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Ozet

Amagc: Bu cal>fimanyn amao, rat infrarenal abdominal aortasnda (<AA) okliizyon-reperfiizyon sonras, bobreklerde olflan iskemi-
reperflizyon (<R) hasar>na aprotininin etkisini araft>rmaktr.

Yontem: Yirmi dort adet Wistar-Albino rat rastgele ve €fiit say>da (n=8) olarak (¢ gruba ayrld>. Kontrol grubunda, laparotomi ve
<AA diseksiyonu yapld> ama okliizyon uygulanmad>. Aortik <R grubunda, <AA’ya kros-klemp konularak 30 dk iskemi ve kros-
klemp kald>rlarak 60 dk reperflizyon uyguland>. Aortik <R + aprotinin grubunda aortik <R’e ek olarak, kros-klemp kald>rsimadan5
dk 6nce 40000 K <U/kg dozunda aprotinin intravendz bolus olarak verildi. Rat bobrek dokularsnda malondialdehit (MDA), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz diizeyleri él¢lldi. Ayrsca bdbrek doku drnekleri histopatolojik olarak incelend.
Bulgular: Biyokimyasal incelemede, MDA ve SOD doku diizeyleri aortik <R ile anlaml> derecede artt> (p<0.05 kontrol ile
karfbl&flt>rsld>anda) ve aprotinin uygulamas ile anlaml> derecede azald> (p<0.05 aortik <R ile kafbl&flt>rold>esnda). Ancak, gruplara ait
katalaz ve glutatyon peroksidaz doku dizeyleri arasnda istatistiksel olarak anlaml> fark bulunmad> (p>0.05). Histopatolojik
incelemede, glomertllerde fokal nekroz, Bowman kapsiil aral>anda genifleme, tiiblliis epitelinde nekroz, tiiblliisde dilatasyon ve
damarlarda konjesyon parametreleri aortik <R ile anlaml> derecede artt> (p<0.05 kontrol ile karfblaft>rsld>a>nda) ve aprotinin
uygulamas ile anlaml> derecede azald> (p<0.05 aortik <R ile karfblaflt>rld>exnda). TubilUs epitelinde dejenerasyon ve interstisyel
iltihabi hticre infiltrasyonu ise aortik <R ile anlaml> derecede artt> (p<0.05 kontrol ile karfbl&flt>r>ld>oonda) ve aprotinin uygulamas ile
azald> (p>0.05 aortik <R ile karfblflt>r>ld>enda).

Sonug: Sonuglarsm»yz, gprotininin infrarenal A<R’a baal> bobrek hasarsnda koruyucu etkinlici olduaunu diflindirmektedir. (Damar
Cer Der 2007;16(2):9-18)

Anahtar Kelimeler: abdominal aorta, aprotinin, bobrek, iskemi-reperfiizyon

Abstract

Purpose: Purpose of this study is to examine the effect of aprotinin on ischemia-reperfusion (IR) injury that occurs in kidneys after
occlusion-reperfusion of infrarenal abdominal aorta (IAA) in rats.

Methods: Twenty-four Wistar-Albino rats were randomised in equal numbers (n = 8) into three groups. Control group underwent
laparotomy and IAA dissection but not occlusion. Aortic IR group underwent 30 min of ischemia by clamping of IAA and 60 min of
reperfusion by declamping of IAA. Aortic IR + aprotinin group underwent aortic IR and received 40000 KIU/kg intravenous bolus of
aprotinin 5 min before declamping. Tissue levels of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase and glutation
peroxidase were measured in rat kidney specimens. Histological examination of the kidney tissue specimens was also done.

Results: Biochemical analysis showed that, aortic IR significantly increased (p<0.05 vs control) while aprotinin significantly
decreased (p<0.05 vs aortic IR) the levels of MDA and SOD. There was no statisticaly significant difference between the levels of
catalase and glutation peroxidase in the groups (p>0.05). Histological examination showed that aortic IR significantly increased
(p<0.05 vs control) while aprotinin significantly decreased (p<0.05 vs aortic IR) the parameters of focal necrosis in glomerulus,
dilatation of Bowman’s capsule, necrosis in tubular epithelium, tubular dilatation and congestion of blood vessels. Aortic IR also
significantly increased (p<0.05 vs control) while aprotinin decreased (p>0.05 vs aortic IR) the parameters of degeneration of
tubular epithelium and interstitial inflammatory infiltration.

Conclusion: Once daily low-molecular-weight heparin is as safe and effective as twice daily regimen for the treatment of DVT. This
well tolerated, cost saving and easier regimen may be the first choice for the treatment. (Turkish J Vasc Surg 2006,;15(3):15-19).

Keywords: Our results indicate that aprotinin has protective effects on aortic IR induced renal injury. (Turkish J Vasc Sur
2007;16(2):9-18)
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i

«skemi-reperfiizyon (<R) hasar> vaskiler cerrahide skca
karfblafblan dnemli bir sorundur. Alt ekstremitelerde
akut <R hasar> 6zellikle aort cerrahisinde abdominal

aortaya gegici kros-klemp uygulanmasnda ve tek veya
cift tarafl> akut femoral arter tkan>kl>klar>nda ortaya
okmaktadsr. <skemik kalan ekstremitede lokal doku
hasar>, iskemik alan>n dfbndaki bolgelerde de uzak
organ hasar> oluflabilir. Lokal etkiler klemp distalinde
damarlarda ve kas dokusunda gérilurken, sistemik
etkiler de bafl>ca beyin, kalp, akcizer, bobrekler olmak
Uizere hemen tiim organlarda goriiliir. Ozellikle alt

ekstremitelerde <R periyodlars sonrasnda oluflan uzak

organ hasarsnda bobrekler hedef organ konumundadsr
ve bu durum klinik olarak Gnem tafbmaktad>r®.

<R periyodlar srasnda, mikrovaskiler fonksiyonlarn
bozulmas ile hem direkt olarak etkilenen organda hem
de sistemik inflamatuar yan>t arac>I>o> ile uzak
organlardaki arteriyollerde bozulmufl endotel bassml>
dilatasyon oluflur. Bu patolojik siirecte kapiller yatakta
artmyfl sv» filtrasyonu ve |6kosit tkaglar, postkapiller
venullerde plazma proteinleri ve |o6kosit

ekstravazasyonu olufiur. Bu etkiler mikrosirkilasyonun

her kademesinde artm»fl oksijen radikali Uretimi ile
ortaya pkmaktadbr®. Serbest oksijen radikalleri, lipid

peroksidasyonu ile hiicre zar yap>sn> bozar, hiicre zar>
transport sisteminin cal>flmas>n> engeller. Ayr>ca
proteinlerin oksidatif modifikasyonu ile hicresel

enzimlerin iflevierini kaybetmesine yol agar ve DNA

Uizerinde oluftturduklar> hasar ile de hiicresel ATP
Uretimini  engelleyerek enerji Uretiminin bozulmasna
sebep olurlar.

Aprotinin, sor akcicerinden elde edilen ve molekiiler
amrl>oy 6512 Dalton arl>esnda olan bir serin proteaz
inhibitoradir ©. Aprotinin tek polipeptit zincirde
birbirine 3 distilfid bacla bazl> 58 amino asitten
oluflmaktads>r. Aprotinin kallikrein-kinin sistemi

aktivasyonunu inhibe eder. Aprotinin kalp cerrahisinde
genel olarak perioperatif kan kay>plarsn> engellemek
amac>yla  kullan>Imaktadsr. <R hasar>nda,
polimorfontkleer (PMN) Iokositlerin Urettini serbest

oksijen radikallerinin, kompleman aktivasyonunun ve
sitokinlerin etkili olduau ispatlanmsfit>r @, Plazma
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|6kosit seviyelerinin azalt>lmas>yla <R hasar>n>n
azaltlabileceni ve at ekstremitelerde <R’a yol agcan
patolgjik durumlarda anti-inflamatuar gjanlar>n Iokosit
aktivasyonunu azaltarak <R hasarn» blirgin seviyelerde
duflurdtat bilinmektedir ©®. Buna ek olarak anti-
inflamatuar etkinlice sahip olan aprotinininin hepatik
<R hasar>nda koruyucu etkinlize sahip olduzu
gosterilmiflir .

Aprotininin, <R a bagl> karacicer®, kalp @ ve akciverde
© oluflan hasarlara karfb koruyucu etkinlizinin
bilinmesine rammen, abdominal aort cerrahisinde alt
ekstremite <R hasar>nda uzak organ hasar> olarak
bobrekler Uzerindeki etkileri heniz yeterince
arafrslmamstsr. Bu ¢alfimansn amac, rat infrarenal
abdominal aortasnda okluzyon-reperfiizyon sonras,
bobreklerde oluflan <R hasar>na aprotininin etkisini
araftormakbor.

METOD

Bu cal>fimada ortalama arl>klar> 200-250 gr olan 24
adet Wistar-Albino rat kullarvldb. Ratlar deney 6nces

bir hafta siire ile tel kafesderde 12 saat gece 12 saat

guindiiz ritimde, ortam scakl>o> 24-26°C ve nem oran

%50-60 olacak flekilde tutuldu. Ratlarsn beslenmesinde
standart ticari pellet yemi ve fiehir igme suyu kullanldb.

Tum ratlar>n bak>mlar>, T>bbi Ardlt>rmalar Ulusal

Derneri taraf>ndan bigimlendirilen ‘Deney

Hayvanlar>n>n Bak>m Prensipleri’ne ve Laboratuar
Hayvan> Kaynaklar> Enstitlisii taraf>ndan haz>rlansp
Ulusal Sarl>k Enstitusl taraf>ndan yay>nlanan (NIH

bas>sm no.85-23, 1985 revize edildi) ‘Laboratuar

Hayvanlar>nmn Bak>m ve Kullansm» igin K>lavuz' una
uygun olarak yapsld>. Calfima protokolii ve deneysel

metod icin etik kurul onay> al>nd> (08.11.2005 tarih ve
11/32 say»l> Etik Kurul karar»).

Deney Modeli

Yirmi dort rat rastgele ve efiit say>da (n=8) olacak
flekilde Ui¢ gruba ayr>ld>. Kontrol grubunda (n=8), dicer
gruplara uygulanan cerrahi iflemin stresi ve siiresi efiit
olacak flekilde laporotomi ve <AA diseksiyonu yap»ld>
ancak <AA’ya okluzyon uygulanmad>. Aortik <R
grubunda (n=8) laporotomi ve <AA diseksiyonu
ard>ndan <AA’ya 30 dakika siire ile atravmatik
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mikrovaskiler klemp ile oklizyonu takiben klemp
kald>rlarak 60 dakikal>k reperflizyon uyguland>. Aortik
<R + aprotinin grubunda (n= 8), 30 dakika iskemi ve 60
dakika reperflizyona ek olarak, klemp kald>rsimadan 5
dakika 6nce kuyruk veninden 40 000 K<U/Kg aprotinin
(Trasylol®, Bayer, Germany) verildi.

Aortik Iskemi-Reperfiizyon

Deney bafllang>c>nda, intramuskuler enjeksiyonla 50
mg/kg ketamine hydrocholoride (Ketalar® flakon,

Parke-Davis, USA) verilerek anestezi saalands. dlem

bir >stma lambas alt>nda ratlar supin pozisyonda iken
gerceklefltirildi. Ratlara ciltleri aseptik olarak

haz>rlanarak orta hat laporotomi yap>ld> ve 10 ml >I>k
izotonik solliisyonu s>v> dengesini korumak igin
intraperitoneal olarak verildi. <AA, barsaklar>n »>slak
gazl> bez yard>myyla uzakldirimas ard>ndan dikkatli
bir flekilde eksplore edildi. <AA’ya, travmatik olmayan

bir mikrovaskiler klemp (vascu-staits |1, midi straight

1001-532; Scanlan Int., St. Paul, MN, USA) konuldu ve
»S ve V> kaybn> en az miktara indirmek igin bat>n
insizyonu gecici olarak plastik ort ile sar>larak
kapat>|d>. 30 dakika sonra bat>n ag>larak <AA’ daki
mikrovaskiler klemp kald>r>ld> ve 60 dakika siireyle
reperfiizyon sacland>. Aortik iskemi, klemp
konuldurunda distal aortada pulsasyonun kaybolmas
ve reperfiizyon ise klempin kaldbrimas sonras distal
aortada pulsasyonun geri gelmesiyle onayland>.

Bdylece no-reflow fenomeni ekarte edildi. Reperfiizyon
siiresi sonunda tim ratlar dekapitasyon yoluyla
Oldurdildi ve her iki bobrek enzimatik ve histopatol ojik
incelemeler icin bat>ndan ¢>kart>ld>. Bbbrekler,
biyokimyasal incelemeler yapsl>ncaya kadar -78°C’ de
sakland>.

Biyokimyasal Islemler

Dondurulmufl bébrek doku drneklerinin aasrlsklars
dlculdi ve buz banyosunda, %0.05 sodium azide iceren
100 mmol/L fosfat tamponu (pH 7.4) icinde
homojenize edildi (Ultra Turrax T25, Janke & Kunkel
GmbH & Co.,KG Staufen, Almanya) (1:10, w/v).
Homojenat 30 dakika stireyle sonike edildi (Bandelin,
Sonoplus UW 2070, Berlin, Almanya) ve ard>ndan
santrifjj edildi (10 dakika boyunca 5000 g). Elde edilen
supernatanlar, biyokimyasal incelemeler igin
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kullansI>ncaya kadar -78°C’ de sakland>. Slpernatanyn

10)

protein ierizi Lowry yontemi ile saptand>™.

Malondialdehit Olciimii

Reperflizyon sireci sonunda artan serbest radikal
yapmy>nn bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
dizeyleri, Draper ve Hadley'in cift >stma yontemi ile
saptand> “. Y ontemin temeli, thiobarbituric asidin
(TBA) MDA ile reaksiyonu ssrasnda ol uflan rengin
spektrofotometrik élcimudir. Bu amacla, her bir
santrifllj tipinde, 0.5 ml stipernatana 100 g/L
trichloroacetic asitten 2.5 mL eklendi ve tlpler 15
dakika silreyle kaynam»fl su banyosuna konuldu.
Tupler, musluk suyunda socutulduktan sonra, 10 dakika
boyunca 1000 g h>zda santrif(jj edildi. Bir test tiplinde,
2 mL slpernatan 1 mL 6.7 g/L TBA solusyonuna
eklendi ve tip 15 dakika slreyle kaynamsfl su
banyosuna konuldu. Sollsyon musluk suyunda
sorutulduktan sonra 532 ne'de hir spektrofotometre
(Shimadzu UV-1601) kullanslarak absorbans 6lculdu.
MDA konsantrasyonu, MDA-TBA kompleksinin
ekstinksiyon katsay>s> kullan>larak hesapland>
(ekstinksiyon katsay>s ¢ = 1.56 x 10° cm* . M™) ve
(nmol/mg protein) olarak ifade edildi.

Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii

Sliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Spitz ve
Oberley’ e ait yontemler kullanvlarak olcildi *?. SOD
aktivitesinin tayini, 2-(4-iodofenol)-3-(4-nitrofenol) -5-
feniltetrazolium klorid ile reaksiyona girerek ksrm»z> bir
formazan boya oluflturan siiperoksit radikallerini Ureten
ksantin ksantin oksidaz reaksiyonu temel al>narak
yap>ld>. SOD aktivitesi bu reaksiyonunun inhibisyon
derecesi olarak saptand>. Sonuclar (U/mg protein)
olarak ifade edildi.

Katalaz Olciimii

Katalaz (KAT) aktivitesi, Aebi’'nin yontemine gore
olctldi *. Bu yontemin prensibi, hidrojen peroksidin
(H,0,) pargalanma h>z>n>n h>z sabitinin (s', k)
belirlenmesi esasna dayarnsr. H>z sahiti, k=(2.3/At)(a/b)
log (A4/A,) formull kullamslarak hesapland>. Formuilde;
A;: 0. saniye, A, 15. saniye absorbans decerlerini, a
dilusyon faktord, b: stpernatansn protein igerizini
gostermektedir. Sonuclar, (k/mg protein) olarak ifade
edildi.
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Glutatyon Peroksidaz Olgiimii

Glutatyon peroksidaz (Gprx) aktivitesi Paglia ve
ark.” n>n metoduna goére cal>fbld> “*. Glutatyon
peroksidaz hidrojen peroksidaz varl>a>nda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
yukseltgenmesini katalize eder. Hidrojen peroksidin
bulunduau ortamda GSH-Px'in oluftturdusu GSSG,
glutatyon rediiktaz ve NADPH yard>m> ile GSH’a
indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH'>n NADP"ya
yukseltgenmesi srasndaki absorbans azalmasn>n 340
nm’ de okunmasyla hesapland> ve tnite/gram (U/gr)
doku proteini fleklinde belirtildi.

Histolojik Degerlendirme

Doku érnekleri % 10'luk tamponlu nétral formaldehit
sollisyonunda 24 saat fiske edildi. Orneklerin timd
doku takip cihaz>nda (Shandon Patccenter) rutin
takibe al>narak parafin bloklar haz>rland>. Bu parafin
bloklardan mikrotom (Leica Rotary) ile her doku
Ornexi igin 5 um kalb>nl>enda seri kesitler haz>rlanarak
hemotoksilen Eozin (HE) boyas ile boyands. Ifbk
mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.
Bobrek dokulars; glomeriilerde skleroz, glomeriilerde
fokal nekroz, bowman kapsil aral>a>nda genifleme
tubllls epitelinde dejenerasyon, tlbdilUs epitelinde
nekroz, tubuluslarda dialtasyon, interstisyel iltihabi
hucre infiltrasyonu, damarlarda konjesyon, damar
duvar>nda kal>nl&lma ve interstisyumda fibrozis
parametreleri yontinden incelendi.

Glomertlerde skleroz, damarlarda konjesyon, damar
duvar>nda kal>nlaflma, tubillsta dilatasyon ve
interstisyumda fibrozis yontinden bulgu yok negatif (-)
ve bulgu var pozitif (+) olarak derecelendirildi.
TubulUs epitelinde dejenerasyon, tubulus epitelinde
nekroz, interstisyel iltihabi hicre infiltrasyonu,
bowman kapsiil aral>a>nda genifleme ve glomerilerde

Tablo 1. Gruplaraait biyokimyasal decerlendirme sonuclar>.
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fokal nekroz bulgusu yok negatif (-), bulgu var ise
kendi icinde hafif (+), orta (++) ve fliddetli (+++)
olarak derecelendirildi. Histopatolojik bulgular>n
gruplara gore ortalama skorlar> (-) bulgu yok 0 puan,
(+) hafif 1 puan, (++) orta 2 puan ve (+++) fiddetli 3
puan olarak derecelendirilerek hesapland.

Istatistiksel Analiz

«statistiksel analizin yap>Imas>nda bir bilgisayar
program> (SPSS ver. 13, SPSS Inc., Chicago, IL; USA)
kullansld>. Say»>sal dexiflkenler ‘ortalamatstandart
sapma’ fleklinde sunuldu. Biyokimyasal verilerin
istatistiksel olarak decerlendirilmes srasnda gruplar
arasnda ki farklarn incelenmesinde tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ve ard>ndan Tukey’s honestly
significiant difference testi kullan>ld>. P dererinin
0.05'den kiigiik olmas istatistiksel olarak anlaml> kabul
edildi. Histopatolojik bulgularsn istatistiksel
decerlendirilmesi srasnda gruplar arasndaki anlaml»
farklarsn belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, iki grup
arasndaki fark>n belirlenmesinde de Mann-Whitney U
testi kullansld>. Kruskal-Wallis testi i¢cin p<0.01
decerleri ve Mann-Whitney U testi icin p<0.05
decerleri igtatistiksel olarak anlaml> kabul edildi.

BULGULAR

Biyokimyasal Degerlendirme

Gruplara ait rat bobrek dokularsndaki MDA (nmol/mg
protein), SOD (U/mg protein), katalaz (k/mg protein)
ve glutatyon peroksidaz (U/gr protein) diizeyleri Tablo
1’ de gosterilmiftir.

Aortik <R grubundaki MDA ve SOD diizeyleri kontrol
grubundaki duzeylere gore anlaml> derecede daha
yuksekti (p<0.05). Aortik <R + aprotinin grubundaki
MDA ve SOD diizeyleri ise aortik <R grubundaki
diizeylere gore anlaml> derecede daha diflikti
(p<0.05). Gruplara ait katalaz ve glutatyon peroksidaz

MDA SOD Katalaz Glutatyon

(nmol/mg protein)  (U/mg protein) (k/mg protein) peroksidaz (U/gr protein)
Kontrol 2506+ 2.33 852+ 0.46 0.03£0.01 128+0.18
Aortik <R 3040+ 3.23* 956+0.35* 0.03+£0.03 130+£0.10
Aortik <R + aprotinin 2503+ 352 8.80+043 0.02+0.01 132+ 0.07

* = diver gruplarlakarfblaftrldb>ondap < 0.05, MDA = malondiadehit, SOD = superoksit dismutaz
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dizeyleri birbiri ile karfblaftt>r>ld>a>nda istatistiksel
olarak anlaml> bir fark bulunmad> (p>0.05).

Histolojik Degerlendirme

Gruplara ait histolojik dexerlendirme sonuglars Tablo
2 de gosterilmiftir. Kontrol grubuna ait bdbrek doku
kesitlerinin mikroskopik decerlendirilmesinde herhangi
bir histopatolojik dexifiklik saptanmad> (Tablo 2), (Resm
1).

Aortik <R grubunda glomeriilerde fokal nekroz, bowman
kapsll aral>m>nda genifleme, tlbulsta dilatasyon ve
damarlarda konjesyon bulgusu (+) hafif derecede iken,
tibul Us epitelinde degjenerasyon ve interstisyel iltihabi

Tablo 2. Gruplaraait biyokimyasal decerlendirme sonuglar».
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hiicre infiltrasyonu (++) orta derecede tespit edildi.
Tubdilts epitelinde nekroz (+++) ise fiddetli derecede
bulundu. Aortik <R grubunda glomeriiler skleroz, damar
duvarnda kal>nldima ve interstisyumda fibrozis bulgusu
sgptanmad> (Tablo 2), (Resim 2).

Aortik <R + aprotinin grubunda tlbdlus epitelinde
dejenerasyon, tibilis epitelinde nekroz ve interstisyel
iltihabi htcre infiltrasyonu bulgusu (+) hafif derecede
iken glomertler skleroz, glomerilerde fokal nekroz,
Bowman kapsiil aral>a>nda geniflleme, tibulusta
dilatasyon, damarlarda konjesyon, damar duvar>nda
ka>nlafima ve interstisyumda fibrozis bul gusu saptanmad>
(Tablo 2), (Resm 3).

Kontrol Aortik <R Aortik R + Kruska- Mann-
(n=8) (n=8) aprotinin Walis Whitney
(Grupl) (Grup 1) (n=8) P U
(Grup111) P<0.05
+ + + OS + + + OS -+ + +0S
+ o+ + + + +
+ + +
Glomerilerde 8 00 O 8 00O 8000 - p>0.05 Anlaml>
Skleroz dexil
Glomerilerde 8 00 O 2 4 2 0 + 8000 - p<0.01 I-11,
Fokal Nekroz [-111
Bowman Kapslil 8 00 O 2 51 0 + 8000 - p<0.01 I-I1,
Ara>onda [-111
Genifleme
TubiilUs Epitdinde 8 00 O 0 2 5 1 ++ 3311+ p<0.01 I-I1,
Dejenerasyon -1l
TubilUs Epitdinde 8 00 O 0 1 2 5 +++ 2411+ p<0.001 [-11,
Nekroz -1 1-11
Tubllusta 8 00 O 3 41 0 + 8000 - p<0.01 I-I1,
Dilatasyon -1
nterstisyd <tihabi 800 0 - 1 1 4 2 ++ 2411+ p<0.01 I-I1,
Hucre -1
<nfiltrasyonu
DamarlardaKonjesyon 8 0 0 0 - 3 410 + 8000 p<0.01 I-l,
[-11
Damar Duvarnda 800 O 8 00O 8000 - p>0.05  Anlaml> dexil
Kabnldima
terstisyumdaFibrozis 8 0 0 0 8 00 O 8000 - p>0.05  Anlaml> dexil

OS = ortalama skor
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Resim 1. Kontrol grubuna ait normal bdbrek dokusu. Saal>kl>
glomeriil ve tibllus hiicrerinin yaksndan gériniimi (100X

HE).

Resim 2. Aortik <R grubuna ait tibulUs epitel hiicrelerinde
nekroz (ince ok) ve bir glomertlde nekroz (kal>n ok). Tibulls
epitel hiicrelerinde anlaml> derecede nikkleus kayb»> saptand»
(100xHE).

L]
Resim 3. Aortik <R + aprotinin grubuna ait tiibil Us epitelinde
nekroz, aortik <R grubuna gore anlaml> derecede daha az

saptand> (100X HE).
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Aortik <R grubunda, glomeriillerde fokal nekroz,
Bowman kapsil aral>o>nda geniflleme, tlbulils
epitelinde dejenerasyon, tibiilUs epitelinde nekroz,
thbullste dilatasyon, interstisyel iltihabi hiicre
infiltrasyonu ve damarlarda konjesyon parametreleri
kontrol grubundaki efldecer parametrelere gbére anlaml>
derecede daha yiiksekti (p<0.05). Aortik <R + gprotinin
grubunda ise glomeriillerde fokal nekroz, Bowman
kapsill aral>e>nda genifleme, tibdl s epitelinde nekroz,
thbullste dilatasyon ve damarlarda konjesyon
parametreleri aortik <R grubundaki efldemer
parametrelere gore anlaml> derecede daha diflikti
(p<0.05). Aortik <R + aprotinin grubunda tubulis
epitelinde dejenerasyon ve interstisyel iltihabi hiicre
infiltrasyonu aortik <R grubundaki decerlere gore daha
difliktt ama aradaki fark istatistiksel olarak anlaml>
dexildi (p>0.05).

TARTISMA

Bu cal>flmanyn sonuclars, aprotininin infrarenal aortik
<R’a bawal> renal hasarda koruyucu etkinlizi oldusunu
diflindirmektedir. Bu diflinceyi destekleyen ana
bulgular aortik <R + aprotinin grubundaki MDA ve
SOD dewerlerinin aortik <R grubundaki decerlere gore
anlaml> derecede diflik bulunmas>d>r. Ayrsca,
histopatolojik deaerlendirmede aprotinin uygulamas ile
aortik <R’un olufiturduau doku hasar>n>n anlaml>
derecede azal d>a> goriildi.

MDA poliansatiire yaa asitlerinin peroksidasyon ve
araflidonik asit metabolizma drtinidir *”. Serbest
oksijen radikallerinden hidroksil radikali iskemik
dokuda nétrofillerin kemotaksisi ve adezyonu sonras
NADPH arac>l> bakteri fagositozunda oluflur ve
reperflizyon aflamas>nda sistemik dolafbma gecer.
Hidroksil radikali hiicre lipid membran>ndan bir
elektron calarak hidrojeni ay>rr ve H,O molekili ile
yar asidi radikali olufturarak bir zincirleme reaksiyon
baflat>r. Bu zincirleme reaksiyonlarsn sonunda da MDA
oluflur. Plazma ve doku MDA duzeyleri lipid
peroksidasyonu miktarsn>n bir gostergesidir ©. Bu
cabfimada MDA duzeyleri aortik <R grubunda kontrol
grubuna gére anlaml> yiiksek bulundu. Joannidis ve ark.
@ renal arterin klemplenmesine baal> <R hasar-nda
plazma MDA seviyelerinde anlaml> yukselme
saptamfllard>r. Li ve ark. @ da renal <R hasar>nda
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‘Calsitonin Gene Related Peptid’ etkinlizini

arafltsrmsfllar ve bobrek doku MDA duzeylerinde
anlamb> artsfl tespit etmifllerdir. Koksel ve ark. “” alt
ekstremite <R hasar>nda iloprost’un etkinlizini
arafttsrmsfllar, aortik <R grubunda akcizer dokusunda
MDA’ n>n artt>a>n> bulmullardsr. Cal>flmam»>zda
saptanan bdbrek doku MDA duzeyleri literatlr
bilgisiyle uyumlu olup serbest oksijen radikallerine
baol> bobrek <R hasarsnda MDA’ n>n anlaml> derecede
yikseldizini gostermektedir. Shimoyama ve ark. *®
akcizer transplantasyonu modelinde <R’ a baal> olarak
ylkselen akcioer dokusu MDA seviyelerinin <R
grubuna aprotinin eklenmesiyle anlaml> derecede
azald>o>n> bulmuflardbr. Eren ve ark. “® da normotermik
iskemik akcimer modelinde aprotinin’in <R hasar>na
etkisini incelemifller ve <R grubuna aprotinin
eklenmesiyle akcicer doku MDA seviyelerinde anlaml>
dufiiifl saptamflarcbr. Aortik <R + aprotinin grubuna ait
MDA dezerinin aortik <R grubundaki deaere gore
anlaml> derecede diflik bulunmas> bu cal>fimalarsn
sonuglar> ile uyumluluk gdéstermektedir. Aprotinin
uygulamas ile MDA dizeylerindeki anlaml> dUfliifl,

aprotinin, aortik <R’ a barl> oluflan lipid peroksidasyonu
azatt>eon> difiindirmektedir.

SOD bir metalloenzimdir ve oksijeni metabolize eden
buttn hicrelerde bulunur. Siiperoksidin hidrojen
perokside donuflimi reaksiyonunu katalizler. SOD, bu
reaksiyonda hem oksidan hemde rediiktan olarak
hareket eder ve bilinen en h>zl> etki gdsteren enzim
sistemidir ancak diftizyon hyz> smorl>dsr®. SOD serbest
oksijen radikalleriyle oluflan hasara karfb, katalaz ve
glutatyon enzim sistemiyle birlikte ¢al>flan bir savunma
mekanizmas>d>r. Boylece oluflan hidrojen peroksit,

katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri taraf>ndan
su ve oksijene indirgenmektedir. SOD’un gdrevinin
aerobik organizmalars, stiperoksitin zararl> etkilerine
karfb korumak olduou san>imaktadsr *#?,

Cal>flmam»zda, aortik <R grubuna ait SOD enzimi

diizeyleri hem kontrol hem de aortik <R + aprotinin

grubundaki diizeylere gore anlaml> derecede yiksek
bulundu. Baker ve ark. ®renal arter klemplenmesiyle
bobrek <R hasar> modelinde <R periyodunda SOD’>n
bobrek dokusunda anlaml> derecede artt>a>n>
saptam>fllard>r. Ayn> cal¥lmada <R grubunda
reperflizyondan énce SOD enzimi ile antioksidan terapi
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yap>Imsfl ve <R hasar>n>n anlaml> derecede azald>o»
saptanm>fltsr. Hoch ve ark. ® ise kopeklerde alt
ekstremite <R modelinde mannitol ve SOD enziminin
néromuskiler koruyucu etkinlimi oldumunu
saptamsfllardsr. Nader ve ark. ® asit aspirasyonu ile
yaralanan rat akcioerlerinde hiperoksijen tedavisi ile
oluflan <R hasarnda serin antiproteaz uygulamalar> ile
akcizer doku SOD seviyelerinin anlaml> 6lclde
difltiadni saptamsfllardsr. Cal>flmam>zda SOD
duzeylerinin aortik <R ile anlaml> artsfb, aortik <R'a
bagal> olarak artmofl serbest oksijen radikali miktar>n>
duflindirmektedir. Aprotinin uygulamas> ile SOD
duzeylerinin anlaml> derecede azalmas ise bir serin
proteaz inhibitorl olan ve anti-inflamatuar 6zellizi
kanstlanmyfl olan aprotinin’in oksidatif stres azaltt>an»
diflindirmektedir. Aprotinin uzak organ hasarndaki en
Onemli mekanizmalardan biri olan nétrofil adezyonunu
ve kemotaksisini inhibe ederek sliperoksit anyonu
oluflumunu inhibe etmifl olabilir.

Katalaz, her biri 500 amino asitten oluflan dért hem
proteini iceren tetramer yapsda bir hemoproteindir.
Katalaz iki hidrojen peroksit molekiliinden birini
elektron vericisi, direrini de elektron al>c>s olarak
kullanarak su ve oksijen meydana getirir “.
Cal>flmamszda, gruplara ait katalaz enzim diizeyleri
birbirleri ile karfblaft>r>sld>asnda istatistiksel olarak
anlaml> fark saptanmad>. Calsflmamszda aortik <R
grubunda katalaz enzim diizeylerinde anlaml> artfl
olmamasn>n nedeni <R hasar> gelifimi srasnda oluflan
stiperoksit anyonunun miktar>n>n SOD taraf>ndan
yeterli derecede elimine edilerek katalaz enziminin
artm>fl aktivitesine gerek kalmamas olabilir. Ayrca,
aortik <R + gprotinin grubuna ait katalaz enzim diizeyi
kontrol grubuna gore daha difliktt. Bu durum
hiicrelerin normal fizyolojik donguleri srasnda olulan
ve yine normal katalaz enzim dizeyleri ile elimine
edilen fizyolojik ssmrlardaki H,O,'nin olufimamas ile
apklanabilir. Ancak Broche ve ark. ® pediatrik agk
kalp operasyonlar>nda oksidatif stres ve aprotinin
Uzerine yaptklar bir calfimada, aprotinin verilmeyen
hastalarda operasyon s>ras>snda plazmada katal az
enziminin anlaml> derecede yiksdldizini saptamsflarcbr.
Benzer olarak Narang ve ark. ® ratlarda miyokardial <R
sonras> katalaz doku diizeylerinin anlaml> derecede
artteon> saptamglardr.
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Glutatyon peroksidaz prostetik grup olarak selenyum
iceren tetramerik glikoprotein yapsnda bir enzimdir.
«ndirgenmifl glutatyon taraf>ndan hidrojen peroksit ve
lipid peroksitlerinin par¢alanmas>n> katalize eder,
bdylece membran lipidlerini ve hemoglobini
peroksidlerin oksidasyonuna karfb korur. Glutatyon
peroksidaz lipid peroksidi akole ve hidrojen peroksiti
de H,O'ya indirger. Spesifik hidrojen verici olarak
glutatyonu kullansr. Peroksi radikallerine afinitesi
katalazdan daha fazlad>r. Calsfimam»>zda, gruplara ait
glutatyon peroksidaz enzim dizeyleri birbirleri ile
karfblaflt>r>ld>asnda istatistiksel olarak anlaml> fark
saptanmad> Glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzim
sistemi icinde birbirine yak>n diizeylerde hidrojen
peroksiti substrat olarak kullan>r ve H,O oluflumunu
katalizlerler. Cal>flmam>zda aortik <R grubunda
glutatyon peroksidaz enzim diizeylerinde anlaml> artsfl
olmamas>n>n nedeni <R hasar> olUlumu s>ras>snda
meydana gelen stiperoksit anyonunun miktar>n>n
antioksidan kapasite icinde SOD taraf>ndan yeterli
derecede elimine edilerek glutatyon peroksidaz
enziminin artmfl aktivitesine gerek kalmamas olahilir.
Gabfimamszdan farkl> olarak Rahman ve ark ® kardiyo-
pulmoner bypass srasnda aprotinin kullanslan grupta
glutatyon peroksidaz diizeylerinin kullanlmayan gruba
gore daha dufltik olduaunu saptamsfllardsr. <Ihan ve
ark.”ron @ tavflan spinal kord <R hasarsnda nebivolol’ iin
etkinlicinin araft>rd>o> calfimada da <R gruplarsnda
spina kord dokusunda glutatyon peroksidaz diizeyleri
anlaml> derecede yiksek bulunmufkur.

Cabfimamszdaki histolojik dexerlendirmede aortik <R
ile doku hasar> parametrelerinde anlaml> artfl saptand.
Bu histopatolojik bulgular bize alt ekstremite <R
hasar>nda bobreklere ciddi 16kosit infiltrasyonu
oldueunu duflindirmektedir. Bunun sonucunda da
nétrofil aracsl> doku hasar> tibilils epitelinde
dejenerasyon ve nekroza neden olmufl olabilir. Ozer ve
ark. ® m>n tavflan renal arter klemp modelinde
yaptklar> calflmada histolojik olarak tubul epitel
nekrozu incelenmifl ve <R grubundaki epitelyal nekroz
<R grubuna aprotinin eklenmesiyle anlaml> derecede
azald>o> gorulmufitir. Bu bulgular ¢al>flmamszdaki
histolojik bulgularla benzerlik gostermektedir. Alt
ekstremite <R hasar>nda ¢oklu organ disfonksiyonunu
araft>ran Yassin ve ark. ® da akcicer, karacicer ve
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bobrekte oluflan histopatolojik dewifliklikleri

incelemifller ve <R gruplarn>n karacicer ve bdbrek
histopatolojik incelemelerinde anlaml> farkl>I>k
bulmamsfllar, sadece uzun siireli <R hasar>na uarayan
akciver dokusunda kapiller konjesyon ve PMN

infiltrasyon parametrelerinin dicer gruplara gore
anlaml> derecede artt>o>n> saptamflard>r. Bengisun ve
ark. ® ise kopek alt ekstremitesinde <R modelinde
akcizer dokusundaki sistemik inflamatuar yant ve
prostaglandin E1'in etkilerini arafftsrmsfllar ve <R

grubunda akcirer dokusunda nétrofil birikimi

gorultrken, <R grubuna prostaglandin E1 eklenmesi ile
akcirer dokusunda nétrofil birikiminin ol ufimadsa>
saptanmsflt>r. Tum bu cal>flmalar>n sonuglar> alt
ekstremite <R periyodunda iskemik periyod sonras»
reperfiizyon déneminde tim organ sistemlerinde
inflamatuar stirecin aktive olduaunu diflindirmektedir.

Cabflmam>z>n sonuglar> da, aprotinin’in anti inflamatuar
etkinlizinin l6kosit infiltrasyonunu inhibe ettici ve
boylece nétrofillerin adezyonunu ve kemotaksisini

onleyerek notrofil arac>l> doku hasar>n> azaltt>e>n»
dufiindurmektedir.

Bu cabflmada deneysel aortik <R modelinde bdbrek

hasar> Uzerine aprotinin’in etkisi araflt>r>ld>. A<R
grubundaki bobrek doku MDA dexerlerindeki anlaml»
art>fl bdbrek dokusundaki oksidatif stresin bir gésterges

olabilir. A<R grubundaki bébrek dokular>ndaki

histopatolojik dexifliklikler ise iskeminin gergeklefltioi

organ dbfbnda da nétrofil kemotaksisi ve adezyonunun
aktive edildizinin bir bulgusu olabilir. Cal>fimam>zda alt
ekstremite <R'un bobrek hasar>na yol agt>o»
bulunmufitur. Yine ¢al>fimamszda aortik <R + aprotinin
grubunda MDA decerlerinin anlaml> azalma saptanmas
oksidatif stresin azald>mna ve nétrofil aracl> sistemik
inflamatuar yan>t>n inhibe edildizine iflaret etmektedir.

Ayrs>ca aprotinin uygulanan grupta histopatol ojik
dexifimlerin aortik <R grubuna gore daha hafif olmas
nétrofil kemotaksisinin ve adezyonunun aprotinin

taraf>ndan inhibe edilmesine bagl> olabilir. Gruplara ait
KAT ve Gprx deaerlerinin birbirlerinden anlaml>
derecede farkl> olmamalar> bu enzimlerin, antioksidan
kapasite i¢inde enzimlerin aktive olmas>na gerek
kalmadan SOD tarafsndan aortik <R hasar>n>n
durdurulmufl olmas>na barl anabilir.
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Sonug olarak infrarenal aortik kros-klempin neden
oldunu at ekstremite <R baal> bobreklerde uzak organ
hasar> geliflmektedir ve aprotinin bu hasar>
azaltmaktad>r. Aprotinin’in bu etkisinin hangi
mekanizmaar ile gercekleftininin saptanmas icin yeni
cabfimalara ihtiyag vardbr. Bununla birlikte insanlarda
infrarenal abdominal aort klemplenmesine bazal>
bobreklerdeki uzak organ hasar>n>n aprotinin ile
azalblmasnailifkin klinik calfimalar yaplmas ile bu
tedavinin klinik kullanyma girebileceai diflinilmektedir.

KAYNAKLAR

1. Nordstrom M, Lindblad B, Bergqvist D, Kjellstrom T. A
prospective study of the incidence of deep-vein trombosis
within a defined urban population . J Intern Med 1992;
232:155-160

2. Koopman MMW, Prandoni P, Piovella F, Ockelford PA,
Brandjes DPM, van der Meer J,et a. Treatment of venous
thrombosis with intravenous unfractionated heparin
administered in the hospital as compared with subcutaneous
low-molecular-weight heparin administered at home. N Engl J
Med 1996; 334:682-687

3. Boccalon H, Elias A, Chale 1], Cadene A, Gabriel S. Clinical
outcome and cost of hospital vs home treatment of proximal
deep vein thrombosis with a low-molecular-weight heparin.
Arch Intern Med 2000; 160: 1769-1773

4. Lensing AWA,Prins MH, Davidson BL, Hirsh J. Treatment of
deep vein thrombosis with low-molecular-weight heparins.
Arch Intern Med 1995; 155:601-607

5. Leizorovicz A. Comparison of the efficacy and safety of low
molecular weight heparins and unfractionated heparin in the
initial tretment of deep vein thrombosis. Drugs 1996;52 (suppl
7):30-37.

6. Lindmarker P,Holmstrém M. Use of low molecular weight
heparin, once daily, for the treatment of deep vein thrombosis.
A feasibility and heath economic study in an out patient setting.
JIntern Med 1996;240:395-401

17

Dr. lIker Kirig ve Arkadaslari

7. Boneu B, Navarro C,Cambus JP, Caplain H, d'Azemar P,
Necciari J,et al. Pharmacodynamics and tolerance of two
nadroparin formulations delivered for 10 days at therapeutic
dose Thromb Haemost 1998; 79: 338-341

8. Hirsh J, Levine MN. Low molecular weight heparin. Blood
1992; 79: 1-17

9. Hull RD, Rascob GE, Pineo GF, Green D, Trowbridge AA,
Elliott CG, et d. Subcutaneous |ow-molecular-weight heparin
compared with continuous intravenous heparin in the treatment
of proximal vein thrombosis. N Engl JMed 1992; 326:975-982

10.Prandoni P, Lensing AWA, Billler HR, CartaM, Cogo A, Vigo
M, et d . Comparison of subcutaneous |ow-molecular-weight
heparin with intravenous standard heparinin proximal deep
vein thrombosis. Lancet 1992; 339:441-445

11.Harrison L, Mc Ginnis J, Crowther M, Ginsberg J, Hirsh J.
Assesment of out-patient treatment of deep-vein thrombosis
with low-molecular-weight heparin. Arch Intern Med 1998;
158:2001-2003

12.Levine M, Gent M, Hirsh J, Leclerc J, Anderson D, Weitz J, et
al. A comparison of low-molecular-weight heparin
administered primarily at home with unfractionated heparin
administered in the hospital for proximal deep vein thrombosis
1996; 334.677-681

13.Lindmarker P, Holmstrom M, Granqgvist S, Johnson H,
Lockner D. Comparison of once-daily subcutaneous Fragmin
with continuous intravenous unfractionated heparin in the
treatment of deep vein thrombosis. Thromb Haemost 1994;
72:186-190.

14.Fiessinger JN, Lopez FM, Gatterer E, Granqvist S, Kher A,
Olsson CG, et a. Once-daily subcutaneous Dalteparin, a low
molecular weight heparin, for the initial treatment of acute
deep vein thrombosis. Thromb Haemost 1996; 76:195-199.

15.Luomanmaki K, Granqvist S, Hallert C, Jauro |, Ketola K, Kim
HC, et al. A multicentre comparison of once-daily
subcutaneous dalteparin low molecular weight heparin and
continuous intravenous heparin in the treatment of deep vein
thrombosis. JIntern Med 1996; 240:85-92.

16.Charbonnier BA, Fiessinger JN, Banga JD, Wenzel E,
d’'Azemar P, Sagnard L. Comparison of a once daily with a
twice daily subcutaneous low moloecular weight heparin
regimen in the treatment of deep vein thrombosis. Thromb
Haemost 1998; 79:897-901



