aglari nedeniyle, akut bdbrek fonksiyon
bozuklugunun énemli bir patofizyolojik temeli olan iskemik hasara 6zellikle duyarlidir.(108,
109) Buna gére, deneysel ve klinik kanitlar UIOK'nin bobrekleri iskemik hasardan korumak
icin etkili bir arag¢ olabilecegini disundirmektedir. Ancak farkli patofizyolojiye bagli olarak

gelisen sepsisle iliskili ABHda da deneysel galismalar UIOK'nin ABH énleye bilecegini
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bildiriimistir. Bu nedenle eger sepsiste de bu yéntem akut bébrek yetmezligi insidansini
azaltirsa hem invazif olmayan hem de neredeyse maliyetsiz bir tedavi stratejisi olarak
cezbedici olacaktir.

Calismamizda CLP ile olusturdugumuz bu polimikrobiyal sepsis modelinde sepsise
bagh gelisen ABHda patolojik hasarin derecelendiriimesi icin “Tubuler Hasar Skoru”
kullandik. Hasarsizlik durumun sifir kabul edildigi bu skorlama sisteminde 5 sinif Gizerinden
hasarlanma giddetini belirledik. Sifir hasarsizlidi gosterirken 5 en yuksek hasar derecesini
gostermekte idi. TUbuler hasar tespit ettigimiz preparatlarda agirlikli olarak fircamsi kenar
kaybi, tubuler dilatasyon ve vakuolizasyon bulgularini gérdik. Farkli gruplarda bu tubduler
hasar skoru ile bdbrek hasarinin kantitatif olarak karsilastirilmasi birgok calismada da
benzer olarak kullanilmistir. (101, 102) Tubuler Hasar Skoru sham grubuna gore CLP
uyguladigimiz yani sepsisli ratlarda 24 ve 48. saatlerde anlamli olarak artmistir. Artis 24.
saatte 48. saatte goére anlaml olarak daha dusuk tespit edilmistir. Bu durum tedavi
edilmemis enfeksiyonun bakteriyemi ardindan enflamatuar yanitin sistemik aktivasyonunu,
organ fonksiyon bozuklugu, sepsis, daha sonra septik sok ve multiorgan fonksiyon
bozukluguna gidisi gosteren insan yanitlariyla ortisen dogru bir eksperimental model
Uzerinde calistigimizi géstermistir. Calismamizda sepsis olusturmadan énce UIOK
uyguladigimiz ratlarda, sepsisin erken (24. saat) ve gec¢ (48.saat) dénemlerinde, tibdl
hasarinin UIOK uygulanmayan ratlara gére anlamli olarak az oldugunu belirledik. Hatta
UiOK uygulanmayan erken sepsis déneminde UIOK uygulanan geg sepsis dénemine gore
tubuler hasari anlamli olarak daha yuksek gozlemledik.

Calismamizda apopitozisi gosterebilmek igin yaptigimiz TUNEL boyama ile 20 kat
buyutmede c¢ogdunlukla nekroz olmaksizin 1-2 apoptotik hicre gozlemledik ve sham
grubuna gore tibuler hasar gorulen sepsisin 24 ve 48.saatinde apopitosiz yoninden anlamli
fark tespit etmedik.

Geleneksel olarak sepsise bagli ABHnin sistemik hipotansiyon ve renal
vazokonstriksiyona bagh bodbrek hipoperfuzyonunun neden oldugu ve bdbreklerde
reperflizyon hasari sonucu meydana geldigi distintilmekteydi. Bu teori son yillarda oldukga
fazla sorgulandi ve yeni birgok mekanizma 6ne surlldi. Yakin tarihli insan ve hayvan
calismalari sepsis sirasinda bdbrek kan akiminin  korundugunu gdstermistir.(49)
Gunumuzde sepsise bagh ABH'nin fizyopatolojisinde inflamasyon, mikrovaskuler
disregulasyon ve hasara karsi Tubuler Epitelyal Hicrenin (TEH) metabolik yaniti gibi
kavramlar daha ¢ok dne suriimekte olup bunlarin global renal hipoperflizyondan ¢ok daha
O6nemli olabilecegi dusunulmektedir.(41, 49, 62) Sepsise bagli ABHda goérilen hucre
6limunin bobreklerdeki ciddi fonksiyonel degisiklikleri tam olarak agiklayamadigr goz
Oondne alindiginda (¢lnkl apopitoz ve nekroz tum tubule-epitelyal hicrelerin sadece %5'i

gibi azinda gergeklesir) sepsise bagh gelisen ABH’nin erken déneminde bu degisikliklerin
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hayatta kalma stratejisi olarak ortaya ¢ikan yanitlarin klinik ve biyokimyasal yansimasi gibi
dusundlebilir. Calismamizda gdézlemledigimiz apopitoz ve nekroz yoklugu sepsise bagl
ABH’nin fizyopatolojisi ile ilgili son yillardaki bu gérusleri destekler niteliktedir.

Sepsis sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki gruplarda tubuler preparatlarda 1-2 adet de
olsa gorulebilen apopitotik hiicreler CLP éncesi UIOK yapilan gruplarda anlamli olarak daha
az belirlenmistir. Bu nedenlerle c¢alismamiz polimikrobiyal sepsis modelinde sepsis
gelisiminden énce uygulanan UIOK’nin tiibiiler hasari azaltip bébrekleri koruyabilecegini
gOstermistir.

Bugline kadar yapilan galismalarin gogu, UIOK'nin hayvanlarin ve insanlarin
miyokardinda iskemi / reperflizyon hasarina karsi1 koruma sagladigini gosterse de az sayida
calisma UiOK'nin bébregi koruma potansiyelini arastirmistir. Yapilan hayvan galismalarinin
cogunda UIOK uygulamasi garpici sekilde renal koruma ile iligkilendirilmistir. Ancak cok
daha az sayida ¢alisma sepsis durumlarinda ¢alisiimistir.

1980’li yillarda Zager ve ark.’nin yaptiklari ilk hayvan ¢alismalari iskemik olaylardan
once gelen iskemiye karsi bdbrek direncinin arttigini gdstermis ve UIOKnin bobrek
fonksiyonu uzerindeki potansiyel yararh etkilerinin olabilecedini disundirmustur (110, 111).
Ates ve ark. kisa sureli karaciger iskemi ataklarinin, uzak bir organ olarak renal iskemi
Uzerinde yararli bir etkiye sahip oldugunu gosterilmistir(105). Arastirmacilar plazma
kreatinin, kan idrar nitrojeni ve malondialdehit seviyelerindeki disusler, azalmis renal
morfolojik degisim ve superoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin daha iyi korunmasinin
gosterdigi gibi kisa ince bagirsak iskemi uygulanmasinin renal iskemiyi ve ardindan
reperflUzyon hasarini hafiflettigini ortaya koymuslardir. Bu sonuglar, ince bagirsak
iskemisinin, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve antioksidan enzim aktivitelerini
koruyarak renal iskemi-reperflizyon hasarina kargi korudugunu gostermektedir. Wever ve
ark. ise kisa arka bacak tikanikliginin renal iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyup
koruyamayacagini ve bu korumanin adenozine bagimli olup olmadigini arastirdilar (112).
Siganlara tek tarafll veya iki tarafli UIOK uyguladilar. 24 saatlik reperfiizyondan sonra,
bobrek fonksiyonu hem bilateral UIOK grubunda hem de tek tarafli grupta iyilestigini ancak
bilateral UIOK'nin tek tarafli UIOK'den daha etkili oldugunu rapor ettiler. Bu durumun
adenozinden bagimsiz bir mekanizma yoluyla gergeklestigi sonucuna vardilar.

Hayvan modellerinde elde edilen deneysel verilerin yakin zamanda yayinlanan bir
meta-analizi; BUN, serum kreatinin ve renal iskemi reperfizyon hasarindan sonra histolojik
bébrek hasari gibi li¢ sonug dlciitiinii degerlendirdi (113). iskemik én kosullanma ile iligkili
koruyucu etkiler G¢ parametrenin tUmu icin rapor edildi. Lokal ve uzaktan 6n kosullandirma
arasinda etkinlik agisindan higbir fark gézlenmedi. ilging bir sekilde, renoproteksiyon kadin
alt grubunda belirgin degildi ve kadin deneklerde gelecekte yapilacak ¢alismalara ihtiyag

oldugu arastirmacilar tarafindan vurguladi.
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Yakin zamanda Pan ve ark., farelerde CLP ile sepsis olusturduklari modelde
24 .saatte serumda ve bobrekte TNF-alfa ve IL-6 konsantrasyonlarinin yikseldigini ancak
UiOK'nin bu serum ve bdbrekteki sitokin seviyelerinin yiikselmesini engelleyerek,
inflamasyonu ve apopitozisi azalttigini rapor ettiler. Arastirmacilar UiOK'nin sepsis
olusturulan farelerde, renal fonksiyon bozuklugunu iyilestirme mekanizmasinin iskelet
kasindan dolasima salinan eksozomal miR-21 (mikroRNA-21) anahtar molekuli aracihigiyla
oldugunu éne sirdiler. On kosullandiriimis ekstremitede artan miR-21’in, dolagimdaki
eksozomlar araciligiyla bobreklere aktarildigi ve sistemik inflamasyonu ve renal tubduler
hicre apoptozisini baskiladigini bildirdiler. Pan ve ark. histopatolojik incelemelerinde
calismamiza benzer sekilde bodbreklerde, medullanin dis kisminda kismi tabdler
vakuolizasyon, firgamsi kenar kaybi ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun azaldigini tespit
ettiler (114).

Olguner ve ark., ratlarda CLP sonrasi sepsise bagl akut bdbrek ve akciger
hasarinda UIOK'nin etkilerini incelemek icin, CLP islemi éncesinde sol alt ekstremiteye 3 er
defa iskemi reperfiizyon sikluslari uygulamislardir (115)Bu deneysel calismada UiOK’nin
lipid peroksidasyonunu azaltarak anti oksidan etki ile sepsise bagli akut bobrek ve akciger
hasarinda koruyucu etkiye sahip oldugu sonucuna varmiglardir.

Hayvan modellerinde elde edilen deneysel kanitlara ek olarak, UIOK kavraminin
deneysel modellerden klinik uygulamaya donusturilmesinde énemli ilerleme saglanmistir.
Simdiye kadar, UiOK'nin insanlarda bdbrek hasarini azaltmak igin kullanilabilecegi
kavramini agirlikh olarak (ama daha énemlisi hepsi degil) destekleyen birkag klinik galisma
yapilmistir.(11, 13, 98, 103, 116-119) Farkh calismalar arasindaki tartismali sonuglarin
nedenleri ise; farkli hasta populasyonlari, komorbiditeler (6rn., 6énceden var olan kronik
bobrek hastaligl, diisik ejeksiyon fraksiyonu, diyabet, KOAH gibi), ameliyat tipi ve UIOK
protokollerini iceren ¢ok cesitlik olabilir. Genelikle renal koruma icin calisilan hasta
populasyonlari kardiyovaskuiler cerrahi girisimleri, renal transplantasyonu, anjiografi
islemleri uygulanan hasta gruplarini kapsamaktadir. Ancak sepsiste ABH’nin édnlenmesi icin
UiOK’nin kullanimina yénelik randomize kontrollii klinik bir galisma literatiir taramamizda
rastlanmamistir.

Ozellikle UIOK'nin bébrek lzerindeki etkileri, yetiskin kalp ve damar cerrahisi
operasyonlarinda kapsamli bir sekilde arastiriimistir. Yakin zamanda buytk ¢ok merkezli,
randomize cift kor bir klinik calismada, kardiyak cerrahiden dnce yiksek riskli hastalarda
UiOK'nin ABH olusumunu azaltmada etkili (% 52,5'e kiyasla% 37,5) oldugu rapor edilmistir
(12) Ayrica, UIOK uygulanan hastalarin daha az RRT gereksinimi (% 15,8' e kargi % 5,8)
olmustur. Bununla birlikte, 6nemli olarak, bu midahalenin etkinliginin hiicre siklus arrest

biyobelirteclerinin idrara salinmasiyla gugla bir sekilde iliskili oldugu gosterilmigtir.
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CLP sepsis modeli ile ratlarda UIOK'nin renal hasar (izerine etkisini inceledigimiz
¢alismamizda idrar numunesinden olgllen hicre siklus arrest biyobelirteclerinin, hem
IGFBP-7 hem de TIMP-2’nin sepsis sonrasi 24 ve 48. saatlerde sham grubuna goére 6nemli
artis gosterdigini goérdik. Sepsisle birlikte gortlen bu artis tedavi edilmemis sepsisin
ilerlemesiyle yani 24. saate gore 48. saatte anlaml olarak daha yuksekti. Tubuler hasarla
karsilagtirdigimizda ise IGFBP-7 (Spearman p =0.910, p<0.0001), TIMP-2 (Spearman p
=0.889, p<0.0001) ve [IGFBP-7*TIMP-2'] (Spearman p =0.908, p<0.0001) aralarinda
kuvvetli pozitif yonlu korelasyon tespit ettik (Grafik 4.7). Bu bulgularimiz Zarbock ve ark.,
kardiyak cerrahiden énce yiiksek riskli hastalara UIOK uyguladiklari calismalarina benzer
sekilde bu ydntemin (tUbuller hasar ile de korele olarak) hiicre siklus arrest molekdllerini
idrarda anlamli olarak dusurdugunu gorduk. Bu sonug hilcre siklis arrest biyobelirteglerinin
tibuler hasarin teshisinde ve UiOK’nin etkinliginin ortaya konmasinda yarali oldugunu
g6sterirken, UIOK’nin etkisinin altinda yatan mekanizmalar icerisinde de bu biyobelirteclerin

rold olabilecegini distindirmektedir.(118)

TIMP-2 ve IGFBP7, son zamanlarda ABH icin kesfedilen biyobelirteglerdir. Bu hicre siklls
arrest molekiillerinin galismamizda uyguladigimiz UIOK yéntemi ile azalmis olmasi nasil
yorumlanmali diye dusinlrsek sunlari sdyleyebiliriz. Hasar ve korumayi éngdren bu

biyobelirtecler icin madolyonun iki yGazu vardir.

Hlcre dongusu farkl agsamalardan olusur ve her asama, uygun hicre gogalmasi igin
gerekli olan belirli bir isleve sahiptir. Hlcreler, potansiyel olarak hasar gérdigunde hicre
bélinmesini 6nlemek ve enerji tasarrufu saglamak icin koruyucu bir mekanizma olarak
hiicre dongusu duraklatmasini baslatirlar. Hiicre déngusu durmasi hiicreyi gegici G1 hicre
dongusunde birakarak bobrek hasarini azaltabilecegi dusinulmektedir(120, 121). G1 hiicre
siklus arresti, DNA’sI hasarli olan hicrelerin DNA onarimi sadlanana kadar bdlinmelerini
engeller. Hucre sikus arresti hasarin hemen ardindan erken donemde olusur. IGFBP-7 ve
TIMP-2 hiicre hasarinin erken déneminde hicre déngusu arresti ile iligkilidirler (122). Bu
nedenle hasarli dokulardan salinan bu biyobelirtegler aslinda hasara karsi olusan bir
savunma mekanizmasidir ve hucreleri korumaktadir. Yalniz hasar uzun stre devam ederse
bu sire¢ hicrelere zarar verebilmektedir. Hiicre dongustinin manipulasyonu, ABH’nin
onlenmesi ve tedavisinde yeni bir terapétik stratejiyi temsil edebilir. UIOK, DAMP’ler gibi
cesitli molekilleri uzak dokudan serbest birakirlar. DAMP’ler daha sonra boébrek tarafindan
filtrelenir ve proksimal tubul epitelinde Toll-like reseptori gibi patern tanima araciligi ile
sinyal verilmesine yol acar. Bu sinyal daha sonra biyoenerjetik asagi diizenleme ve gegici

hiicre dongust durmasi gibi dogal savunmalari tetikleyebilir. (120, 121, 123). Bu
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savunmalar, bir kez devreye girdikten sonra, sonraki enflamatuar veya iskemik stres
sirasinda boébregi koruyabilir. Calismamizda CLP uygulamadigimiz sadece UiOK
uyguladigimiz grupta hicre siklus arrest biyobelirteclerimizin idrarda anlamli olarak sham
grubundan daha yiiksek olmasi ve UIOK uyguladigimiz sepsisli ratlarda bu ydntemin
kullanmadigi gruplardan daha dislik ve hasar skorlarinin daha iyi olmasi bu teoriyi
desteklemektedir.

Ayni zamanda bdbreklerde hiicre siklus arrest biyobelirteclerindeki artiglarin idrarda
tespit edilebilecek sekilde birden fazla hicre tarafindan devreye sokuldugunda, genellikle
bunu ABH izlemektedir. Hasara karsi olusan bu yanitla dokunun tehlikede oldugu, eger bu
bobrekler ise bobreklerin tehlikede oldugunu, daha ileri fonksiyon bozuklugu gelismeden
bize bildirmekte ve bu durum biyobelirteglerin  ABHnin tanisindaki degerini
yansitmaktadir.(89, 124, 125)

idrar IGFBP7*TIMP-2'nin, kritik hastalarda 12 saat icinde ABH’yi 6ngérebilme
glcunun degerlendirildigi cok merkezli caligsmada, idrarda IGFBP7*TIMP-2 diizeyinin 0,3’Un
Uizerinde olmasi ABH riskini bes kat, 2,0’In Uzerinde ise on yedi kat arttirdid1 gértlmastar
(90). Kashani ve ark. yaptigi IGFBP7 ve TIMP-2’nin ABHy1 6ngoérebilme guglerinin
degerlendirildigi cok merkezli calismada idrardan IGFBP7 ile TIMP-2 6l¢liimis ve ornek
alimindan 12 saat sonrasinda ABH (KDIGO evre 2-3) varligi degerlendirilmistir. idrardan
Olgulen IGFBP7*TIMP-2, ABH'y1 06ngbtrebilmede ©onceden tanimlanan diger
biyobelirteclerden daha iyi performans saglamistir (88).

Galismamizda CLP uyguladiktan sonraki erken dénemde bu biyobelirteglerde goérilen
anlamli artis ve bunun tubller hasar skoruyla olan iyi korelasyonu ABH’nin erken
belirlenmesinde hucre siklus arrest molekullerinin faydali oldugunu desteklemektedir.
Duzeyinin uygulanan bir yontemden sonra digmesi ise 0o uygulanan yontemin hasarin
siddetini azaltarak bize yontemin etkinligini bildirebilmektedir.

Calismamizda 6lgtigimiz serum kreatinin degerleri ABH’nin erken dénemde 6n
gérilmesinde tutarsiz ve histopatolojik hasar ile arasindaki korelasyon ise orta derecede
pozitif yonlii idi (Spearman p =0.532, P<0.01). UIOK'nin serum kreatinin Uizerine etkisi
agisindan bakildiginda da tutarsizlik devam etmekteydi. Ratlarda CLP modeliyle sepsis
prosedirt gergeklestirilen bir diger calismada da saatlere gore hicre siklus arrest
biyobelirtegleri incelenmis; IGFBP7*TIMP-2'nin birlikte analizinin ABH tanisinda serum
kreatinine kiyasla daha fazla duyarlhhida sahip oldugu belirtiimistir (124).

Serum laktat dizeyi ise ¢calismamizda sepsisin 24 ve 48. saatinde anlamli olarak
artmig olmasina ragmen CLP iglemi 6éncesi UIOK uygulanan gruplarda, uygulanmayanlara
gore azalma gorulmekle birlikte istatistiksel olarak anlamh degildi. Kan laktat duzeyi ile
histopatolojik bulgular arasinda anlamli fakat hicre siklus arrest biyobelirteglerine gére ¢ok

daha dugik korelasyon gériildii. Sadece UIOK uygulanip CLP yapilmayan grupta da sham
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grubuna gbre serum laktat dizeyinde anlamh artis goérildi. Bu durum cgalismamizda
uyguladigimiz UiOK yénteminde kullandigimiz ekstremite iskemisinin yeterli ve modelimizin
uygun oldugunun kanitlarindan biriydi.

UiOK'nin altinda yatan mekanizmalar ¢ok karmasiktir ve heniiz tam olarak
tanimlanmamistir. UiOK'nin agirliklh olarak, cesitli iskemik uyaranlara yanit olarak farklilk
goOsterebilen ve muhtemelen birbirleriyle etkilesime girebilen sistemik anti-enflamatuar,
néronal ve humoral sinyal yolaklar dahil olmak Uzere cesitli yollar aktive ettigi
dugsunulmektedir(97) Farkh sinyal yollarinin 6nemi, uygulanan uyarana yanit olarak farklilik
gbsterebilir ve yollar muhtemelen birbirleriyle etkilesime girerler. UIOK'nin hasarlanma
biyobelirteclerinin salinimini azalttigini ve organ iglevini surdurdiginid gosteren artan
sayida kanit vardir. (11-13, 98) Renal korunmanin esas olarak renal tubdtler epitel
hucrelerindeki patern tanima reseptorleri ile etkilesime giren hasara bagli molekuller
(DAMP'ler) salinmasi yoluyla gergeklestigi digunulebilir (97). Bununla birlikte, bir dizi bagka
mekanizma da onerilmekte bu da farkh organlarin farkl sekillerde etkilenmesini mimkun
kilmaktadir.

Herhangi bir sekilde otonom gangliyonun bloke edilmesinin, UIOK aracili kardiyak
korumay! (126) iskemi / reperfiizyon kaynakl endotel disfonksiyonun 6nlenmesini
(127)engellemesi néronal faktorlerin; sistemik dolasima salinan katekolaminler, bradikinin,
adenozin ve diger faktorler 6n kosullandirmanin etkisini taklit edebileceginden,(128-131)
humoral faktérlerin UIOK'nin altta yatan mekanizmasinda énemli oldugunu géstermektedir.

Hausenloy ve ark. tarafindan ayrintili olarak incelendigi Uzere, protein kinazlar
onemli bir aragtirma alanidir. Cunku birkag¢ sinyal yolu bu molekuller Gzerinde agsag! yonde
etkiler ortaya ¢ikarmak igin birlesir. Bu etkileri ortaya ¢ikaran 6n kosullandirma tetikleyicileri
arasinda adenozin, bradikinin ve opioidler bulunur.(132)

Birkag calisma, UiOK'nin zararli metabolitlerin hiicre disi diizeylerinin azalmasi dabhil
olmak Uzere antioksidan ve antiinflamatuar etkileri tetikleyerek organ korumasi
saglayabilecegini gostermektedir.(131, 133)

Buna ek olarak UIOK; lokosit kemotaksisi, adezyon ve goci, sitokin sentezi,
ekzositoz, dogal bagisiklik sinyal yolaklari ve apoptozda yer alan anahtar proteinleri
kodlayan genlerin ekspresyonunu azaltmistir.(134, 135) Kesin molekiler mekanizmalari
tanimlamadaki ilerleme yavas olsa da molekiler mekanizmalari belirleme c¢abalarinin
devam etmesi 6nemlidir. CUnkl bu yollari farmakolojik olarak hedeflemek mimkin
olabilir(97).

Calismamizi planlarken baslangigta kullanacagimiz sepsis modeli igin cesitli
kriterler belirledik. Bunlar; septik hayvanin toksik ve pozitif kan kiltiriine sahip olmasi,

gercek karakteristik metabolik ve fizyolojik bozulmalar gdstermesi, yontemin hayvanin
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sepsis ve ABH olusumuna cevap vermesine izin verecek kadar zaman iginde ortaya
¢lkmasi ve modelin tekrarlanabilir ve ucuz olmasi idi. Bu amagla calismamizda
polimikrobiyal sepsis ve ABH olusturmak i¢gin ratlarda CLP modelini kullandik. (136). Hicbir
mevcut hayvan modeli, insandaki sepsisinin karmasikliklarini tam olarak yansitamiyor olsa
da ratlarda ve farelerde uygulanan CLP modeli, benzer biyukluk ve kinetik profile sahip
sitokin salinimi, ortalama arter basincinda azalma gibi insanlarda ciddi septik sokun bazi
temel 6zelliklerini taklit eder (137). Bu model, sepsis ve septik sokun en yaygin kullanilan
modellerinden biridir.(136)

CLP'nin yaygin kullaniminin birincil nedeni ¢ok yonlulagudur. Akut, kronik, élimcul

olarak degisebilen sepsis ciddiyeti durumunu delinme sekli ve CLP’nin uygulama uzunlugu
uyarlanarak ayarlamak mimkindir(138, 139) Ayrica, gcekum ligasyonu, 6zellikle agir doku
travmasindan sonra, klinik sepsiste siklikla gorulen bir nekrotik doku kaynagdi sagdlar.
Bununa birlikte cerrahi becerileri de zorlayici degildir; bu da prosediri birgok laboratuvarda
uygulanabilir kilmaktadir.
Lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteri Grtnlerini veya tek bir tlir organizmay! kullanan
yontemler, belirli bir mikroorganizmaya karsi immun yanit modellerini ve tedavilerini
karakterize etmek icin yararlidir. LPS ya da egzojen bakterilerin dolasima verilmesi yontemi
ile sepsis deneysel olarak indiklenebilir, fakat bu yontemler ile enfeksiyon odagi
olusturulamaz, uzun sureli immun reaksiyon gelistirlemez ve sepsisin karakteristik sitokin
profilinin olugturulmasi zordur. (140)Ayrica bakteriyemi veya endotoksemi modelleri, gram-
negatif ve gram-pozitif organizmalarin yani sira aerobik ve anaerobik tirlerin bulundugu
polimikrobiyal olan klinik sepsisle tam olarak iliskilendirmek te zordur. CLP modelinde,
enterik patojenlerin tam spektrumu septik odakta bulunur ve enfektif seleksiyon bozulmaz.
Sepsise neden olan mikroplarin eksojen olarak sunulmasi yerine “konakgi kokenli” bir
karisim olma avantajina sahiptir(139, 141, 142)

Yukarda bahsedilen nedenlerle biz ¢alismamizda kemirgenlerde deneysel sepsis
icin altin standart olarak kabul edilen, sepsisin temel klinik &zelliklerini taklit eden iyi
tanimlanmig bir yéntem oldugu igin ratlarda sepsis modeli olarak Cekal Ligasyon Puncture
(CLP) yontemi kullandik. Cekum endojen bir bakteri kontaminasyon kaynagi oldugundan
¢ekum perforasyonu, bakteriyel peritonit ile sonuglanir, bunu karisik enterik bakterilerin kan
bdlmesine translokasyonu izler. Sepsisin baslangicinda, bakteremi daha sonra enflamatuar
yanitin sistemik aktivasyonunu, ardindan septik soku, multiorgan fonksiyon bozuklugunu ve
son olarak 6lumu tetikler(138, 139)

CLP modeli kemirgenlerde kullanildiginda, tipik sepsis semptomlari veya hipotermi,
tasikardi ve tasipne gibi septik sok semptomlari ortaya ¢ikaran hastalik paternlerini gosterir.
Ratlar CLP igsleminden 10 saat sonraya kadar normal gérunirken, kanda laktat artisiyla

birlikte hiperdinamik, hiperinsulinemik, hipermetabolik durumlar gosterirler. Yaklagik
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16.saatte sepsis, belirgin sekilde ylkselen laktat seviyelerinin yani sira, hipoglisemi,
hipoinsulinemi ve hipodinamik dolagsima sebep olur. (139) Periton boslugu asit icerir ve ¢ok
sayida mikrop Kkultirlenebilir (6rnedin, Escherichiacoli, Proteusmirabilis, Enterococcus,
Bacteroidesfragilis, vb.)(139). Bu yonteme gore olusturulan polimikrobiyal sepsis, erken
hiperdinamik faz ve gec¢ hipodinamik faz ile iligkilidir. Septik insan hastalarina benzer
sekilde, CLP yontemiyle olusturulan sepsisli kemirgenler de sivi resusitasyonuna ve
antibiyotige yanit verirler.(143) CLP'yi takiben sivi resisitasyonu saglanmazsa, hayvanlarin
hiperdinamik faz dolasim durumu gostermeyecegi belirtimelidir(139, 144)

Biz de ¢alismamizda 5 aydan buylik Wistar Albino 300-375 gr adirhidinda 60 adet
rat kullandik. Hiperdinamik slreci gdsterebilmek igin siganlara yeterli sivi resisitasyonu
uyguladik. ABH nin sepsis haricinde bagka bir durumla karismamasi igin herhangi bir
antibiyoterapi uygulamadik ve anestezi yéntemi olarak spontan solunumu koruyarak
isofluran anestezisi kullandik. CLP standardizasyonunu saglamak icin tek uygulayici
tarafindan ayni uzunluktaki ¢ekum baglanarak 18 G igne ile 2 kez delme iglemi
gerceklestirdik. Sicanlarda 6 prosedur igin surekli kan o&rneklemesi yapilmasinin
hipovolemiye neden olup deney prosedurunu bozacagi i¢in kullanacadimiz siganlari sepsis

saatlerine gore ayirarak kan, idrar ve doku érneklerini ayri ayri elde ettik.

iskemik 6nkosullamanin koruyucu etkileri iskemi siiresi ve kag déngii yapildig ile de
iliskilidir. iskelet kasinda yapilan galismalarda 3 déngi iskemi ve reperfiizyon ile en iyi
sonuglar alinmistir (107). Renal iskemik 6n kosullanmada da coklu 6n kosullama
protokollerinin tek olana goére renal iskemi reperfuzyon hasarina kargi daha iyi korudugu
bildirilmistir (145). Biz de ¢alismamizda 6n kosullanmay 5 er dakika iskemi ve 5 er dakika
reperflzyon periyotlar seklinde U¢ kez uyguladik.

Literatlrde uzak iskemik 6n kosullanmayla alakali yan etki ya da komplikasyonlari
rapor eden fazla ¢calisma bulunmamaktadir. Teknik olarak ekstremitedelerde iskemiye bagli
solukluk, parezi, kapiller dolumda bozulma, periferik nabiz kaybi, ciltte beneklenme ve bl
olusumu gorulebilir. Kaslarda kompresyona bagli (baromiyopati) olarak gelisen
rabdomiyoliz sonucunda hicre igerisinden dolagima gegen potasyum, fosfor, miyoglobin ve
laktik asit metabolik bozukluga neden olabilir. Housenloy ve ark. yaptigi calismada UiOK
yapilan hastalarda cilt petesilerinin kontrol grubuna gére daha sik gorildigini rapor
etmislerdir (17). Yaptigimiz ¢calismada ekstremitelerde lokal herhangi bir komplikasyona

rastlamadik.
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6.SONUC

Ozetlemek gerekirse calismamizda, ratlarda CLP yéntemiyle olusturdugumuz
polimikrobiyal sepsis modelinde kisa iskemik araliklarla, tek tarafli alt ekstemiteye
uygulanan uzak iskemik 6n kosullamanin (UIOK) sepsise bagli akut bébrek hasari (ABH)
Uzerindeki etkilerini histopataolojik ve biyokimyasal parametrelerle degerlendirdik. Ayrica
halen etki mekanizmasi yoninden tam olarak anlasilamayan bu yontemin alta yatan
mekanizmalarina 1sik tutmaya calistik. Histopatolojik incelemede ABHni ve UIOK’nin
etkilerini belirlemek i¢in daha 6nce birkag ¢alismada faydalanilan tlibuler hasar skorunu ve
TUNEL boyama yontemi ile apopitozun ortaya konulmasindan faydalandik. Biyokimyasal
parametreler olarak ise son yilarda ABH'nin erken teshisinde Umit vadeden stres
biyobelirtecleri arasinda yer alan Tissue Inhibitor of Metalloproteinaze-2 (TIMP-2) ve Insulin
Like Growth Factor Binding Protein-7 (IGFBP-7) biyobelirteclerini, serum kreatnin ve
laktatini kullandik. Calismamiz sonunda ise asagida maddeler halinde belirttigimiz

sonugclara ulastik:

1) CLP yoéntemiyle olusturdugumuz polimikrobiyal sepsis modelimizde gelisen ABH’nin
histopatolojinde agirlikli degisiklik olarak fircamsi kenar kaybi, tibuler dilatasyon ve
vakuolizasyon bulgularini gérdik. Son birka¢g senedir sepsise bagl ABHnin
fizyopatolojisinde erken donemde en belirgin bulgu olarak kabul edilen nekroz ve
apopitozun olmayisini histopatolojik incelememizde biz de tespit ettik.

2) Calismamiz sepsis olusturmadan énce UIOK uyguladigimiz ratlarda, sepsisin erken
(24. saat) ve ge¢ (48.saat) donemlerinde, tibdl hasarinin ve idrarda hiicre siklus arrest
molekdlerinin azaldigini bu da UIOK’nin renal koruma sagladigini gdstermektedir.

3) Calismamizda CLP uyguladiktan sonra ki erken dénemde bu biyobelirteglerde gortlen
anlamli artig ve bunun tibdler hasar skoruyla olan iyi korelasyonu ABH'nin erken
belirlenmesinde hiicre siklus arrest molekdullerinin faydali oldugunu desteklemektedir.

4) Ayricaidrar numunelerinden dlgllen hucre siklus arrest biyobelirteglerinden hesaplanan
IGFBP7*TIMP2 degeri, sepsise bagli akut bébrek hasarinda histopatolojik incelemeyle
ileri derecede anlaml bir korelasyon olugturmustur ve ABH’nin erken déneminde tanisal
amacli olarak kullanilabilir.

5) CLP ile sepsis olusturulan ratlarda doku hasari ile korele olarak hicre siklus arrest
biyobelirteclerinin idrardaki dizeyinin yikselmesi ve uzak iskemik dn kosullanmanin
uygulandi§i gruplarda ise bu biyobelirteglerin azalmasi UiOK bagh renal korumanin
altinda yatan mekanizmalar arasinda bu stres biyobelirteglerinin édnemli bir rol
oynadigini diisiindiirmektedir. Ancak UIOK'nin ilk kaniti bildirildiginden beri iskemi

uygulanma sahasi ile hedef doku arasindaki hicresel, noérojenik ve himoral yolak ve
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mekanizmalar tam olarak ortaya konulamamis olup, aydinlatiimasi igin ileri klinik ve
deneysel calismalara gereksinim vardir.

6) Calismamiz serum kreatinin degerinin sepsise bagli akut boébrek hasarinin erken
dénemde ongorulmesinde ve UIOK'nin etkinliginin degerlendiriimesinde tutarsiz

oldugunu goéstermistir.

Sonug¢ olarak CLP ydntemiyle polimikrobiyal sepsis olusturdugumuz bu deneysel
calismamiz sepsisten 6nce uzak iskemik 6n kosullanma uygulanmasinin renal tibuiler
hasari ve apopitozu azaltarak renal koruma sagladigini gostermistir. Ancak daha dnce
yuksek riskli kardiovaskuler cerrahide klinik olarak renal koruma sagladigi gosterilen,
uygulanabilirligi acisindan tecriibe gerektirmeyen, pratik ve ucuz olan bu yontemin sepsisli
hastalarda klinik terapétik degerini aydinlatmak, optimal uygulama yeri, déngi sayisi, slresi
ve zamanlamay belirleyebilmek icin blyuk Olcekli, cok merkezli, prospektif randomize

kontrolli ¢calismalara ihtiyag vardir.
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