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Bébrek iskemi ve reperflizyon hasarinda
kreatin monohidrat desteginin etkileri

Effects of creatine monohydrate supplementation in
renal ischemia and reperfusion injury

Oz

Amag; Bobrek nakli ya da cerrahi girisimler sirasinda gelisebilen iskemi ve reperflizyon hasari etkisini hticrelerdeki
enerji metabolizmasinin bozulmasi ve oksidatif stresin artmasina yol acarak gosterir. Populer sporcu destek trtind
olan kreatin monohidrat endojen bir bilesiktir. Hicrelerin enerji metabolizmasini etkileyerek oksidatif stresi azalt-
1191 ve antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir. Bobrekte deneysel olarak olusturulan iskemi reperflizyon hasari
sonrasinda artan oksidatif strese ve yapisal diizeyde izlenen hasara karsi kreatin monohidratin olasi etkisinin de-
Jerlendirilmesi hedeflenmistir.

Yontemler: Calismada Sprague Dawley (270-380 gr) turl 24 adet erkek sican kullanildi. Sicanlar rastgele dort
gruba ayrildi: Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2: Iskemi/ Reperfiizyon grubu, Grup 3: iskemi/ Reperfiizyon +Kreatin
monohidrat (Kreatin 2 g/kg/gun), Grup 4: Kreatin monohidrat (2 g/kg/glin) olarak dizenlendi. Grup 2 ve Grup
3'teki sicanlara intraperitoneal anestezi sonrasi 45 dakika boyunca sol renal arterin klemplenmesiyle renal iske-
mi olusturuldu ve 45. dk’nin sonunda klemp uzaklastirildiktan sonra sol bobregin parlak kirmizi renge ulasmasi
reperfizyonun saglanmasi olarak kabul edilerek karin 6n duvari kapatildi. Grup 3 ve Grup 4'deki sicanlara 3 gin
suresince kreatin monohidrat (2g/kg/gun) distile su icinde ¢ozilerek gavaj yoluyla uygulandi. Reperfiizyondan
72 saat sonra genel anestezi altinda kardiyak kan, sol bébrek dokulari alindiktan sonra sakrifiye edildiler. Bobrek
dokulari 1sik ve elektron mikroskopta dederlendirildi. Plazma 6rneklerinde total oksidan ve antioksidan stres pa-
rametreleri dlctimlendi.

Bulgular: iskemi ve reperfiizyon modelinde ince yapi dizeyinde glomeriler kapillerlerdeki belirgin eritrosit sta-
z1 saptandi. Bunun yaninda glomertller endotelin ve podositlerin hticre buttnlugunin korunamadigi izlenirken
proksimal ttbullerdeki hticrelerde de sisme sonucu ttbul [imenin tikandigr géraldt. Kreatin uygulanan gruplarda
total antioksidan seviyesinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide artmasi yeniden yapilanma strecinin pozitif yonde
ilerlediginin gostergesi olarak yorumlandi.

Sonug: Sonu¢ olarak uygulanan yontemden kaynaklandigi dustntlen eritrosit stazi nedeniyle dolasimin tam
olarak saglanamadigi ve buna bagli olarak kreatin monohidrat desteginin yapisal dizeyde belirgin olumlu etki
gosteremedigi dusunuldd.

Anahtar Sozciikler: Bobrek; elektron mikroskobu; iskemi-reperflizyon hasari

Abstract

Aim: Ischemia and reperfusion injury, can occur during kidney transplantations surgery, showing their effects by
disrupting cellular energy metabolism and increasing oxidative stress. Creatine monohydrate, a popular sport
supplement, is an endogenous compound. It is known that it reduces oxidative stress through effecting the en-
ergy metabolism of cells and has an antioxidant effect. It was aimed to evaluate the possible effect of creatine
monohydrate against the increased oxidative stress and structural damage mediated by experimentally induced
renal ischemia-reperfusion injury in this study.

Methods: Twenty-four male Sprague Dawley (270-380 gr) rats were used in the study. Rats were randomly di-
vided into four groups: Group-1: Control group, Group-2: Ischemia/Reperfusion group, Group-3: Ischemia / Re-
perfusion+ Creatine monohydrate (2g/kg/day), Group-4: Creatine monohydrate (2g/kg/day). After anesthesia, a
midline abdominal incision was performed in the related groups and renal ischemia was induced by clamping left
renal artery during 45 min. At the end of ischemia the non-traumatic clamp was removed and kidney reperfusion
was noted as return of blush color. Afterward, abdominal posterior wall was closed. Creatine monohydrate (2 g/
kg/day) was dissolved in distilled water and given to the rats with oral gavage in Group-3 and Group-4 for 3 days
After 72 hours of reperfusion, cardiac blood and left kidney tissues were taken under general anesthesia and they
were sacrificed. Kidney tissues were evaluated by light and electron microscopy. Total antioxidant and oxidant
stress parameters were also measured in the plasma samples.

Results: In the ischemia and reperfusion model, significant erythrocyte stasis was detected in the glomerular cap-
illaries at ultrastructural level. In addition, it was observed that the integrity of the glomerular endothelial cells and
podocytes could not be preserved, while the tubule lumen was occluded as a result of the swelling of epithelial
cells. The statistically significant increase in the total antioxidant level in the creatine administered groups was
interpreted as an indicator of the positive progress of the remodeling process.

Conclusions: As a result, it was observed that creatine monohydrate supplementation did not show a significant
beneficial effect a structural level, since the circulation could not be fully restored due to erythrocyte stasis caused
by the procedure.

Keywords: Electron microscopy; ischemia-reperfusion injury; kidney
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GIRIS

[skemi, dokunun bir boliimiiniin ya da tamaminin kan-
la beslenmesinin kesilmesine ya da 6nemli dl¢iide azal-
masina bagli olarak dokunun perfiizyonundaki yeter-
sizlik sonucu dokularin ve organlarin oksijenden yok-
sun kalmasi olarak tanimlanir. Iskemi ve reperfiizyon
(IR) hasari klinikte siklikla aort klemplenmesi, renovas-
kiiler cerrahi, travma gibi durumlarda karsilagildig: gibi
bobrek transplantasyonlar1 sirasinda tehlike yaratan ko-
sullardan biridir (1). Hasarin etkisi siiresi ile iligkilidir
ve iskemik siirenin artigt bobregin yeniden yapilanma
yetisini azaltir (2). Iskemik evrede dokuda kan akimi-
nin kesilmesi oksijenin ve besinin azalmasi oksidatif
stresin artmasima, inflamasyonun baslamasina neden
olur (2,3). Oksijen desteginin kesilmesi ayn1 zamanda
hiicrelerdeki adenozin trifosfatin (ATP) azalmasina da
yol agar (4). Normal kosullar altinda hiicrelerde glikoliz,
oksidatif fosforilasyon ve fosfokreatin enerji sistemi ile
stirekli ATP destegi saglanir. Fosfokreatin, adenozin di-
fosfata (ADP) oksijenden bagimsiz olarak fosforil grubu
ekler ve hizli bir sekilde ATP sentezini saglar. Kreatin
ve fosforlanmis formu (fosfokreatin) hiicrelerde anaero-
bik olarak ATP tiretiminde 6nemli rol oynar (5). Hiicre
igindeki fosfokreatin ve ATP hiicredeki enerji miktari-
n1 gosterir. Viicuttaki glinliik kreatin, gereksinimin bir
boliimii karaciger, bobrek, pankreas ve beyinde arjinin,
glisin ve metionin amino asitlerinden sentezlenirken
geri kalani diyetteki et tiriinlerinden saglanir (5-7). En
ok iskelet kasinda olmak tizere kalp kasy, retina, beyin,
karaciger, bobrekler ve testislerde dogal olarak bulunur.
Kreatin, hiicresel ATP diizeyini oksijenden bagimsiz
olarak dengeleyebilen endojen bir bilesik olmasinin
yani sira yasal olarak kullanilan sporcu destek iiriinii-
diir. Sporcularda ve deneysel ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan formu kreatin monohidrattir (7,8). Yayinla-
nan in vivo ve in vitro arastirmalarda kreatin mono-
hidrat desteginin sporcularda egzersiz performansi ile
birlikte kas kitlesini artirdig1 vurgulanmaktadir (9-12).
Bunun yani sira antioksidan 6zelligi olan kreatinin etki-
sini hiicre i¢i enerji metabolizmasi tizerinden ger¢ekles-
tirmesi nedeniyle norodejeneratif hastaliklarda ve miyo-
patilerde de potansiyel terapétik etkileri oldugu bildiril-
mistir (5-7,12-15). Bu arastirmada iskemi reperfiizyon
modelinde oksidatif strese bagli olusan yapisal hasara
kars1 kreatin monohidrat uygulamasinin olas iyilestiri-
ci etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.

|
GEREG VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu tarafindan 12.03.2018 tarihli DA18/11
karar numaras ile onaylandi ve Bagkent Universitesi

Aragtirma fonunca desteklendi. Calismada Sprague
dawley tiirti 270-380 gr agirhiginda 24 adet erkek sican
kullanildi. Giindiiz 12 saat ve gece 12 saat dongiisiinde
ve 23+2°C’lik denetimli sicaklikta tutularak tiim de-
neklerin su ve besine serbest erisimi sagland1. Siganlar
rastgele segilerek 4 gruba ayrildi. Deney grupla-
r;; Grup 1: Kontrol grubu (K, n=5), Grup 2: Iskemi/
Reperfiizyon grubu (IR, n=7), Grup 3: I[skemi/
Reperfiizyon+Kreatin monohidrat (IRCM, n=7, krea-
tin 2 g/kg/glin-normal giinliik tiiketim dozu) ve Grup
4: Kreatin monohidrat (CM, n=5, kreatin 2 g/kg/giin-
normal giinliik titketim dozu) olarak diizenlendi.

IR ve IRCM grubunda bulunan deneklerde 60 ml/
kg ketamin ve 10 ml/kg ksilamin ile yapilan genel anes-
tezi altinda pedal refleks kontroliinden sonra karin 6n
duvarlart agildi. Aorta abdominalis yakinindan sol
renal arter nontravmatik klemp araciliiyla 45 dakika
sliresince kompresyon yapilarak bobrekte iskemi hasa-
r1 olugturuldu. Siire sonunda klemp uzaklagtilarak sol
bobregin reperfiizyonu sagland: (16,17). Bébrek nor-
mal rengini kazandiktan sonra karin 6n duvari 3.0 vik-
ril ve 2.0 ipek iplik ile dikildi. Onlem amagli antibiyo-
tik olarak Baytril K (%5) ve operasyon yerinde cildin
daha hizli iyilesmesi ve korunmasi i¢in Neocaf sprey
(oksitetrasiklin HCI, 5 g) kullanildi. Kreatin mono-
hidrat destegi uygulanacak Grup 3 ve Grup 4% kreatin
monohidrat ilik distile su i¢inde ¢oziilerek gavaj yo-
luyla giinde 2 g/kg dozunda deneklere uygulandi (13).
Reperfiizyondan 72 saat sonra ayn1 anestezi yontemle-
ri uygulanarak tiim gruplardan kardiyak kan 6rnekleri
ve sol bobrek dokular1 alindi.

Elektron mikroskobik yontem

Bobreklerden alinan 1mm?lik pargalar 0.1M fosfat
tamponlu %2.5’lik gluteraldehitte (pH 7.4) 2 saat tes-
pit edildi. Tespit siiresi sonrasinda tampon ile yikanan
dokular 1 saat %1’lik osmium tetroksit ile ikincil tes-
pitleri yapildi. Doku 6rnekleri tamponla yikandiktan
sonra artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate
edildi. Sonrasinda propilen oksitten gecirilen dokular
Araldit CY212 kit ile hazirlanan gémme materyaline
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gomiilerek bloklar hazirlandi. Etiivde (56° C) 48 saat
stireyle polimerize edilen bloklardan yar: ince kesitler
alinarak toluidin blue ile boyandi. Yari ince kesitler Le-
ica DM 5000 (Almanya) bilgisayar destekli gériintiile-
me sisteminde degerlendirildi. Ince kesitler (0.5 mm)
uranil asetat-kursun sitrat ile boyanarak Carl Zeiss
Leo 906 E (Almanya) gecirimli elektron mikroskopta
(TEM) degerlendirildi (18).

Histomorfometrik degerlendirme

Toluidin mavisiyle boyanan yari ince kesitlerde mor-
fometrik inceleme yapildi. Kesitlerde rastgele secilen
10 alandan X 400 buyiitmede LAS programinda (Leica
DM 5000, Almanya) fotograflanarak tiibiil liimeninde
genisleme, fircamsi kenar kaybs, ¢ekirdek kaybi (¢ekir-
degin liimene atilmast), epitel dokiilmesi, fokal epitel
nekrozu, tiibil epitelinin tamaminin kayb1 a¢isindan
yiizdeleri degerlendirildi (19). Tiibiillerde goriilen de-
gisiklikler: 0-normal; 1-%25ten daha az; 2-%25-50
arasinda; 3-% 51-75 arasinda; 4-%75 daha fazla, 5-do-
kunun tamaminda nekroz ve bébrek hasar1 goriilme-
sine gore skorlandi (20).

Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total Oksidan
Seviye (TOS) yontemi

TAS; ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate)) molekiild, asidik ortamda (asetat tampo-
nu 30 mmol/l pH 3,6) hidrojen peroksit kullanilarak
ABTS+ haline okside edilir. Asetat tamponu igerisinde
konsantre (koyu yesil) ABTS+ molekiilii daha stabildir.
Daha konsantre ve yiiksek pHa sahip asetat tamponu
i¢inde (0.4 mol/l pH 5.8) diliie edilme esnasinda spon-
tan sekilde koyu yesil renk yavasca kaybolur. Ornekte
bulunan antioksidan konsantrasyonu oraninda bu renk
kaybr hizlanir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak
takip edilebilir ve agarma hizi 6rnekteki TAS ile ters
orantilidir. Bu reaksiyon suda ¢6ziinen vitamin E analo-
gu olan Trolox (6-hidroksi-2.5.7.8-tetramethilchroman-
2-karboksilik asit) ile kalibre edilir. Ol¢iim sonuglar:
mmol Trolox equivalent/L olarak ifade edilir (21).

TOS; Ornekte bulunan oksidanlar ferro iyon
(Fe+?)-o-dianisidine kompleksini ferrik iyon (Fe**)
haline getirir. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon orta-
minda bolca bulunan gliserol molekiilleri ile giiglen-
dirilir. Ferrik iyon xylenol orange ile asidik ortamda
renkli bilesik olugturur. Renk yogunlugu 6rnekte bu-
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lunan oksidan molekiillerinin miktar: ile iligkilidir.
Olgiim hidrojen peroksit (H,0,) ile kalibre edilir. So-
nuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit equ-
ivalan olarak ifade edilir (umol H,O, Equiv./L) (22).

istatistiksel analiz

Calismada tanimlayicr istatistik olarak normal dagi-
lim varsayimi saglaniyorsa ortalama + standart sapma;
saglanmiyorsa medyan (minimum-maksimum) veril-
mistir. Normallik kontrolii Shapiro-Wilk normallik
testi ile yapimistir. Gruplar arasinda incelenen de-
giskenler acisindan farkliik olup olmadig paramet-
rik test varsayimlari saglaniyorsa Tek Yonli Varyans
Analizi ve farklihgin hangi gruplardan kaynaklandi-
gimin belirlenmesinde Tukey ¢oklu karsilastirma tes-
ti; varsayimlar saglanmiyorsa Kruskal-Wallis testi ve
Dunn-Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi kullanil-
mustir. Tim testlerde I. Tip hata olasilig1 0,05 olarak
alinmigtir. Verilerin analizi i¢in SPSS (Statistical Pac-
kage for the Social Sciences package program version
25.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi
kullanildi.

I
BULGULAR

TAS ve TOS diizeyleri

Iskemi ve reperfiizyon hasari olusturulan deney mo-

delinde kontrol grubuna gore oksidan stresin en fazla
IR grubunda arttig1 goriildii (p<0,001). IR grubuna
gore IRCM grubunda total oksidan seviye azalmasi-
na karsin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik sap-
tanmadi (p=0.603). Yalniz CM uygulanan grupta ise
oksidan seviyenin kontrol grubunun da altina diistigii
gorildi (p<0,001). Total antioksidan seviye acisindan
gruplar degerlendirildiginde TAS degerinin istatistik-
sel olarak anlamli oranda en az IR grubunda oldugu
gorildi (p<0,001). IR grubuna gore IRCM grubunda
antioksidan seviyenin anlamli olarak arttig1 izlendi
(p<0,001). Yalnizca CM uygulanan grupta antioksidan
seviyenin kontrol grubunun iizerine ¢iktigr gorildi
(p<0,001) (Tablo 1).

Morfometrik bulgular

Tiibtillerdeki yapisal degisiklikler; fircamsi kenar kaybi,
cekirdek kaybi, epitel dokiilmesi, fokal epitel nekrozu,
tiibill epitelinin tamaminin kayb1 acisindan degerlen-
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dirildi. Proksimal tiibiillerde fircams1 kenar kaybinin
kontrol grubuna gore IR grubunda daha fazla oldugu
saptandi (p<0,001) (Resim la-1b). IR grubunda fir-
¢amst kenar kaybinin IRCM grubuna gore anlaml: de-
recede daha fazla oldugu belirlendi. (p=0,031) (Resim
1b-1c). Hiicrelerdeki gekirdek kaybi ve tiibiillerdeki
epitel kayb: dikkate alindiginda IR grubunda bu de-
jeneratif degisiklikler yogun olarak izlenirken IRCM
grubunda bu etkilerin anlamli olarak azaldig: belir-
lendi (p=0,021; p=0,014). IR grubunda baz: alanlar-
da tibil epitelinin tamaminin yitirildigi izlenmesine
karsin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
farklilik izlenmedi (p=0,831) (Resim la-d) (Tablo 2).

Elektron mikroskop bulgular

Elektron mikroskopta 6zellikle glomeriiler bilesenler
dikkate alindi. Yapilan degerlendirmede kontrol gru-
bunda glomeriiler bazal membran, podosit hiicreleri
pedisellerin diizenleniminin normal oldugu saptandi
(Resim 2a). Tiibiil epitel hiicrelerinde yapisal biitiin-
ligiin korundugu ve mitokondriyonlarin elektron
yogun matriksli olduklar1 goriildii (Resim 2b). En
belirgin hasar IR grubunda izlendi. Glomeriiler ka-
pillerlerin ¢ogu alanda eritrosit ve 16kositler ile dolu
oldugu saptandi. Endotel sitoplazmasinin bazi bol-
gelerde trombotik mikroangiopatiyi diisiindiiren se-
kilde sistigi ve graniiler materyalle dolu oldugu go-
rildi. Kapiller bazal membraninda ondiilasyonlar
izlendi (Resim3a- 3b). Pedisellerin diizenleniminin
doku genelinde korunmasina karsin hiicre gévdesin-
de belirgin sisme ve mitokondriyon kristalarindaki
silinme belirgindi. Bu grupta Bowman zarinin parietal
yapragini olusturan hiicrelerde vakuollerin varlig1 ve
glomeriiler bazal membranda laminasyon ayirt edildi
(Resim 3c). IR grubunda tiibiil epitel hiicreleri deger-
lendirildiginde mitokondriyon yapisinin daha iyi ko-
rundugu ancak bazi bolgelerde tiibiil epitel hiicrelerde
sisme sonucu liimenlerin kapandig: goriildi (Resim
3d). Iskemi- reperfiizyon hasar1 sonrasinda kreatin
uygulanan grupta IR grubunda oldugu gibi kapiller-
lerde eritrosit ve 16kositlerin liimeni tikayacak sekilde
kiimelendikleri izlendi. Endotel hiicrelerinin sitoplaz-
malarinin IR grubuna benzer olarak sismis ve granii-
ler goriintimlii elektron yogun materyalle dolu oldugu
izlendi. Glomeriiler kapiller liimeninde l6kositler ayirt
edildi. Podositlerdeki sigme bu grupta da belirgindi.

o JECHEN B bo V8 e i
Resim 1a-d: Yar1 ince kesit. a: Kontrol grubu, b: IR grubu, c: IRCM
grubu, d: CM grubu. G; Glomeriil, G*;Sklerotik glomertil, PT; prok-
simal tiibiil, DT; Distal tiibiil,+; liimene atilan gekirdekler (Toluidin
Mavisi X400). CM; Kreatin Monohidrat, IR: Iskemi Reperfiizyon,
IRCM: Iskemi Reperfiizyon ve Kreatin Monohidrat.

¥ St
Resim 2a-2b: Kontrol grubu. P; Podosit, E; Eritrosit, #; Pedisel, =
; Endotel, PT; proksimal tibiil, M; mitokondriyon (Uranil asetat&
Kursun sitrat aX7750- bX2784).

: Lo 3b © e
Resim 3a-3b: iskemi / Reperfiizyon grubu. P; Podosit, E; Eritrosit,
; Pedisel, 33 ; Endotel, » L; Lokosit gekirdegi, m ; Podosit sitoplaz-
mas1, M; mitokondriyon, »; Endotelde sisme (Uranil asetat& Kursun
sitrat ax7750-bX7750).
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Tablo 1. Gruplardaki TAS ve TOS degerleri

Kontrol (n:5) IR (n:7) IRCM (n:7) CM (n:5) p degeri
TAS 1,730,148 1,2940,123* 1,78+0,132" 2,05+0,081" <0,001°
TOS 14,9(13,9-16,8) 32,5(31,4-35,1)* 18,6(16,9-19,9) 11,2(10,5-16,5)* <0,001°

CM: Kreatin Monohidrat, IR: Iskemi Reperfiizyon, IRCM: Iskemi Reperfiizyon ve Kreatin Monohidrat., n: Denek say1st, TAS: Total Antioksi-
dan Seviye, TOS: Total Oksidan Seviye: Varyans Analizi; Ortalama+Standart Sapma. ® Kruskal-Wallis Test; Medyan (Minimum-Maksimum).
* Kontrol grubuna gore farkliligi gostermektedir. * IR grubuna gore farkliligi gostermektedir.

Tablo 2. Bobrek tiibiillerindeki hasar skorlamasi.

Kontrol IR IRCM CM e
p degeri
(n:5) (n:7) (n:7) (n:5)

Fir¢amsi kenar kaybi 1(1-1) 4(4-5)* 2(1-3)® 2(1-2) 0.001
Liimende ¢ekirdek atilim1 1(1-2) 2(2-5) 1(0-2)® 2(1-3) 0,021
Epitel kaybi 1(1-1) 4(3-5) 1(0-3)° 2(1-2) 0,001
Tiibiil epiteli kayb: 0(0-0) 0(0-3) 0(0-0) 0(0-0) 0,167
Fokal epitel kayb1 0(0-1) 0(0-5) 0(0-2) 0(0-2) 0,831

CM: Kreatin Monohidrat, IR: Iskemi Reperfiizyon, IRCM: Iskemi Reperfiizyon ve Kreatin Monohidrat., n: Denek sayisi. * Kontrol grubuna
gore farklilig1 gostermektedir. ® IR grubuna gore farklihgr gostermektedir. Medyan (Minimum-Maksimum) degerler kullanilmistir.

Bazal membranin kalinhiginin diizensizlestigi goriildii
(Resim 4a). Epitel hiicrelerinin sismesi sonucu tiibiil
limenlerinin tikandig1 izlendi (Resim 4b). IR ve IRCM
orneklerinin karsilastirmali degerlendirmesinde ince
yapt diizeyinde benzer bulgular izlendi. Buna karsin
morfometrik incelemelerde tiibiillerde goriilen hasarin
IRCM grubunda, IR grubuna gore istatistiksel olarak
azaldig1 saptandi. Kreatin monohidratin IRCM gru-
bunda total oksidan seviyeyi baskilarken antioksidan
seviyesini artirdig1 izlendi. Yalnizca kreatin verilen de-
ney grubunda biiyiik ve kiiciik bityiiltmeli resimlerde
podosit sitoplazmalarinda belirgin sisme, pedisellerin
diizenleniminin bozuldugu ve bazal laminanin kalin-
lastig1 izlendi. Doku genelinde bazi alanlarda farkli
diizeylerde nekrotik degisiklikler izlendi (Resim 5a).
Elektron mikroskobu degerlendirmelerinde de epitel
hiicrelerin sismesi sonucu tiibiil liimenlerinin tikandig1
goriildii (Resim 5b).

[
TARTISMA ve SONUG

Calismamizda bobrekte iskemi ve reperfiizyon mode-

linin glomeriillerde 6zellikle endotel hiicrelerinde ve
podositler de sismeye neden oldugu saptandi. Glome-
riiler kapiller liimenlerinin eritrosit birikimi ile tikan-
dig1 izlendi. Benzer sekilde ince yap1 diizeyinde tibiil-
lerin epitel hiicrelerindeki sismeye bagli olarak tiibiil
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limenlerinde daralma izlendi. Benzer bulgular kreatin
uygulanan gruplarda da goriildi. Total antioksidan
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli ol¢iide artmuis
olmas1 yeniden yapilanma siirecinin pozitif yonde iler-
lediginin gostergesi olarak kabul edildi. Ince yap1 dii-
zeyindeki yapisal bulgularin bu durumu tam destekler
nitelikte olmamasinin nedeninin kapiller stazla kendi-
ni gosteren dolagim yetmezligi olarak degerlendirildi.

Bobreklerdeki iskemi-reperfiizyon hasar1 akut
bobrek hasarinin en sik nedenlerinden biridir (2,4,23—
26). Insan bobreginde bir saatten az siiren sicak iske-
mi, gegici islev kaybindan neden olurken, ii¢ saat ve
daha fazla siiren sicak iskemi ise geri doniigsiiz hasara
neden olmaktadir. Iskeminin etkisi siiresi ile dogrudan
iliskilidir (2). Bobregin kan damarlarindan zengin ol-
mas1 iskemiden gok daha fazla hasar gérmesine neden
olur. IR hasarmin geriye donebilmesi, glomeriilde ve
bobrek tiibiillerinde hiicrelerin yenilenme yetenegine
baghdir (9,17,23). Calismamizda uygulanan iskemi
modeli kisa siireli (45 dk) olmasina karsin iskemi uy-
gulanan gruplarda yapilan elektron mikroskobik ince-
lemelerde yeniden yapilanma siirecinin heniiz basla-
madig1 gortldii. Kapillerlerde goriilen eritrosit stazla-
rinin dolasimi engellemesi nedeniyle hiicrelerin yeni-
lenme yetenegini olumsuz etkiledigi goriildii. Deney-
sel arastirmalar saglikli hayvanlarda olusturulan akut
bobrek hasarinin kronik bébrek hasarina yatkinlig
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Resim 3c-3d: Iskemi / Reperfiizyon grubu. PE; Bowman kapsiilii-
niin pariyetal epiteli, P ; Podosit hiicre ¢ekirdegi, V: Vakuol, GBM:
Glomeriiler bazal membran, Proksimal tiibiil- BM; Bazal membran,:
PTN Proksimal tiibiil hiicre ¢ekirdegi M: mitokondriyon, X: sitop-
lazmada sisme (Uranil asetat& Kursun sitrat aX6000-bX3597).

artirabildigini vurgularken, klinik verilerde de IR kay-
nakli meydana gelen akut bobrek hasarinin bobregin
kronik bobrek hasarina yatkinlig: artirdigini dogrula-
maktadir (26-30). Iskemiden sonra gelisen akut bob-
rek hasar1 glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, tiibii-
ler nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisiyla da
kendini gosterir (23,31-33). Iskemi ve reperfiizyon
hasar1 hiicrelerdeki enerji havuzunu etkiler. Iskemi si-
rasinda hiicre i¢inde enerjiden zengin fosfatlar (ATP)
azalir ve hiicre zarindaki membran iyon transportu-
nun yavaslamasina yol agar (4,31). Hiicre i¢indeki iyo-
nun artigina bagl olarak hiicre i¢i sivi miktari artar ve
hiicre sismeye baglar. Bu durum o6zellikle endotel hiic-
relerinde belirgin olarak izlenir (4,33). Hasar géren
damarlardaki diiz kaslar etkili vazokonstriktorler sal-
gilar. Vazokonstriksiyon, hiicre sismesi, ekstraselliiler
6dem ve sonrasinda 16kosit ve trombositlerin endotele
yapismasiyla doku perfiizyonu daha da bozulur (31).
Bu a¢idan bakildiginda IR hasarinin dokudaki ilk he-
defi mikrodolagimdir. Iskemik dokuda hem hiicresel
rejenerasyonun hem de dokudaki toksik metabolitle-
rin temizlenmesi i¢in kan akiminin tekrar saglanmasi
gerekmektedir. Ancak endotel hiicrelerinin sismesiyle
mikrohematokrit degerin artmasi reperfiizyon saglan-
diginda bile kan akiminin gerceklesmesine de engel
olur. Hiicre i¢i stvinin artmasi ayni zamanda kann vis-
kozitesini de artirir. Dokuda gelisen asidoza bagli ola-
rak kan hiicreleri esnekligini yitirir (4). Reperfiizyon
saglandiktan sonra kapillerlerdeki akimin tam olarak

A i o
Resim 4a-4b: Iskemi /reperfiizyon+Kreatin grubu. P; Podosit, E,
Eritrosit, L; Lokosit gekirdegi, Proksimal tiibiil -BM; Bazal memb-
ran, PT; Proksimal tiibiil hiicre gekirdegi, M: mitokondiyon, X: si-
toplazmada sisme (Uranil asetat& Kursun sitrat aX6000- b X2784).

Resim 5a-5b: Kreatin grubu. P; Podosit, E, Eritrosit,
Bazal membran, PTN Proksimal tiibiil hiicre ¢ekirdegi, M: mitokon-
diyon, X: sitoplazmada sisme (Uranil asetat& Kursun sitrat aX6000-
bx3597)

saglanmamis olmas: dokudaki hasarin nedenlerinden
biridir. Caliymamizda 151k mikroskobu diizeyinde en-
dotelde goriilen hasar net olarak izlenmemesine kargin
elektron mikroskopta yaptigimiz degerlendirmelerde
ozellikle IR grubunda endotel hiicrelerdeki sisme ve
eritrosit stazi ¢ok belirgindi. IRCM grubunda da endo-
tel hasarinin geri dénmedigi ve eritrosit stazinin de-
vam ettigi gorilldii. Bu grupta plazmada artan TAS
degerleri saptanmis olmasina karsin kapillerlerdeki
akimin tam olarak saglanmamis oldugunun belirlen-
mesi yeniden yapilanma stirecinde kreatin monohid-
ratin ince yapi diizeyinde beklenen destekleyici etkisi-
ni gostermekte yetersiz kalmis olabilecegi sonucuna
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varildi. Deneysel IR modellerinde bobrekte yapisal
diizeyde enflamasyon, glomeriiller dejenerasyon, in-
terstisiyel alanda 6dem, tiibiil epitel hiicrelerinde va-
kuolizasyon, nekroz ve apoptozis izlendigi belirtilmis-
tir. Bobrek kanlanmasinin azalmasma bagli olarak
kan, iskemiye metabolik olarak daha hassas olan me-
dullaya yonlenir. Bunun sonucunda, degisik oranlar-
da tiibiillerde hasar ve glomeriiler filtrasyonda azalma
meydana gelir (2,23,34,35). Calismamizda yapilan
morfometrik degerlendirmede gorildigi tizere IR
grubunda 6zellikle proksimal tiibiillerdeki hasar be-
lirgindi. Ince yap1 diizeyinde ¢ogu alanda mikrovillus-
larda kayip izlendi. Bazi alanlarda tiibilldeki epitel
hiicrelerin sistigi ve liimenin tikanmasina yol agtig1
goriildii. Iskemi ve reperfiizyon olgularinda goriilen
bu yapisal ve islevsel hasarlar1 geri dondiirmek igin
cesitli yontemler ve ilaglar denenmistir. Koruyucu ya
da tedavi edici etkisi tartisilan anti-inflamatuar, anti-
oksidan ilaglar (N-Asetilsistein, Carvacrol, Tadalafil,
Luteolin), eritropoietin ve apelin gibi hormonlarin
denendigi arastirmalar bulunmaktadir (1,16,23,36-
38). Bu ¢alismalardaki ortak sonug kullanilan etken
maddelerin ya da yontemlerin iskemi reperfiizyonla
olusan hasar1 ve hiicresel diizeydeki dejeneratif etkile-
ri azalttigini ancak tam iyilesmenin gerceklestirileme-
digi yoniindedir. IR ile tetiklenen bobrek hasarinda
onemli rol oynayan patolojik siiregler arasinda tiibiil
epitel hiicrelerin islevini yitirmesi, fibrozis, mikrodo-
lagim bozukluklari, giiglii inflamatuar reaksiyon, en-
dotel biitiinliigiin kaybi, nétrofillerin aktivasyonuyla
birlikte reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) salinmasi ola-
rak belirtilmistir (4,16,34). ROT nin ortaya ¢ikmasini
igeren bir dizi hiicresel olaylar zinciri IR hasarinin
olusturdugu bir diger sonugtur (17). Iskemi sirasinda
hiicrelerde agir1 miktarda ROT iiretilmesi mitokond-
riyal membran potansiyelini, Fosfokreatin/Kreatin
(PCr/Cr) oranini ve ATP tiiketimini degistirir. Hiicre-
de yeterli miktarda kreatin varlig1 oksidatif solunu-
mun devam etmesine, az miktarda ROT iiretimine
neden olurken ve ATP miktarinin korunmasina ne-
den olur (38,39). Hiicre i¢cinde ATP’nin azalmasi so-
nucu sitoplazmada artan Ca®? fosfolipaz A2, endo-
niikleaz ve proteazlar1 aktive ederek apopitozu basla-
tir. Iskemi sonrasinda hiicrede Ca*? miktar1 ve ROT
artmustir. Bu etkiler reperfiizyonda da artarak devam
eder. Iskemi reperfiizyon sirasinda serbest radikalle-
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rin olusumu, membran lipitlerinin peroksidasyonu ve
proteinlerin oksidatif hasarlar1 tizerinden bobrek de
ciddi yapisal hasara yol agar. Bu nedenle iskemi ve re-
perfiizyonda olusan hasar1 tedavi etmek / geri don-
diirmek adma mitokondriyonlarin butiinligiiniin ve
islevselliginin de korunmasi énemlidir (38-41). Bar-
bieri ve ark. 2016 yilinda yayinladiklarinda aragtirma-
larinda H,O, uyguladiklar1 fare miyoblastlarina kars
kreatin monohidrat destegi ile mitokondriyal memb-
ran bitinligint korundugunu bildirmislerdir (42).
Caliymamizda kullandigimiz kreatin monohidrat
hiicrelerdeki enerji havuzunu desteklemesi 6zelligine
bagli olarak secilmistir. Kreatinin antioksidan etkiye
sahip oldugu bircok arastirmada vurgulanmigtir.
Sporcu destegi olarak da kullanilan bu iriinle ilgili
olarak hem insanlar hem de deney hayvanlari ile yap-
lan ¢aligmalar bulunmaktadir. Kas kiitlesini, giiciint
ve dayanikliligini artirdig: bilinen kreatin monohid-
ratin yan etkileri konusunda tartismalar devam et-
mektedir (5,10,45-47,11,12,14,15,39,42-44). Pritc-
hard ve Kalra fokal segmental glomeriilosklerozlu
bobrek hastaligi olan sporcuda kreatin kullanimin
bobrekteki hasar artirdigi, bobrek fonksiyonlarinda-
ki bozulmaya neden oldugu ve kullanimina son veril-
dikten sonra bobrek fonksiyonlarinin normale don-
diigii bildirmislerdir (48). Ferreia ve ark’in yayminda
ise yalnizca kreatin monohidrat desteginin bobrek
fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu vurgulan-
mustir (9). Uzun siireli kullanimin bébrek ve karaciger
islevleri tizerindeki etkilerini degerlendiren bir diger
deneysel arastirmada aspartat transaminaz, gamma-
glutamil transpeptidaz, bobrekte tire ve kreatin sevi-
yelerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak artirdi-
gin1 izlenmistir (6). Buna karsin deneysel aragtirma-
larda artan doza bagl olarak kreatin monohidratin
karaciger ve bobrekte toksik bir etkisinin bulunmadi-
g1 belirten aragtirmalar da bulunmaktadir (47). Poort-
mans ve Francaux’un sporcular tizerinde yaptig1 aras-
tirmasinda kisa (10 ay) ve uzun siireli (5 y1l) oral kre-
atin kullaniminin etkisi degerlendirilmigtir. Arastir-
macilar kontrol grubu ile kreatinin tiiketici grubu
arasinda plazma igerigi ve kreatinin, tire, albiimin icin
idrar atilim1 oranlar1 arasinda istatistiksel bir fark bu-
lunmadigini ve her iki grupta glomeriiler filtrasyon
hizi, tiibiiler reabsorpsiyon ve glomeriiler membran
permeabilitesinin normal oldugunu bildirmislerdir.
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Sonug olarak kisa, orta ve de uzun siireli oral kreatin
desteginin saglikli bireylerin bobregi tizerinde zararl
etkiler yaratmadigini 6ne stirmiiglerdir (45). Buna
kargin 2005 yilinda 20 sporcunun katilimryla yaptik-
lar1 yayinda yiiksek doz ve kisa siireli (21 gr/14g) kul-
laniminda idrarda sitotoksik etkiye sahip bilesiklerin
(metilamin ve formaldehit) atiliminin arttigini belirt-
miglerdir. Bu metabolitlerin bobrek fonksiyonlarinda
olumsuz bir etki olmadig belirtilmistir. Kreatin meta-
bolize olurken 6nce metilamine sonra da formaldehi-
te doniisiir. Bu iki metabolit sitotoksik etkiye sahiptir
(49,50). Nasseri, kreatin monohidratin desteginin di-
reng egzersizi ile birlikte daha az toksik etki gosterdi-
gini bildirmistir (51). Bizim ¢aligmamizda bu verile-
rin aksine yalnizca kreatin verilen gruplarda da yapi-
sal hasar goriildii. Elektron mikroskopla yapilan in-
celmelerde kreatin uygulanan gruplarda ozellikle en-
dotelde, podositlerde sisme ve tubiil hiicrelerindeki
dejenerasyon belirgin olarak ayirt edildi. Dokuda izle-
nen yapisal hasarin nedenlerinden biri de kreatin mo-
nohidratin metabolitlerinin sitotoksik etkisi olabilir.
Iskemi ve reperfiizyon hasarinin bobrek iizerinde
farkli yollardan hasar olusturucu etkisi bilinmektedir.
Bizim ¢alismamizda IR etkisini glomeriiler kapiller-
lerde eritrosit stazi sonucu mikrodolagimin zayiflata-
rak, endotel ve podositlerde hiicresel biitinligiin ko-
runamamasina ve benzer sekilde proksimal tiibtller-
deki hiicrelerin de sismesine neden oldugu gorilmiis-
tiir. Bu arastirmada bobrekte antioksidan ve iyilestiri-
ci etkilerini tartigtigimiz kreatin monohidrat destegi-
nin, plazma da total anitoksidan seviyeyi artirdigy iz-
lenirken ince yap1 diizeyinde glomeriillerde ve tubil-
lerde goriilen yapisal hasarlara kars: kisa stirede heniiz
olumlu etki gostermedigi saptanmustir.
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