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Amag: Bu calismanin amaci renal iskemi reperflizyon (RIR) sonrasi ortaya ¢ikan karaciger hasarina kars, anti-oksidan ve anti-enflamatuvar 6zellikleri
bilinen koenzim Q10'un etkinligini g6stermektir.

Gerec ve Yontem: Deneysel RIR modeli olusturulmak tizere sicanlar li¢ gruba ayrildi. Grup 1 sicanlar Sham grubu olarak belirlendi. Grup 2 sicanlara
herhangi bir ila¢c uygulanmadan RIR yapildi. Grup 3 sicanlara RIR 6ncesi koenzim Q10 verildi. Tim gruplarda serumda dre, kreatinin, aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz (LDH) ve gama-glutamil transferaz (GGT) degerlerine
bakildi. Oksidatif stres degerlendirmesi icin karaciger dokusunda malondialdehit (MDA), toplam siilfidril (SH), toplam nitrit (nitrit) ve miyeloperoksidaz
(MPO) diizeyleri degerlendirildi. Tim dokular patolojik olarak incelendi. ilave olarak kaspaz-3 ve TUNEL ile apopitotik parcalanma sonucu ortaya
ctkan DNA fragmantasyonu histokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Ure ve kreatinin seviyelerinin yani sira ALP, ALT, AST, GGT ve LDH seviyeleri grup 2'de Sham grubuna gore anlamli artis gostermistir. Bu artis
grup 3'te anlamli olarak azalmaktadir. Doku testlerinden MDA, nitrit ve MPO diizeylerinde grup 2'de Sham grubuna gore anlamli artis, SH diizeyi
grup 2'de anlamli azahs g6zlenmektedir. Koenzim Q10 kullanan grupta ise grup 2 ile karsilastirildiginda MDA, nitrit ve MPO diizeyleri azalmaktadir.
Histopatolojik degerlendirmede grup 2 skorlarinda, Sham grubu ile karsilastirildiginda skorlamada anlamh artis g6zlendi. Ayrica grup 3'te grup 2'ye
gore histopatolojik skorlamadaki azalma anlamli bulundu. Yine kaspaz-3 ve TUNEL boyanmalarinda grup 2'de grup 1'e gére anlamli artis gdzlenirken,
grup 3'te grup 2'ye gore anlamli azalma izlenmektedir.

Sonuc: Koenzim Q10 kullanimi ile RIR sonrasi karaciger dokularinda gerek histopatolojik olarak ve gerekse serum testlerinde ve doku oksidatif stres
diizeylerinde iyilesme gozlenmesi, koenzim Q10 kullaniminin RIR sonrasi gelisen karaciger hasarina karsi korumada énemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Koenzim Q10, Renal iskemi Reperfiizyon, Uzak Organ Hasari, Anti-oksidan, Anti-enflamatuvar

Abstract

Objectives: The aim of this study was to show the efficacy of coenzyme Q10, known as anti-oxidant with anti-inflammatory properties, in liver
damage after renal ischemia-reperfusion (RIR).

Materials and Methods: For this purpose, rats were divided into three groups to design an experimental RIR model. Group 1 rats were Sham group.
Group 2 rats underwent RIR without any medication. Group 3 rats were given coenzyme Q10 before RIR. In order to evaluate the damage, serum
urea, creatinine, aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH) and

Yazisma Adresi/Address for Correspondence: Dr. Aylin Akbulut
Saglik Bilimleri Universitesi, Ankara Uygulama ve Arastirma Hastanesi, Nikleer Tip Klinigi, Ankara, Tiirkiye
Tel.: +90 533 646 16 31 E-posta: aylinbaskin@gmail.com ORCID ID: orcid.org/0000-0003-4665-7895

Gelis Tarihi/Received: 30.01.2019 Kabul Tarihi/Accepted: 15.04.2019

©Telif Hakki 2019 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi, Galenos Yayinevi tarafindan yayinlanmistir.
Yayinlanan ttim icerik CC BY-NC-ND lisansi altindadir.

184


https://orcid.org/0000-0003-4665-7895
https://orcid.org/0000-0003-1124-2462
https://orcid.org/0000-0003-2842-9223
https://orcid.org/0000-0003-2577-0186
https://orcid.org/0000-0003-1480-8441
https://orcid.org/0000-0001-6899-3115
https://orcid.org/0000-0002-6922-9511
https://orcid.org/0000-0002-9299-2902
https://orcid.org/0000-0002-7222-7875
https://orcid.org/0000-0002-2258-8277

Akbulut ve ark.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2019;72(2) Renal iskemi Reperfiizyon Sonrasi Karaciger Hasarinda Koenzim Q10'un Etkisi

gamma glutamyl transferase (GGT) levels were investigated and additionally tissue (MPO), malondialdehyde (MDA), total sulfhydryl (SH), total nitrite
and myeloperoxidase (MPO) levels were investigated. Histopathologic examination was performed for all groups and DNA fragmentation resulting
from apoptotic fragmentation was evaluated with caspase-3 and TUNEL with immunohistochemical methods.

Results: Urea and creatinine levels and also ALP, ALT, AST, GGT and LDH levels were significantly increased in group 2 compared to the Sham group.
These increases were significantly lower in group 3. The tissue levels of MDA, nitrite, and MPO were significantly increased in group 2 compared
to the Sham group, and SH levels were significantly decreased in group 2. In the group 3 rats, MDA, nitrite and MPO levels were decreased when
compared to group 2. Additionally there was a significant increase in histopathologic scores in group 2 compared to the Sham group, whereas the
decrease in histopathologic scores of group 3 was found to be significant when compared to group 2. Similarly, caspase-3 and TUNEL scores were
significantly high in group 2 compared to Sham group and the scores were significantly low in group 3 compared to group 2.

Conclusion: Coenzyme Q10 improved the histopathological findings, the serum tests and tissue oxidative stress levels in post-RIR liver tissues. Our

results show that coenzyme Q10 can play an important role in protection of liver against RIR-induced damage.
Key Words: Coenzyme Q10, Renal Ischemia-reperfusion, Distant Organ Injury, Anti-oxidant, Anti-inflammatory

Renal iskemi-reperfiizyon (RIR) hasari sekonder travma, sok,
sepsis gibi durumlarda, renal transplantasyon, kardiyovaskiiler
ve renal cerrahiler sonrasinda siklikla goriilebilen ciddi ve yaygin
bir klinik olay olup bobrek fonksiyon bozuklugu yani sira beyin,
kalp, akciger ve karaciger gibi uzak organ disfonksiyonu ile
sonuglanabilir (1). Bu coklu organ yetmezligi, RIR hasari sonrasi
gelisen yiiksek mortalite oranindan sorumludur. Akut renal
hasar gelisen hastalarda hepatik disfonksiyon birlikteligi siklikla
gorilmektedir (2).

Koenzim Q10, 6zellikle kalp, karaciger, bobrek ve pankreasta
olmak tzere viicutta bircok organ ve kimyasal reaksiyonun
dizglin calismasi icin gerekli olan, antioksidan, anti-
enflamatuvar ve anti-apopitotik aktiviteye sahip vitamin benzeri
bir maddedir (3). Gidalardan kirmizi et ve deniz {rlinlerinden
az miktarda alinabilmekle birlikte, doku dizeyleri insanda yasla
birlikte, artan gereksinimlerle, liretim ya da sentez icin gerekli
kimyasal dnciillerin yetersiz alimi azalmaktadir (3,4).

Daha oOnce vyapillan calismalarda cesitli  karaciger
hasarlarinda koenzim Q10'un antioksidan, anti-enflamatuvar
ve anti-apopitotik etkileri ile terapotik bir rol oynayabilecegi
bildirilmistir (5,6). Yine, koenzim Q10 oksidatif stresi, lipidlerin
ve proteinlerin peroksidasyonunu énlemenin yani sira adenozin
trifosfat sentezinde yararli bir etki gostermektedir. Bu etkilerin,
iskemi ve reperflizyon sirasinda oksidatif stresin neden oldugu
hasari maskelenmesinde 6nemli bir rol oynadigi da gdsterilmistir
(7). Giincel hayvan calismalari koenzim Q10'un akut pankreas
hasarini anti-enflamatuvar ve anti-oksidan roli ile iyilestirdigini
(8), akut miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinda ise
antioksidan seviyelerini ve oksidan dengesini diizenleyerek,
otofajiyi artirdigi, miyokard apopitozunu azalttigr ve kalp
fonksiyonunu gelistirdigi gosterilmistir (9). Ayrica koenzim
Q10'un bobrek tasi tedavisi oncesi kullaniminin bdbreklerde
hasari azalttigi da gosterilmistir (10). Koenzim Q10 kullanimin
RIR sonrasi gelisen karaciger hasarina etkisi ile ilgili calisma
literatlir taramasinda bulunmamaktadir.

Biz calismamizda klinik olarak renal tas veya tiimor
ameliyatlarinda siklikla uygulanan tek tarafli RIR sonrasi gelisen
karaciger hasarini azaltmada koenzim Q10'un etkisini inceledik.

Gerec ve Yontem

Deney Hayvanlari

200-250 g agirhgindaki disi Wistar-Albino sicanlar kullanildi.
Hayvanlarin calisma oncesi laboratuvar kosullarina uyumu icin
ez an 1 hafta beklendi. Hayvanlar standart (21+2°C oda sicaklig
ve 0%065-70 bagil nem) laboratuvar kosullari altinda 12'ser
saatlik karanhk ve 1sik dongiilerle yerlestirildi. Calisma sirasinda,
sicanlara standart yem ve su ad libitum olarak verildi.

Deneysel Tasarim

Bu calismada kullanilan tiim deney protokolleri, hayvan
deneyleri ile ilgili uluslararasi diizenlemelere ve beyanlara gore
yapilmis olup, calismamiz icin Saghk Bilimleri Universitesi,
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi, Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'ndan onay alinmistir (08.10.2018/0049-548). grup
1 sicanlar Sham grubu olarak alindi ve RIR uygulanmadi ancak
sicanlara ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile anestezi
verilerek, abdominal olarak uzunlamasina kesi yapildi ve sol
renal pedikil serbestlestirildi. Grup 2 hayvanlara ayni prosedir
uygulandiktan sonra sol renal pedikiil izole edildi ve stabilizasyon
siresinden sonra 45 dakika boyunca sol bdbrek pedikiliiniin
vaskuler klemp ile sikistirilmasiyla bobrek iskemisi yapildi. Sivi ve
1si kaybini 6nlemek icin de batin icerisine 2-3 mL sodyum klorir
(NaCl) verilerek abdomen gecici olarak kapatildi. Kirk bes dakika
sonra klemp cikarildi ve bobregin reperflizyonu viziiel olarak
gozlemlendi. Abdominal duvar 3-0 ipek ile kapatilarak cerrahi
islem sonlandirildi. Grup 3 sicanlara grup 2 sicanlara uygulanan
deneysel iskemi modeli 6ncesi 1 hafta boyunca 10 mg/kg
dozda koenzim Q10 (Solgar Co., ABD) intraperitoneal olarak
uygulandi (11). Tiim sicanlar RIR'den 24 saat sonrasinda 50
mg/kg intraperitoneal propofol (Abbott Laboratuvari, istanbul,
Turkiye) yiiksek doz anestezi altinda sakrifiye edildi ve karaciger
ve bobrek dokulari incelemeler igin eksize edildi.
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Histolojik Analiz

Patolojide calisilacak testler icin dokulardan 6rnekleme
alinarak ayni glin serum fizyolojik icinde patoloji laboratuvarina
teslim edildi. izole edilen sol bobrek dokularinda iskemi bulgulari
histopatolojik olarak dogrulandi. Karaciger dokular sk
mikroskobu icin %10 nétr tamponlu formalin (pH 7,2-7,4) ile
sabitlendi ve 4 um kalinhginda parafin kesitleri hematoksilen-
eozin ile boyandi. Ornekler, 40-400 kat biiyiitmede isik
mikroskobu (Olympus BX-50; Olympus, Tokyo, Japonya)
kullanilarak kesitler maskelenerek degerlendirildi. Mikroskopik
hasari hiperemi, sitoplazmik vakuollesme, dejenerasyon ve
nekroz agisindan 0-3 arasi, 4'lii skorlama sistemi (skor 0: yok, skor
1: nadir, skor 2: pozitif, skor 3: gticlii pozitif) ile degerlendirildi.

immiinohistokimyasal Metodlar

immiinohistokimyasal ~ boyamalar  primer  antikorun
prospektistindeki talimatlar dogrultusunda streptavidin-biotin-
peroksidaz yontemi ile yapildi. Bu amacla parafin bloklardan 4 p
kalinliginda kesitler ile lizinli lama alinan kesitler alkol ve ksilol
serilerinden gecirilerek dehidrate ve deparafinize edildi (12).
Dokulardaki antijenin geri kazanimi igin kesitler cam salede
icerisinde 700 W'da 20 dakika pH 6,0 sitrat buffer ile muamele
edildi. Ardindan peroksidaz aktivitesini baskilamak amaciyla
kesitler 15 dakika oda sicakliinda 90,3 hidrojen peroksitte
bekletildi. Primer antikordan dnce ise 20 dakika oda sicakhiginda
%5 normal keci serumunda protein baskilamasi yapildi. Daha
sonra kesitler kaspaz-3 (1:200, Invitrogen, PA5-16335) primer
antikoru damlatilarak 1 saat oda sicakhginda bekletildi. Fosfat
tamponu tuzlu su (PBS) ile yikanan kesitler 30 dakika sekonder
antikorda bekletildikten sonra reaksiyonun goriinirligiind
saglamak amaciyla kromojen olarak diaminobenzidine 3 dakika
(DAB, TA-012-HDC ve DAB substrate buffer, TA125-HDS; Lab
Vision) ve zemin boyamasi icin Harris hematoksilen (Merck)

kullanildi.  immiinohistokimyasal boyama islemleri nemli
kamerada gergeklestirildi (13).

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated
Deoxyuridine  Triphosphate Nick end Labeling (TUNEL)

isaretlemeleri Gretici firma katalog prosediiriine [In Situ Cell
Death Detection Kit, Peroksidaz (POD), Roche, Germany] uygun
olarak yapildi. Bu amacla parafin bloklardan 4 p kalinhginda
kesitler ile lizinli lama alinan kesitler alkol ve ksilol serilerinden
gecirilerek dehidrate ve deparafinize edildi. Ardindan peroksidaz
aktivitesini baskilamak amaciyla kesitler 15 dakika oda
sicakhiginda %0,3 hidrojen peroksitte bekletildi. PBS ile yikanan
kesitler protein K (20 mg/mL; Roche, Mannheim, Almanya) ile
oda sicakhginda 15 dakika muamele edildi. Yikanan kesitler
daha sonra taze hazirlanan 50 pL TUNEL reaksiyon karisimi
(TdT ve dUTP iceren) soliisyonunda karanhk ortamda 37°C'de 1
saat bekletildi. Ardindan kesitler 50 uL of anti-floresan antikor
bagli POD enzim homojen etiyla kaplanarak 30 dakika 37°C'de
bekletildi. Son olarak yikanan kesitler AEC (3-Amino 9-Ethyl
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Carbasole, Dako, Glostrup, Danimarka) ile 10 dakika muamele
edildikten sonra hematoksilen ile geri boyama yapilarak
yapistirldi.

immiinohistokimyasal ve TUNEL boyamalari i1sik mikroskopta
incelendi. Bu amacla kesitler x200 biiylitmede rastgele 10
sahada pozitif ve negatif hiicreler dikkate alinarak yapildi ve 0-3
arasl, 4'lii skorlama sistemi (%1'den az pozitiflik: 0 skor; %1 ile
0025 arasi pozitiflik: 1 skor; %25 ile %75 arasi pozitiflik: 2 skor;
%75'ten fazla pozitiflik: 3 skor) ile degerlendirildi (14).

Serumdaki Olgiimler

RIR'den 24 saat sonrasinda, reperflizyon doneminde,
hayvanlar tekrar anestezi etkisine alindi ve aorttan kan ve serum
ornekleri elde edildi. Ornekler hepatik enzim 6lciimiine kadar
-20°C derecede tutuldu. Serumda aspartat aminotransferaz
(AST) ve alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP),
laktat dehidrojenaz (LDH) ve gama-glutamil transferaz (GGT)
degerlerine Roche Cobas 8000 (Roche Diagnostics, North
America) otoanalizoriinde, Roche orijinal kitleri kullanilarak
cahsildr.

Karaciger Doku Testleri

Dokuda calisilan tiim testler homojenizasyon saglandiktan
sonra -80°C'de saklandi ve takip eden giin icerisinde calisild1.

Malondialdehit (MDA) diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif
madde ile reaksiyona girmesi esasina gére Olctiltr (15). Doku
ornekleri tartilarak soguk %71,15'lik KCI (potasyum kloriir)
ile buzlu ortamda homojenize edilerek %?10'luk homojenat
olusturuldu. Homojenat 15 dk siire ile 4000 rpm'de, +4 °C'de
santriflij edildi. Stipernatandan plazma MDA diizeyi i¢in 50 pL
alinarak Uzerine 1 mL distile su konuldu. Karisima 1 mL TBA
reaktifi (8,75 mol/L asetik asit icinde hazirlanmis 29 mmol/Llik
TBA) eklendi. Vorteksle karistirilarak kaynayan su banyosunda
60 dk bekletildi. Banyodan ¢ikartilan ve sogutulan numunelerin
tizerine 5 mol/L'lik HClI'dan 25 ulL ve 3,5 mL n-butanol eklendi.
Ornekler 5 dakika ajite edildi. 3500 rpm'de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust fazdan eksitasyon dalga boyu 525 nm emisyon dalga
boyu 547 nm olacak sekilde florometrede 6lculdi. Doku MDA
diizeyleri pmol olarak yas doku grami basina hesaplandi MDA
umol/gr yas doku).

Miyeloperoksidaz (MPO) 6l¢timii, MPO tarafindan oksitlenen
H,0,'nin O-dianisidini rediiklemesi ve bu rediiklenmis Griinin
460 nm dalga boyunda absorbansinin 0l¢lilmesi esasina
dayanir. Yaklastk 50 mg'lik tartilan doku 6rnekleri, 50 mmol/L
fosfat tamponunda (pH 6) hazirlanan 1 mL soguk 9%0,5
hekzadesiltrimetilamonyum bromiir ile 4 °C'de 30 s icin (¢
kez dondurma/c6ziilme dongistine tabi tutularak homojenize
edildi. Homojenat 40.000x gr'de 15 dakika santrifiijlendi. MPO
aktivitesi, 2,9 mL 50 mmol/L fosfat tamponuna (167 mg/mL
o-dianisidin dihidrokloriir ve %0.0005 hidrojen peroksit iceren)
0,1 mL stipernatanin eklenmesiyle belirlendi. Bes dakikalik bir
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slire boyunca 460 nm'de absorbans degisimi 25°C de olciildi.
1 Unite MPO 1 mmol H,0,'yi 1 dakikada degradasyona ugratan
enzim miktari olarak tanimlandi. Gram protein basina diisen
MPO aktivitesi hesaplanarak sonugclar spesifik aktivite olarak
degerlendirildi (Aabs./g doku proteini-1. minimum-1) (16).

Sedlak ve Lindsay (17) tanimlamis oldugu ydnteme
gore dokuda toplam sdlfidril (SH) tayini yapildi. Yontem SH
gruplarinin  ditiyobis nitrobenzoik asit (DTNB) reaktifi ile
alkali ortamda olusturdugu kromojen bilesigin 412 nm'de
absorbansinin ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir. Doku 6rnekleri
tartilarak soguk 0,02 M EDTA icinde buzlu ortamda homojenize
edildi. Homojenat 15 dk siire ile 4000 rpm'de, +4 °C'de santrifiij
edildi. 0,25 mL slipernatan alinarak Ustline 0,75 mL Tris tampon
(0,2 M), 0,05 mL DTNB, 0,01 M etanol igcinde ¢ozdiriilmis ve
3,95 mL metanol ilave edildi. Tiipler vortekslendikten sonra 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Tiipler 3000 rpm'de 15 dakika
santriftij edildi. Numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede
412 nm'de okundu. Doku total SH diizeyleri nmol olarak mg
protein basina hesaplandi. Protein icerigi, Roche Hitachi Cobas
C501 otoanalizoru kullanilarak orijinal TPUC3 total protein kiti
kullanilarak dlciildi.

Nitrit diizeylerinin 6lctimi icin Smarason et al. (18)
tarafindan modifiye edilen kolorimetrik yontem kullanildi.
Buradaki temel prensip nitrat'in nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite
cevrilmesine dayanir. Total nitrit diizeyleri Griess reaksiyonuyla
olciiliir. Olusan reaksiyon Urilini pembe renk verir ve absorbans
Olctimleri 548 nm'de spektrofotometrik olarak yapilir. Calismada
standart olarak 1000 pmol/L konsantrasyonundaki stok sodyum
nitrit ¢ozeltisinden 12,5, 5, 25, 50, 100 umol/L konsantrasyonda
calisma standartlari hazirlanilarak kullanildi. Doku total nitrit
diizeyleri pmol/mg yas doku basina hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Sayisal ~ degiskenlerin  normal dagilip  dagiimadigini
incelemek icin Kolmogorov-Smirnov testi kullaniimistir. Normal
dagilim gosteren sayisal degiskenler icin ortalama + standart
sapma, normal dagiimayan degiskenler icin ortanca (minimum-
maksimum) degerler tanimlayic istatistik olarak verilmistir.
Normal dagilan sayisal degiskenleri lic grupta karsilastirmak
icin tek yonli varyans analizi, normal dagilmayanlar icin
Kruskal-Wallis yontemi kullaniimistir. Karsilastirmalarda p<0,05
oldugunda istatistiksel olarak anlamh kabul edilmistir. Analizler
IBM SPSS Statistics 23.0 programinda yapiimistir.

Histopatolojik Degerlendirme Sonuclan

Histopatolojik olarak Sham grubun sicanlarin dokularinda
belirgin patolojik bulgu gozlenmezken, grup 2'de belirgin
hiperemi, sitoplazmik vakuollesme, dejenerasyon ve nekroz
go6zlendi. gruplar arasi farkhlk Tablo 1'de gosterilmistir. Grup 1
ve grup 2 tiim degerlendirme skorlamalar arasi istatistiksel fark
p<0,01 bulunurken; grup 1 ve grup 3 tim degerlendirmelerde
skorlamalari arasi anlaml istatistiksel fark yoktu (p>0,05).

Grup 2 ve grup 3 histopatolojik skorlamalar arasi farkhk
hiperemi, sitoplazmik vakuollesme, dejenerasyon ve nekroz
icin p<0,01 olarak bulundu. Grup 2'de gozlenen histopatolojik
degisiklikler grup 3'te anlamli olarak iyilesmistir (Sekil 1A, 1B,
1C). Kaspaz-3 boyanmasinda grup 1 ile grup 3 arasinda anlaml
fark bulunmazken, grup 1 ve grup 2 istatistiksel olarak anlamh
fark (p<0,001) saptandi. Benzer sekilde kaspaz-3 boyanmasinda
grup 2 ve grup 3 arasinda da istatistiksel anlamli fark (p<0,05)
bulundu (Sekil 1D, 1E, 1F).

TUNEL boyama skorlanmasinda ise grup 1 ve grup 3 arasi
anlamli fark bulunmazken (p>0,05), grup 1 ve grup 2 arasi fark
istatiksel olarak anlamh bulundu (p<0,001). Grup 2 ve grup 3
arasi TUNEL skorlama medyan degerler grup 3'te daha diisik
bulundu ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 1G,
1H, 11). Ayrica tiim sicanlarin sol bobrek dokulari histopatolojik
olarak incelenmis olup, grup 2 ve grup 3'lin sol bobrekleri
iskemiden zarar gérmis, grup 1 sol bdbrekleri ise normal olarak
degerlendirilmistir.

Biyokimyasal Serum ve Doku Degerlendirme Sonuclari

Tablo 2'de biyokimyasal serum degerlerinin gruplar arasi
karsilastirmasi mevcuttur. Serum iire ve kreatinin degerleri
tim gruplar arasi anlamli farklilk bulunmustur. Gruplar arasi
farkhliklar degerlendirildiginde, serum Ure ve kreatinin degerleri
grup 1ile grup 2 arasinda da anlamli olarak artmis bulunmustur

B BT

A ‘. 9

B P 5 12

Sekil 1: A) 50x biiyiitmede hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerde
Grup 1 normal karaciger histolojisi, B) Grup 2 dokularinda siyah oklar
sitoplazmik vakuollesme, kirmizi oklarla nekroz ve dejenerasyon alanlari,
ok baslart ile hiperemi, C) Grup 3, koenzim Q10 ile modellenmis sicanlarda
siyah ok sitoplazmik vakuollesme, kirmizi ok ile nekroz ve dejenerasyon
alanlarini gostermektedir. 100x biiylitmede kaspaz-3 boyanmasi D) Grup
1 ratlarda izlenmezken, E) Grup 2 sicanlarda oklar Kaspaz-3 pozitifligi,
F) Koenzim Q10 ile modellenmis sicanlarda rolatif olarak maskelenmis
kaspaz-3 pozitifligi gozlenmektedir. 100x bilylitmede TUNEL boyanmasi,
G) Grup 1 sicanlarda gdézlenmemekte, H) Grup 2'de belirgin pozitif
olarak, 1) Grup 3 dokularinda grup 2'ye gére boyanmanin maskelendigi
izlenmektedir
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(Gre ve kreatinin icin sirasiyla, p<0,01, p<0,01). Grup 3 serum
tre ve kreatinin degerlerinde ise Grup 2 ile karsilastirildiginda
anlamli azalma bulunmustur (lire ve kreatinin icin sirasiyla,
p<0,01, p<0,05). Grup 1 ve grup 3 serum iire ve kreatinin
degerleri karsilastirildiginda anlamh fark bulunmamustir (her iki
parametre icin p>0,05).

Serum AST, ALT, LDH, GGT ve ALP degerleri icin tlim gruplar
arasinda anlamli fark bulunmustur. Grup 2'de AST, ALT, LDH, GGT
ve ALP degerleri grup 1'e oranla artmis olarak izlenmekte, bu
fark tim parametreler icin istatistiksel olarak anlaml (p<0,01)
bulunmustur. Bu dederler grup 3'te grup 2'ye gore azalma
gostermekle olup bu azalma tiim dederler icin anlaml olarak
saptandi (p<0,05). Ayrica grup 1 ve grup 3 arasi AST, ALP,
ALT, GGT ve LDH degerleri icin anlamh farklihk bulunmamistir
(p>0,05).

Dokuda degerlendirilen MDA, nitrit, SH ve MPO degerleri
icin tlim gruplar arasi istatistiksel farkhlik saptanmistir. Bu fark
grup 1 ve grup 2 arasl tim degerler icin anlamh bulunmustur
(tlim degerler icin p<0,01). Ayrica grup 2 ile karsilastirildiginda
grup 3 MPO degerlerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 2). Grup 2 MDA ve nitrit degerleri
grup 3 ile karsilastirildiginda MPO degerlerinde sayisal olarak
azalma gorilmekle birlikte bu fark anlaml bulunmamistir. Yine
doku SH degerleri ise grup 3'te grup 2'ye gore sayisal degerleri
artmakla birlikte, bu fark anlaml tespit edilmemistir (p>0,05).
MPO, MDA ve nitrit degerleri icin grup 1 ve grup 3 arasi anlamli
fark bulunmamistir.

RIR sonrasi akut bobrek hasari perioperatif dénemde
onemli bir klinik sorun olup, bu hasar ile iliskili ekstra-renal

disfonksiyon, hastane ici mortaliteyi arttirmaktadir. iskemi
ve reperflizyon hasarinda bilinen temel mekanizma, iskemik
dokularin reperflizyonu sonrasi mikrovaskiiler fonksiyonda
bozulma olup, arteriyollerde endotel bagimh dilatasyonun
bozulmasi, kapillerlerde sivi filtrasyonunda artma, postkapiller
venillerde ve plazma proteinlerinde ekstravazasyon olarak
doku
yaralanmasinin derecesi, sadece lokal degisikliklerle degil, ayni
zamanda sistemik degisikliklerle de iliskili olan reperfiizyonun

ve hipoksinin neden oldugu endotel hiicre yaniti ile hasarin

kendini gdstermektedir. iskemi reperfiizyon sonrasi

MDA Total Nitrit

* *

Mean +- 2 SD MDA
Mean +- 2 SD MDA

150 250 350 100 250 350
Grup

Total SH

Mean +- 2 D TSH
Mean +- 2 SD MPO

1% 250 3% 150 250 350
Grup Grup

L

Sekil 2: Gruplarin doku Malondialdehit, miyeloperoksidaz, total nitrit ve
toplam siilfidril degerleri ortalama +2 standart sapma olarak gdsterilmis
olup, *p<0,01, ve #p<0,05 olarak belirtilmistir

MDA: Malondialdehit, MPO: Miyeloperoksidaz, SH: Toplam siilfidril, SS:
Standart sapma

Tablo 1: Gruplarda izlenen histopatolojik degisiklikler medyan degerler olarak verilmistir

Hiperemi Sitoplazmik vakuollesme Dejenerasyon Nekroz Kaspaz-3 TUNEL
Grup 1 0 0 0 0 0 0
Grup 2 2 2,5 2 2 3 3
Grup 3 0,5 0,5 0 0 1 1
Gruplar arasi fark <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated Deoxyuridine Triphosphate Nick end Labeling

Tablo 2: Tiim grupta serum iire, kreatinin, alkalen fosfataz, alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, gama-glutamil

transferaz ve laktat dehidrojenaz diizeyleri karsilastirilmistir

Ure Kreatinin ALP ALT AST GGT LDH
Grup 1 39,0 (31-47) 0,29+0,1 62,50+15,84 65,50 (58-90) 369,00+130,6 1,50 (1-3) 484 (413-615)
Grup 2 72,0 (51-85) 0,56+0,1 100,50+23,15 120,00 (76-255) 693,13+196,8 4,00 (2-12) 1170,5 (796-2009)
Grup 3 37,5 (34-7) 0,40+0 69,63+12,19 84,00 (54-92) 378,88+127,1 2,00 (1-3) 540,00 (383-706)
p <0,01* <0,001* <0,01* <0,01* <0,001* <0,01* <0,001*

Gruplarda grup ici dagilimlarina gére serum re, ALT, GGT ve LDH degerleri ortanca (minimum-maksimum) degerleri verilmis ve *Kruskal-Wallis testi ile, kreatinin, ALP ve AST degerleri

ortalama + SD olarak, **ANOVA testi ile dederlendirilmistir.

ALP: Alkalen fosfataz, ALT: Alanin aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, GGT: Gama-glutamil transferaz, LDH: Laktat dehidrojenaz, SS: Standart sapma
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artarak devamina neden olmaktadir. Mikrosirkiilasyondaki
endotel hiicreleri reperfiizyon sonrasi erken dénemde daha
fazla oksijen radikali fakat daha az nitrik oksit tretmektedir
ve bu durum endotel hicrelerindeki stiperoksit ile nitrik oksit
arasindaki dengesizlige ve enflamatuvar faktorlerin retim ve
salinimina yol acmakta ve lokosit-endotel hiicre adezyonuna
aracilik eden adezyon molekdllerinin salinimini arttirmaktadir.
Reperfiizyon sonucunda salinan enflamatuvar mediyatorler ise
iskemik hasara maruz kalmamis uzak organ endotel hiicrelerini
de aktive ederek lokosit bagimli mikrovaskiler hasar sonrasi
etkilenen dokulara iskemik yaralanmadan daha ciddi sekilde
zarar verebilmektedir ve coklu organ yetmezligine neden
olabilmektedir (19). Dokudaki enflamatuvar yanitin siddeti, uzak
organlarda da benzer siddette gorilebilmektedir (20). Bizim
calismamizda da grup 2 sicanlarda RIR sonrasi karaciger hasari
grup 1 ile karsilastinidiginda gerek histopatolojik gerekse serum
ve doku enflamatuvar yanit parametrelerinde belirgin sekilde
artis gozlenmistir.

Cesitli nedenlerle karaciger fonksiyonlarindaki disiis ve
buna eslik eden nekroenflamatuvar hasar, karaciger tarafindan
sentezlenen ve metabolize edilen AST, ALT, GGT ve LDH ile
tanmnabilir. Bunlardan AST ve ALT hepatik hasari gdsteren
en duyarli belirtecleri olup (21), daha O6nceki calismalarda
RIR sonrasi ALT ve AST gibi hepatik enzimlerin bdbrek
fonksiyonlarinin bozulmasinin ardindan artti§r gosterilmistir
(22,23). Serum ALP dizeyi ise farkh dokulardan karaciger,
kemik, ince barsak ve plasenta gibi cesitli dokularin enzimlerin
faaliyetlerinin toplamini temsil etmekte olup, GGT ile es zamanl
artis gostermesi pratikte karaciger kaynakli olaya isaret ettigini
distindiirmektedir (21). Benzer sekilde RIR sonrasi karaciger
enzimlerinde artis bildirilmistir (23,24). Bizim ¢alismamizda da
literatiirl destekler nitelikte, AST, ALT, LDH, GGT ve ALP degerleri,
RIR sonrasi anlamli artis gdzlenmistir. Dahasi koenzim Q10
grubunun hepatik enzim degerleri grup 2 ile karsilastirildiginda
belirgin dusiik olarak bulunmustur ki bu da koenzim Q10'un
serum karaciger fonksiyon testi degerleri lizerindeki olumlu
etkisini gostermektedir.

Ayrica, koenzim Q10'un bdbrekler {izerine olumlu etkileri
bilinmektedir (10,11). Nitekim ¢alismamizda RIR sonrasi serum
tre ve kreatinin diizeyleri grup 2'de Sham grubuna gére anlamli
olarak artmaktadir. Koenzim Q10 grubunun serum iire ve
kreatinin degerleri grup 2'ye gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur, bu degerler Sham grubunun serum
ure ve kreatinin degerleri ile karsilastirildiginda ise belirgin fark
bulunmamistir.

Histopatolojik olarak karaciger dokusunda RIR sonrasi
belirgin sitoplazmik vakuollesme artisi, vaskiiler permeabilite
artisi (23,25), dejeneratif degisiklikler, l6kosit infiltrasyon
artisi ve hiperemiye sekonder konjesyonda artis bildirilmistir
(23). Calismamizda da histopatolojik olarak grup 2'de belirgin

hiperemi, sitoplazmik vakuollesme, dejenerasyon ve nekroz
izlenmesi ve grup 2 skorlama degerlerinin grup 1'e oranla anlamli
farkhlik gostermesi RIR sonrasi karaciger hasarin gelistigini
ve modellememizin basariya ulastigini gostermektedir. Ayrica
grup 3'te gozlenen histopatolojik degisikliklerin grup 2'ye gére
anlamli olarak azalmasi koenzim Q10 kullaniminin sitoprotektif
etkinligini gostermistir.

iskemik akut bobrek hasari sonrasi karacigerde apopitoz artisi
kaspaz-3 yontemiyle ile bildirilmistir (23). Biz de calismamizda
apopitoz degerlendirmesinde gerek TUNEL boyama gerek
ise kaspaz-3 metoduyla grup 2'de uygulanan modellemenin
apopitozu arttirdigini gosterdik. Bunun yani sira her iki yontemde
de koenzim Q10 grubunda skorlamada istatistiksel olarak
anlamli azalma bulunmasi, koenzim Q10 kullaniminin karaciger
dokusunda apopitozu anlamh olarak azalttigini gdstermistir.
Ayrica RIR sonrasi meydana gelen apopitozun engellendigi
durumlarda renal inflamasyonunda azaldigi belirtiimis ve
RIR sonrasi etkilenen diger organlarda da bunun potansiyel
olarak gosterilebilecegi diistintlmusttr (26). Calismamizda
da koenzim Q10 kullaniminin apopitozu ve enflamasyonu
azalttigi gosterilmis olup, bulgularimiz bu dislncenin dogru
oldugunu immiinohistokimyasal ve histopatolojik bulgularla
kanitlamaktadir.

Karaciger hasarinin gelisimine katkida bulunan 6nemli
bir faktor oksidatif stres ve bununla birlikte reaktif oksijen
tirlerinin artisi oldugu gosterilmis olup, bu olaylar, lipid
peroksidasyonunda artisa ve karaciger antioksidanlarinda
azalmaya neden olmaktadir (27). MDA oksidatif stresin 6nemli
gostergelerinden olup, lipid peroksidasyonunun en 6nemli
Urlintidur. Daha 6nceki calismalarla RIR sonrasi karaciger MDA
seviyesinde belirgin arttigi (23,24,28) ve RIR sonrasi karaciger
lipid peroksidasyon {riinlerinin, MPO'nun arttigi  ancak
glutatyon gibi anti-oksidanlarin, superoksit dismutaz ve katalaz
gibi enzim aktivitelerinin azaldigi gosterilmistir (24,29). Bizim
calismamizda da grup 2'de MDA ve MPO degerleri grup 1'e oranla
artis gostermis olup bu artis anlamli bulunmustur (p<0,01). Bu
bulgu calismamizda uygulanan iskemik modellemenin oksidatif
stresi arttirdigini gostermistir. Ayrica grup 3 MDA diizeylerinin
grup 2'ye gore azalmasi ve grup 3 MPO diizeylerinin grup
2'ye gore anlaml olarak azalmasi koenzim Q10'un gerek lipid
peroksidasyonunu azaltarak gerekse antioksidan etki gostermesi
ile aciklanabilir.

Doku nitrit diizeyleri iskemi reperflizyon sonrasi endotelyal
disfonksiyona ve endotelyal nitrik oksit sentaz aktivitesinin
azalmasinabagh olarak azaldigi (30,31) bildirilmis olmakla birlikte
calismamizda doku nitrit diizeylerinde grup 2'de Sham grubu
ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde artis gozlenmistir. Nitrik
oksit oksidasyonla nitrit ve nitrat anyonlarina donustiirmektedir
ve calismamizdaki nitrit dizeyleri nitrik oksit ve reaktif
iiriinlerinin seviyesini yansitir niteliktedir. iskemiye yanit olarak
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nitrik oksit sentezi artar. Nitrik oksit sentaz inhibitorleri ise iskemi
reperflizyonun meydana getirdigi mikrovaskiler degisikliklerin
cogunu taklit edebilmesi nedeni ile iskemi sonrasi dokularda,
doku nitrik oksit dizeylerini yeniden arttirabilir. Dolayisiyla
nitrik oksit salinimini arttiran nitrik oksit sentaz inhibitorlerinin
de iskemi reperflizyona bagli mikrovaskiiler hasara karsi
koruma saglayabilecegi bildirilmistir (32). Literatiirde de
bizim calismamizla paralel sekilde iskemi reperflizyon sonrasi
doku nitrit duzeylerinde artis bildirilmistir (33). Calismamizda
koenzim Q10 verilen grup, grup 2 ile karsilastirildiginda anlamli
olmamakla birlikte nitrit seviyelerinde azalma gozlenmistir.
Koenzim Q10'un fazla nitrik oksit salinimini suprese ettigi ve
dokuyu nitrat stresinden koruyucu 6zelligi oldugu bilinmektedir
(34). Calismamizda da grup 1 ve grup 3 nitrit diizeyleri arasinda
anlamli farklilik bulunamamis olup, bu da koenzim Q10 etkisini
desteklemektedir.

iskemi reperfiizyon sonrasi doku SH seviyelerindeki
azalma literatiirde SH sentezinde durma veya daha yiiksek
tiketimi ile iliskilendirilmistir (35,36). Bu bulgularla uyumlu
olarak calismamizda da doku SH diizeyleri ile RIR gruplarinda
anlamli azalma go6zlenmektedir. Koenzim Q10 grubunda ise
grup 2'ye gore SH dizeylerinde artis gdzlenmektedir ancak
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonuglar
calismamizdaki ana sinirlama olan, hayvan deneylerinde
azaltma ilkesine uymak icin sinirli sayida sican ile cahsilmasi ile
ilgili olabilecegi dustintilmustiir.

RIR karacigerde belirgin hasara neden olmaktadir. Bu hasar
koenzim Q10 kullanimi ile, gerek oksidatif stresi azaltarak hiicre
yaralanmasini azaltmakta, gerekse anti-enflamatuvar ve anti-
apopitotik etkisiyle karacigerde doku yenilenmesine de katki
saglayarak iyilesmektedir.
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