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OZET
LEVOSIMENDANIN DENEY SEL ABDOMINAL SEPSIS M ODELINDE AKUT
BOBREK HASARINA ETKILERI

Muhammed AKKUS, Dokuz Eylill Universitesi T1p Fakiiltesi
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, iZMIR

Giris: Sepsis, yogun bakim Unitelerinde sk karsilasilan 6lim nedenlerinden olup,
coklu organ yetersizligine gidebilen sistemik komplikasyonlara yol agar. Akut bobrek
yetersizliginin (ABY) basta gelen nedenlerindendir. Son yillarda akut bobrek hasarim
gbsermede sistatin C, neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL) duzeylerine
bakilmas: gibi 6zgul yontemler ortaya ¢ikmustir.

Bu calismada, ratlarda cekal ligasyon perforasyon yontemi ile indiklenen
polimikrobiyal sepsis modelinde, levosimendan’in bobrekler Uzerine etkisinin NGAL
duizeyine bakilarak arastirilmasi amaglanmustir.

Gere¢-Yontem: DEUTF Hayvan Deneyleri Etik Kurul onay: alindiktan sonra, 250-
300 gr agirhigindaki Wistar ratlari, sadece laparotomi uygulanan sham (n=6); cekal ligasyon
ve perforasyon (CLP) ile abdominal sepsis olusturulan sepsis (n=7); CLP sonrasi, 12 ug/kg/10
dk yuklemenin ardindan ardindan 110 dk 0,2 pg/kg/dk Levosimendan uygulanan sepsis+
levosimendan (n=7) olarak U¢ gruba ayrilmistir TUm gruplarda ortalama arter basinclar:
(OAB) 0., 10., 30., 60. ve 120. dk larda kaydedilmistir. Bobreklerde malondialdehit (MDA)
aktivitesi ile histomorfolojik degisiklikler, kan o¢rneklerinde NGAL, BUN ve kreatinin
diizeyleri incelenmistir.

Bulgular: Gruplarin bazal OAB degerleri arasinda anlamli fark bulunmamistir. Shant e
oranla Sepsis grubunda OAB’de 10.,30.,60. dk (p=0.022, p=0.035 p=0.035),
sepsistlevosimendan grubunda ise 10. ve 30. dk degerlerinde azalma izlenmistir (p=0.008,
p=0.008). Sepsis grubu NGAL dizeylerinde sham ve Sepsis +Levosimendan grubuna gore
anlamli artis (sirasiyla p=0.003, p=0.009), Sham de ise Sepsis + Levosimendan’ a gore anlamli
azalma saptanmistir (p=0.007). BUN-kreatinin, MDA degerleri arasinda fark bulunmamustir.
Renal histolojik hasar, mononiikleer hiicre infiltrasyonu (MNHI), eritrosit ekstravazasyonu-
vazodilatasyon (VAZO), tubllerinterstisiyel hasar (TUBUL) ve renal korpuskil - glomertler
hasar1 (GLM) olarak degerlendirilmistir. Sham grubu skorlari, Sepsis grubu (sirasiyla
p=0.002, p=0.004, p=0.001, p=0.004) ve SepsistLevosimendan grubuna gore (sirasiyla
p=0.004, p=0.003, p=0.001, p=0.001) distik bulunmus, Sepsis+Levosimendan grubu MNHI



skorunun Sepsis’ e gore anlamli az oldugu (p=0.002), diger parametrelerin ise farkli olmacig:
belirlenmistir.

Sonug: Bu calismada, sepsisin erken donemlerinde ortaya cikan renal hasarin
belirlenmesinde  NGAL’in , BUN-kreatinin ve MDA ya gore daha duyarli bir parametre
oldugu saptanmus, levosimendan’in ciddi hemodinamik etkilenmeye neden olmadan akut
bobrek hasarini azaltabilecegi kamsina varilmistir.

Anahtar Sozclikler: Deneysel, Abdominal Sepsis, Levosimendan, NGAL, akut bébrek hasari



SUMMARY
THE EFFECTS OF LEVOSIMENDAN ON ACUTE RENAL INJURY IN AN
EXPERIMENTAL ABDOMINAL SEPSISMODEL

Muhammed AKKUS, Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine,
Department of Anesthesiology and Reanimation, IZMIR

Objectives: Sepsis is the leading cause of death which is encountered frequently in
intensive care units and may cause systemic complications which leads to multiple organ
failure. It is shown as the most important cause of acute renal failure. In recent years, new and
specific methods has emerged to show acute renal damage like cystatin C and neutrophil
gelatinase associated lipocalin (NGAL) levels..

We intend to investigate the effects of Levosimendan on kidneys by NGAL levels in
rats which are experimentally induced polimicrobial sepsis by cecal ligation and perforation
model.

Material and Methods: After approval by the Ethics Committee of Animal
Experiments in Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Wistar rats, weighing 250-300
gr, were divided into three groups: sham group underwent laparotomy (n=6); sepsis group that
had abdominal sepsis induced by cecal ligation and perforation (CLP) method (n=7);
sepsistlevosimendan group, after repeating same procedures as in  sepsis group,
administration of 12 mg/kg bolus dose of levosimendan in 10 min, then 0.2 pg/kg/min
levosimendan infusion for 110 minutes (n=7). Mean arterial pressures (MAP) were recorded
a 0., 10., 30., 60. and 120. minutes in all groups. NGAL, BUN and creatinine levelsin blood
samples and malondialdehyde (MDA) activities in kidney tissue were measured. In addition,
the renal tissue was also examined histomorphologically.

Results: There was no significant difference between baseline MAP values of the
groups. MAP in 10th, 30th, 60th min were significantly decreased in sepsis group compared
to sham group (p=0.022, p=0.035, p=0.035), while a significant decrease has been observed in
10th and 30th min in sepsistlevosimendan group (p=0.008, p=0.008). NGAL levels were
significantly increased in sepsis group compared with sham and sepsist+levosimendan group
(p=0.003, p=0.009). NGAL levels of sham group were dsignificantly lower than in the
sepsistlevosimendan group (p=0.007). There were no significant difference between BUN
and serum cresatinine values. MDA levels also did not differ significantly between the groups.
Renal histological damage scoring of groups were scored separately as infiltration of
mononuclear leukocytes (MNHI), erythrocyte extravasation-vasodilatation (VASO),



tubulorinterstitial injury (TUBUL) and renal corpuscle - glomerular injury (GLM). Scores in
the sham group were found significantly lower compared with sepsis group (p=0.002,
p=0.004, p=0.001, p=0.004) and sepsistlevosimendan group (p=0.004, p=0.003, p=0.001,
p=0.001). MNL score was significantly lower in sepsistlevosimendan group (p=0.002)
compared with sepsis group, while other parameters were not different.

Conclusions. As aresult, NGAL appears to be more specific and sensitive parameter
than BUN-creatinin and MDA in determination of renal injury occuring in the early stages of
sepsis. We concluded that Levosimendan might reduce serious renal damage in sepsis without
causing significant hemodynamic response.

Key Words. Experimental, Abdominal Sepsis, Levosimendan, NGAL, Acute Renal

Injury



1. GiRiS VE AMAC

Ciddi sepsis, yogun bakim Unitelerinde gerceklesen olimlerin en sik karsilasilan
nedenlerindendir, septik sok varliginda ise kritik hastalarin bakimlarinda saglanan
ilerlemelere ragmen mortalite oram yaklasik %70 e ulasir (1).

Sepsisin sebep oldugu yaygin inflamatuvar ve prokoagulan yanit, diffiiz endoteliyal
disfonksiyona, endovaskiler hasara ve sonunda ¢oklu organ yetersizligine yol acar. Sepsis,
iskemi reperflizyon hasari, toksik nefropati, hipovolemi ve Uriner sistem obstruksiyonlar: akut
bobrek yetersizligine (ABY) neden olabilmektedir. Ancak deneysel olarak septik ABY de
meduller ve kortikal kan akimlarinin devam ettigi hatta arttigi gozlemlenmis, bu durum
sepsise bagli olmayan ABY den tamamen farkli fizyolojik bir olay olarak nitelendirilmistir
(2).

Akut bobrek yetersizligi patogenezinde baslica sistemik ve lokal mediyatérler, nétrofil-
endotel etkilesimleri, mikrovaskiler trombozlar, renal hipoperflizyon ve reperflizyon hasari
suclanmustir.  Norepinefrin, anjiyotensin 1l ve vazopressin sepsisteki 6nemli sistemik
mediyatorlerdir. Lokal mediyatorler basta timor nekrozis faktor (TNF) olmak Uzere
interlokin 1 (IL-1), adezyon molekdilleri, serbest oksijen radikalleri, tromboksan A2(TXA2),
prostaglandin E2(PGE?2), |06kotrienler, trombosit kaynakli buyume faktort, endotelin, nitrik
oksit(NO) ve adenozin sayilabilir (3).

Akut bobrek hasar1 (ABH) olan hastalarin yaklasik yarisina sepsis, yogun bakim
Unitelerinde ise ABH'na daha cok septik sok eslik eder. Sepsisin indikledigi ABH’l1
olgularda mortalite daha yuUksektir. Yeterli sivi replasmani, erken renal replasman tedavisi
hastalar icin yararli olmakla birlikte septik ABH'm tedavi edecek yontem heniiz
bulunmamaktadir (4).

Sepsis sagaltiminda sivi  restisitasyonuna ragmen hipotansiyon diizeltilemiyorsa,
vazopressor tedaviye baslanmast Onerilir (5). Sepsis ve septik sokun sagaltiminda ilk
secilecek vazopressorler dopamin ve norepinefrin olarak dnerilmistir (6).

Levosimendan, Ozelikle akut kalp yetersizligi ve akut koroner sendromlu hastalarda
yarar1 kamitlanmis yeni bir inotropik ve vazodilatator (inodilatér) ajandir. (7). Vaskuler diz
kas hicrelerindeki ATP duyarli potasyum kanallarim acarak arterioler- vendz dilatasyona
neden olur. Bu etki mekanizmasi koroner, pulmoner, renal ve sistemik vazodilatasyondan
sorumludur(8,9).

Akut bobrek hasarini gostermede BUN ve kreatininin yam sira son yillarda sistatin c,
notrofil jelatinaz iliskili lipokalin [neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL)], IL-8,



bobrek hasar molekil [Kidney Injury Molecule(KIM)]-1 dizeylerine bakilmast gibi yeni ve
Ozgul yontemler ortaya gikmstir (10).

Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin Ozellikle bobrek, akciger, mide ve kolon
hicrelerinde bulunmakla birlikte insanlarda renal iskemi ya da nefrotoksisiteyi en erken ve en
guvenilir sekilde gosteren laboratuvar parametresi olarak bildirilmistir (11). ABH’ ndan sonra
2-6 saat icinde NGAL seviyeleri hem idrarda hem de plazmada saptanabilmektedir (12).

Y asa ve ark. (13) deneysel renal iskemi reperflizyon hasarinda levosimendanin tibdiler
nekroz ve atrofiyi azalttigim gostermislerdir. Ancak deneysel olarak c¢ekal ligasyon
perforasyon yontemi ile indiklenen polimikrobiyal sepsis modelinde levosimendamin akut
bobrek hasarina etkisini irdeleyen ¢calismaya ulasil amamustir.

Bu deneysel calismada; erken sepsis doneminde levosimendamin bobrekler Gzerine

etkisinin NGAL duzeyleri ile arastirilmas: amaglanmustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Sepsis Tamimlamalari

Sepsis “bakteri varhiginda hayvan veya sebze veya organik maddenin bozulmasi”
anlaminda Yunanca “sepo” kelimesinden tiretilmisti.  M.O. 400 yilinda Hippocrates
tarafindan vicutta olusan tehlikeli, biyolojik bir ¢lirime olarak tamimlanmustir (14).

Glnumuzde, sepsis fizyopatolojisindeki  gelismelere ragmen, terminolojideki
karmasamn surdigi gozlenmektedir. 1991 ve 1992 yillarinda Amerikan Gogus Hastaliklar:
Dernegi [American College of Chest Physicians (ACCP)] ve Yogun Bakim Dernekleri
[Society of Critical Care Medicine (SCCM)] biraraya gelerek sepsis tamsi, izlemi ve
tedavisinde belli standartlar1 belirlemek adina uzlasma toplantisi yaparak sepsis tammlarin
yayinlamislardir (14,15)(Sekil 1).

Sekil 1. SIRS, sepsis ve enfeksiyon arasindaki iliski (16).

Sepsis fizyopatolojisinde guncellenen bilgiler klinisyenler arasinda bu tanimlamalar:
yeniden diizenleme ihtiyact dogmustur. Bu sebeple 2001 yilinda yapilan uluslararast sepsis
tammlamalar1 toplantist sonuclarina gore sepsis su sekilde tanimlanmustir (15); kanitlanmis ya
da suphe edilen enfeksiyon (bir mikroorganizma tarafindan olusturulan patolojik siireg)
varligi ile beraber asagidaki kriterlerden birkacimn bulunmasi



1. Genel degiskenler

. Ates (1s1 > 38,3 °C)

- Hipotermi (1s1 < 36 °C)

- Kalp atim say1s1 > 90/dk ya da yasa gore normal degerlerinden > 2 standart sapma
- Takipne > 30/dk

- Mental durum degisikligi

- Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte > 20mL/kg)

- Diyabet yoklugunda hiperglisemi (plazma glukoz > 7,7 mmol/L ya da>110mg/dL)
2. Enflamatuvar degiskenler

- Lokositoz (> 12000/mm?3) ya da I6kopeni (< 4000/mm3)

- Beyaz kire sayist normal olsa da immatir formlarin > % 10 olmasi

- Plazma C-reaktif protein diizeyi, normal degerlerden > 2 standart sapma

- Plazma prokalsitonin diizeyi, normal degerlerden > 2 standart saspma
3.Hemodinamik degiskenler

- Arteriyel hipotansiyon: Sistolik arter basinci (SAB) < 90 mmHg, ortalama arter basinci
(OAB) < 70 mmHg yada SAB’ nin, diger hipotansiyon nedenleri yok iken, hastamn normal
degerlerine gore > 40 mmHg dismesi

- Mikst ven6z oksijen satlirasyonu (Sv02) > % 70

- Kardiyak indeks > 3,5 L/dk/m2

4.0Organ disfonksiyon degiskenleri

- Arteriyel hipoksemi (PaO2/FiO2 < 300)

- Akut oliguri (saatlik idrar ¢ikis1 < 0.5 mL/kg veya en az iki saat 45 mL/saat)

- Kreatin artis1 (> 0.5mg/dL)

- Koagulasyon anormallikleri (INR >1,5 veya aPTT > 60 saniye)

- Ileus (bagirsak seslerinin yoklugu)

- Trombositopeni (trombosit sayisi < 100.000/mm3)

- Hiperbilurubinemi (plazmatota bilurubin > 4 mg/dL veya 70 mmol/L)
5.Doku perfiizyon degiskenleri

- Hiperlaktatemi (> 3 mmol/L)

- Kapiller dolmanin azalmasi veya beneklenme



2.2. Epidemiyologji ve Etiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) 1995 yilinda hastane c¢ikis verilerine
dayanmlarak  yapilan bir calismaya goére sepsis tanmli yillik 751.000 olgunun olabilecegi
hesaplanmistir, agir sepsis insidanst 3/1000 kisi ve mortalite de % 28.6 bulunmustur. ABD’
de ciddi sepsis insidansinin % 0,3, yogun bakim gereksinimi % 51,1 oldugu bildirilmistir
(17).

ABD’ de 6lim nedenleri arasinda 10. sirada yer almaktadir. Dinyada her giin 1400,
yilda yaklasik 500.000 hastanin sepsis nedeniyle 6ldigi tahmin edilmektedir . 131 ¢calismanin
incelendigi bir meta-analizde sepsiste ortalama mortalite %49,7 olarak bulunmustur. ABD’ ye
yillik maliyeti yaklasik 17 milyar dolardir (17-19).

Etiyolojik olarak 6nceleri gram negatif bakterilerin, daha sonraki yillarda gram pozitif
bakterilerin 6ne ¢iktigi saptanmis, son 20 yilda mantar enfeksiyonlarinda % 207’ lik bir artis
izlenmistir (18). En sik enfeksiyon odag: akcigerler (% 68), % 22 ile batin, % 20 kan, % 14 ile
Uriner sistemdir (20).

2.3. Sepsisin Fizyopatolojis

Sepsiste meydana gelen fizyopatolojik olaylarin  temeli, vicuda giren
mikroorganizmalarin antijenik yapilarinin ya da toksinlerinin konak immiin sistemini harekete
gecirmesidir. inflamatuvar yanit bilyir ve kontrolden cikarsa sepsis gelisir. Sepsisin sebep
oldugu jeneralize inflamatuvar ve prokoagilan yamit diffiiz endoteliyal disfonksiyona,
endovaskiler hasara ve sonunda coklu organ yetersizligine (COY) yol agar (21). Sepsisi
mikroorganizmalarin antijenik yapilart ve toksinlerin enflamasyonu baslatir (22,23). Bu
antijenik yap: ve toksinler, dolasimdaki mononukleer fagositleri, endotel hiicrelerini ve diger
farkl: bir cok hticreyi uyararak guiclti mediyatorlerin salinmasina neden olurlar. Monositlerden
TNF-0,IL-1, IL-6, IL-8 ve trombositleri aktive eden faktér (PAF) salimir. IL-1 ve IL-6 T
hicrelerini aktive ederek y-interferon, IL-2, IL-4, granilosit monosit koloni stimulan
faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasini saglarlar (Sekil 2). Mediyatérlerin salinmasini takiben
koagulasyon sistemi, kompleman sistemi, fibrinolizis ve kinin sistemi aktive olur ( 23,24).

Eger bagisiklik yanmiti mikroorganizmalart yok etmekte basarisiz olursa sistem
uyarilmaya devam eder; organ hasari olusturacak derecede enflamasyon meydana gelebilir.
Bu durumda kalp hicrelerinde artrug NO Uretimi ve TNF varligi kalp islevlerini bozarak
kollapsa neden olabilir. Tromboz ve antifibrinolizis sistemik bir hal alir ve protein C gibi
antitrombotik faktorler tiketilerek dizeyleri duser. Meydana gelen yaygin tromboz pihtilasma
faktorlerini de tukettigi icin kanamalar gorilmeye baglar (25-27).
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Sekil 2. Sepsis fizyopatolojisi (18)

(IL-1; interlokin-1, MIF;makrofaj migrasyon inhibitor faktor HMGB-1; High mobility group
B-1, LPS; Lipopolisakkarit MIP: Macrophage inflammatory protein, MCP; Monosit
kemotaktik protein-1, NO; nitrik oksit, TNF-a ; TUmér nekrozis faktor-alfa)

2.4. Sepsiste Organ Yetersizligi Gelisimi

Sepsiste hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen biitiin mediyatorler damarlar
Uzerine etkilidir. Endotoksin, TNF-a, IL-1, PAF, I6kotrienler, tromboksan A2 ve NO endotel
permeabilitesini artirir. Kompleman sisteminin aktivasyonu da endotel hasarina yol agar,
damar permeabilitesini direkt veya notrofilleri aktive ederek indirekt yolla bozar
(23,24,26,28).

Sepsisin sebep oldugu jeneralize inflamatuvar ve prokoagilan yanit diffiz endoteliyal
disfonksiyona endovaskiiler hasara ve sonunda gogul organ yetersizligine yol agar (21) (Sekil
3).
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Sekil 3: Sepsis ve sepsise bagl1 organ yetersizliginin fizyopatolojisi (21).
[LPS: Lipopolisakkarit; TF: Doku Faktort (Tissue Factor); PAI-1: Plazminojen Aktivator
Inhibitoru-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1)]

2.5.Sepsisve Akut Bobrek Yetersizligi

Yogun bakim Unitesinde yatan tim hastalarin %15-20"sinde karsilasilan septik akut
bobrek yetersizliginde, renal hasarin siddetine gore %20,9 ile %58,8 arasinda mortalite
bildirilmektedir. Bu nedenle, akut bobrek hasarimin erken taninmasi, risk faktorlerinin ve
patogenezin iyi anlasilmasi cok dnemlidir. Sepsiste tedavi yaklasimlari, erken hedefe yonelik
tedavi, abdominal kompartman sendromu gelisirse hizlica tedavisi, metabolik kontrol ve uzak
organ korumas: (dustk tidal volumle ventilasyon) gibi genel sepsis tedavi yaklasimlaridir.
Bunlarin yam sira halen degisik ajanlarla bobrek koruma yontemleri Gzerinde c¢alisilmaktadir
(29).

Yogun bakim hastalarimin yaklasik % 35' inde ABY gorulir. ABY'nin % 50'sinden
fazlasinda en 6nemli neden sepsis ve septik soktur (4,30). Dolayisiyla, yogun bakim Unitesine
yatan tim hastalarin % 15-20'sinde septik akut bobrek yetersizligi ile karsilasilir (3,31).
Septik akut bobrek hasarimin mortalitesi hasarin siddetine gére % 20.9 ile % 56.8 arasinda
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degismektedir (4,31). Bu nedenle, yogun bakim hastalarinda bu kadar biyuk bir sorun olan
akut bobrek hasarinin tamnmasi, patogenezinin iyi anlasiimast gok onemlidir.

2.5.1 Akut Bobrek Yetersidigi Tanim

Akut bobrek yetersizligi icin son zamanlara kadar ¢ok degisik tanimlar kullaniimakta
idi. Bu durumun tammi ve siiflamasi igin ortak bir dil olusturulmast amaciyla RIFLE [risk,
hasar, yetersizlik,bdbrek fonksiyon kaybi, son donem bobrek hastalig: (Risk, Injury, Failure,
Loss of kidney function, End-stage kidney disease)] ve AKIN [Akut Bobrek Hasar1 Agi( Acute
Kidney Injury Network)] simiflamalar1 gelistirilmistir (32-34). AKIN siniflamasina
gobre ABY, 48 saat icinde serum kreatininde >0.3 mgr/dl veya >%50 artis veya oliguri (6
saatten uzun siire <0.5 mi/kg/saat idrar ¢ikis) olarak tammmlanmstir (Tablo 1).

Tablo 1: AKI simiflama/dereceleme sistemi (29,34).

Kreatinin dederi dlgatd Idrar gikig! dlgiti
Evre | Kreatininde >0.3 mgrfd| <5 mi‘kg/sazt
ya da 1.5-2 kat arfis >0 saat
Evre ll Kreatininde >2-3 kat arfig <0.5 mikg/sazt
>12 saat
Evre lli Kreatininde >3 kat yz da <0.3 ml’kg/saat
=4 mgrfdl Ozerinde artis >24 saat
len az 0.5 mgr/dl * akut) veya aniri 12 saat
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2.5.2 Patofizyolojide Sistemik ve Lokal Mediyatorlerin Yeri

Sepsiste ABY patogenezi ile ilgili insan bilgileri, sepsisli hastalarin  bobrek
histopatolojileri veri azligi nedeniyle kisithdir. Eldeki veriler, daha gok hayvan deneyleriyle,
klinik ve laboratuvar bulgulariyla sinirlidir. Hayvan deneylerinden elde edilen bulgular ise
sepsis modelleri ve uygulanan 6lcim metodlarina bagli olarak farklilik gosterir ( 33,35).

Lokal mediyattrlerden sitokinlerin (TNF a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-13) glomerdl,
endotel ve mezangiyal hticrelerde plazminojen aktive eden faktér, endotelin 1, adenozin gibi
vazokonstriktdr, NO ve PGE2 gibi vazodilatator maddelerin sentezlerini arttirchgi, sepsiste
onemli renal hasar yaptiklar1 ve TNF-a'mn dogrudan endotel mezangiyal hiicre hasarina yol
actig1 gosterilmistir (33,35).

Sitokinler, glomertl kapillerlerinde nétrofil agregasyonu ve toksik madde salinimini
artirirlar.Deneysel  endotoksemide bircok renal yapida granilosit artisi gozlenmistir.Bu
granulositlerden salinan proteazlar ve serbest oksijen radikalleri ve vazoaktif maddeler lokal
renal hasar ve iskemi gelisiminde 6nemli faktorlerdendir. TXA2, PGF2a benzeri maddeler ve
|6kotrienler de renal hasarda etkili oldugu gosterilen mediyatorlerdendir (35,36).

Sonucta, sepsiste otoregilasyon mekanizmalarimn  bozulmas:  inflamatuvar  ve
inflamatuvar olmayan sitokinler, tromboz - kanama, vazodilatasyon - vazokonstriksiyon,
oksidasyon - rediksiyon, katabolik - anabolik aktivite arasindaki dengesizlik ve enzim
aktivitelerindeki duzensizlik tam olarak aydinlatiimamis mekanizmalarla, organ fonksiyon
bozukluguna yol acar. Bu patolojik kosullar altinda bobrek fonksiyon kaybi meydana
gelir(33).

Renal tutulumun belirtileri minimal proteiniriden ABY'ye varan bir yelpazededir.
Laboratuvar bulgulari; tre, kreatininde yikselme, hiperkalemi, kreatinin klirensinde azalma,
proteindri, silendirdri, klinik bulgular: ise oliguri, anuri, metabolik asidoz ve politridir (36).

Sepsis hastasinda 6nemli bir sivi kaybir nedeni sepsis polidrisidir. Bu tablo ABY polidiri
déneminden ayirtedilmelidir. Sepsis politrisinin agiklanmasinda dort mekanizma sorumlu
tutulmustur. Sepsis politrisinden sonraki oligirik donem ise siklikla mortal seyreder (35).
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Sekil 5. Sepsiste akut bobrek yetersizligine yol agan mekanizmalar (35).

Septik ABY patofizyolojisi hakkindaki tartigmalar, hemodinamik mekanizmalardan
immunolojik/toksik/inflamatuvar mekanizmalara, iskemi vazokonstriksiyondan, hiperemi
vazodilatasyona, akut tUbiller nekrozdan akut tUbller apopitoza dogru degismektedir.
Patofizyoloji iyi anlasildikga tedavi yaklasimlar: da degisim gosterebilecektir (29).

2.5.3Klinik Seyir ve Prognoz

Enfeksiyon hastaliklari yogun bakim Unitesinde izlenen 315 septik hastanin
%31.4'Unde ABY saptanmis, bu hastalarin % 26.2'sinin evre 1, % 20.2'sinin evre 2,
%53.6'sinin evre 3 oldugu bildirilmistir. Mortdite oranlar1 bobrek fonksiyonlari normal
olanlarda % 12.5 iken, evre 1 ABY olanlarda % 34.6, evre 2 ABY olanlarda % 45, evre 3
ABY olanlarda % 64.1 olarak saptanmistir. AKIN olcitlerinin septik ABY igin uygun bir
tammmlama oldugu ve Olum riski agisindan da siniflandirmalarda yararli olabilecegi
dustnulmektedir (36).

Septik ABY prognozunda en 6nemli parametrelerden biri de antimikrobiyal tedaviye
basglanmasina kadar gecen stiredir. Septik ABY erken gelisirse (ilk 24 saat icinde), agir evrede
seyrederse ve antimikrobiyal tedavi gecikirse, prognoz kotu seyretmektedir (37).
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2.5.4 Septik ABY'de Idrar ve Kan Bulgular:

Septik ABY hastalarinda Uriner ve kan belirtecleri incelendiginde, bazi belirteglerin
sepsiste ABY gelisiminde erken donemde degerli olabilecegi dustntlmustir. PAF, IL-18 ve
Na/H degistiriciiNa/H exchanger(NHE)]-3 septik ABY 'de hentiz belirgin bobrek yetersizligi
olmadan artmaktadir. HRTE-1, B-2-mikroglobulin, NAG, ALP, KIM-1 ve NHE-3 prerenal
azoteminin akut tubller nekroz (ATN) dan ayrilmasinda yardimci olabilir. Dusuk agirlikl
molekiller (32-m, a-M, ABP, vb.) ve enzimler (y-GT, ALP, NAG, a7t -GST) de ABY
hastalarinda erken donemlerde belirgin ABY olmadan yikselen belirteclerdir. Bu belirteglerin
erken yiUkselmesi, destekleyici ve girisimsel tedavilerin yapilabilmesi ve ABY'nin geri
dondurulebilmesi igin zaman kazamlmas: anlamina gelebilir (29,34)

Sistatin C, o 1-mikroglobulin ve IL-18 renal replasman tedavisi ihtiyacini ve
mortaliteyi ongorebilir. 1L-18 septik ABY'de septik olmayan ABY hastalarina gore daha
yuksek oranda salgilanmaktadir. Septik ABY'de spesifik olarak calisilmamus, fakat bobrek
yetersizligine 6zgun idrar ve kan belirtecleri de bulunmaktadir. NGAL, sistein zengin protein
61 (Cyr 61), perforin ve granzim B, CXCR-3-baglayic1 kemokin, driner endotelin, iskemik ve
nefrotoksik ABY'de calisilmis olan ve septik ABY'de arastirilmasi gereken belirteclerdir
(29,34).

2.5.4.1 Notrofil jelatinaz iligkili lipokalin (Neutrophil gelatinase associated lipocalin -
NGAL)

Akut bbbrek hasarim gosteren laboratuvar parametreleri; organ spesifik (prerenal-
renal-postrenal), etiyolojik (hipoksi,toksinler, sepsis vb.), histolojik bulgularla uyumlu,
noninvazif, basit-hizli1 sonug veren, ucuz yontemler olmalidir . Rutin olarak kullamilan BUN
ve kreatinin yani sira son yillarda sistatin ¢, NGAL, IL-8, KIM-1 gibi yeni ve 6zgul
belirtegler ortaya gikmstir (10).

Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin 25 kDa boyutunda bir protein olup, nétrofillerdeki
jelatinaza kovalent bag ile baglhidir. Ozellikle bobrek, akciger, mide ve kolon hiicrelerinde
bulunmaktadir. Hastalardan alinan bobrek biyopsi ¢rneklerinde en fazla (%50) kortikal
tubullerde oldugu saptanmistir. Plazma ve idrarda Olcllebilir. Plazma NGAL
konsantrasyonlar1 bakteriyal enfeksiyonlar, astim ve kronik obstriktif akciger hastaligi
(KOAH)'da artmaktadir. Insanlarda renal iskemi ya da nefrotoksisiteyi en erken ve en
guvenilir sekilde gosteren laboratuvar parametresi olarak bildirilmistir (11).
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Mishra ve ark.(12) ratlarin renal arterinde iskemi-reperfiizyonu Uzerinde yapmis
oldugu bir calismada 30 dk bilateral renal arter oklizyonundan 2 saat sonra aldigi kan
orneklerinde NGAL seviyelerinin diger belirteclere gore daha erken ve daha yiksek
saptanchigint  gostermistir.  NGAL, yuksek BUN ve kreatinin degerleriyle paralellik
gostermekte, ABH' dan sonra 2-6 saat icinde hem idrarda hem de  plazmada
saptanabilmektedir. Bu nedenle NGAL’'in ABH'ni belirlemede, duyarhilik, 6zgullik ve
kestirilebilirligi en ylksek parametre oldugu dne surilmistur.

Haase ve ark. (38) 19 calismayi iceren (2500 den fazla hastada) metaanaliz sonucu
bobrek yetersizliginin erken safhalarinda NGAL’ 1n serum kreatininle karsilastirildiginda bariz
bir Ustinluk sagladigim vurgulamustir.

2.6. Sepsis Tedavisinde K ullamlan Vazoaktif flaglar

Sepsis sagaltiminda ilk basamak sivi resiisitasyonu ile yeterli kan basinci ve organ
perfizyonunu saglamaktir. Sivi resiisitasyonuna ragmen hipotansiyon duzeltilemiyorsa,
vazopresor tedaviye baslanmasi Onerilir (5). Sepsis ve septik sokun sagaltiminda ilk secilecek
vazopresorler dopamin ve norepinefrin olarak onerilmistir(6).

2.6.1. Dopamin

Septik sokta segilecek ilk vazopresor olarak Onerilmektedir. Sug/kg/dk’ nin altindaki
dozlarda renal, mezenterik ve koroner damarlarda vazodilatasyona neden olurken 5 -10
ug/kg/dk’ lik dozlarda kardiyak kontraktilite ve kalp hizinda artisa neden olur. 10 pg/kg/dk’ nin
Uzerindeki dozlarda arteriyel vazokonstriksiyona ve kan basincinda artisa neden olur (39-41).

2.6.2. Norepinefrin

Norepinefrin hem o hem de [ adrenerjik etkiye sahiptir. Norepinefrin kalp debisinde
%10-20 ve atim hacminde %10-15 artis saglar (42). Bazi calismalarda sivi tedavisi ve
dopamin inflizyonu sonrasi hipotansiyonu devam eden hastalarda norepinefrinin ortalama
arteriyel basinci artirdig1 gosterilmistir (5). Septik soktaki hastalarda norepinefrinin tek basina
veya dobutamine ek olarak verildiginde kreatinin klirensini ve idrar ¢ikigint artirir.

2.6.3. Dobutamin

Dobutamin, B 1 ve 2 adrenerjik etkilere sahip sentetik bir katekolamindir. Dopamine
gobre daha az yan etkileri vardir. 5-15 ng/kg/dk dozunda infliizyon ile verilebilir. Etkisi 1-2

17



dakika icinde baslar ve en yiUksek etkiye 10 dk sonra ulasilir. Kalp debisini artirmasi
nedeniyle, dobutamin uygulamasi ile idrar ¢ikisinda artis saglanabilir (43).

2.6.4. Epinefrin

Epinefrin, sivi tedavisine ve diger vazopresdrlerin inflizyonuna yamt vermeyen
hastalarda ortalama arteriyel kan basincint artirir. Oksijen alimim artirirken, tiketimini de
yukseltir (44). Splanknik kan akimimindaki olumsuz etkileri nedeniyle sepsiste ¢ok tercih
edilmez (45).

2.6.5. Vazopresin
Vazopresin, komplike kardiyovaskiler etkileri olan ve V1 reseptérlerini etkileyen
kuvvetli vazokonstriktdr bir hormon olup, invitro belirgin vazopressor etki gosterir (46).
Septik sok baslangicinda vazopresin dizeyleri artar. Uzamus septik sokta goreceli
vazopresin eksikligi gelisir (47). Ekzojen vazopresin verilmesi dramatik olarak hemodinamik
tabloyu degistirerek kan basincint hizla yikseltir. Terapotik dozu (0.01-0.04 U/dk) olup;
yuksek dozlar ciddi ve zararli vazokonstriksiyona neden olur (46).

2.6.6. Levosmendan

Levosimendan, troponin C'ye (TnC) yiksek baglanma afinitesi olan, (R)-[[4-(1,4,5,6
tetrahidro-4-metil-6-okso-3-piridazinil)-fenil] hidrazono] propandinitril  yapisinda,  kapal
formult C14H12N60 olan piridazinon-dinitril tirevi kardiyovaskiler bir ajandir (Sekil 6).
Molekuler agirligi 280.3 g/mol olup, orta derecede lipofiliktir. Zayif asittir (pKa=6.3).
Etanoldeki ¢cozunlrligl yuksek oldugundan ticari infizyon preparatlarinda ¢oziicli olarak
etanol kullanilmistir (48,49).

Levosimendan kalp yetersizliginin akut alevienmesinin kisa donem tedavisi icin
gelistirilmis, miyokardin Cat++'a duyarliligim arttiran ve vazodilator etkiye sahip yeni bir
inotropik gjandir. Teorik olarak, hiicre i¢i Cat++ ve CAMP dizeylerini arttirmaksizin, troponin
C’ye baglanarak kontraktil proteinlerin Cat++’a duyarliligim yikselterek kardiyak performansi
iyilestirir  (50,51). Fosfodiesterazi (FDE) selektif olarak inhibe eder. Diger Cat+
duyarlilastiricilarin FDE inhibisyonu terapétik dozlarda, levosimendan da ise terapttik
diizeyin Uzerindeki dozlarda ortaya ¢cikmaktadir (52).

Levosimendan miyozit ve damar duvarlarindaki ATP bagimli K+ kanallarint agarak,
sistemik vaskiler yatakta vazodilatasyona, miyokardiyal onylk ve artylkte azalmaya neden
olmaktadir (51). K+-ATP kanal agic1 etkisi iskemiye kars1 koruyuculuk da saglamaktadir
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(53). Bu etki mekanizmasi koroner, pulmoner, renal ve sistemik vazodilatasyondan

sorumludur (8,9).

CN
/
NH—N=C
\
CN

Sekil 6. Levosimendamn kimyasal yapisi (48,50).

Pozitif inotropik etkisi kalsiyum konsantrasyonuna bagimlidir. Sistolde troponin C' nin
N-terminal ucuna baglanip, kalsiyum-troponin C baglantisim stabilize eder. Buna karsin,
kalsiyum konsantrasyonu ve sensitizasyonu diyastolde azaldig: icin diyastolik relaksasyonun
etkilenmedigi yadaiyilestigi ileri sirilmastdr (9,54,55) (Sekil 7).

Intraventz infiizyon olarak uygulanir. Yarilanma 6mrii 1 saat olup, %90 dan fazlas
albumine baglanir. Aktif metabolitleri olan OR-1855 ve OR-1896'ya asetile edilir. OR-1896
olusumu yavastir ve yarilanma 6mri yaklasik 60 saattir (7). Terapotik doz 6-24 pg / kg / 10dk
yukleme sonrasi, 0.05-0.2 ng/kg/dk dan 24 saat inflizyon olarak 6nerilmektedir (56). Kivikko
ve ak. (52) 6 saatlik infizyon ile de yeterli hemodinamik etkilerin olustugunu

gostermislerdir.
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Sekil 7. Levosimendanin etki mekanizmasi (55).

Septik sokta levosimendanin olumlu etkilerinin olabilecegi ilk kez Oldner ve ark. (57)
tarafindan ileri slrdlmistdr. Arastirmacilar, levosimendanin, sistemik ve intestinal oksijen
sunumunda iyilesme, kardiyak indeks ve atim hacminde artis sagladigini, ayrica ortalama
arteriyel basing (OAB) ve sistemik vaskiler direncte azalma, portal kan akiminda ise artisa
neden oldugunu gostermislerdir.

Levosimendanin septik sokta klinik kullammu ilk kez Matejovic ve ark. (58) tarafindan
2005 yilinda yayinlanan olgu sunumunda bildirilmistir. Daha sonra ¢ok az olgu sunumu ve
kicik vaka serilerinde, septik soktaki hastalarda oksijen transportunda ve hemodinamik
parametrelerde iyilesme sagladigi rapor edilmistir (59).
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma, DEUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayr alindiktan sonra
Multidisipliner Deney Hayvanlari Laboratuvarr’ min olanaklari kullanilarak yapildi.

3.1.Denekler
Calismada agirliklari 250-300 g arasinda degisen 21 adet Wistar Albino tipi eriskin

erkek rat kullanilch. DEUTF Deney Hayvanlar: Laboratuvary’ ndan saglanan denekler standart
rat yemi ve su ile beslendiler. Oda 1sisinda 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda tel kafeslerde
yasatildilar. Cerrahi islemden 12 saat 6nce sadece su icmelerine izin verildi(Resim 1).

Resm 1.Arastirmada kullanilan ratlar

3.2.Anestezi Uygulamas
Deneklere 50 mg/kg ketamin (Ketalar ®, Pfizer Pharma GMBH, Almanya) ve 10

mg/kg xylazine hidrochloride ( Alfazyne®, %2, Alfasan International, 3440 AB, Woerden,
Hollanda) intraperitoneal olarak uygulanarak anestezi saglandi. Sham grubunda 1 rat cerrahi
islem baslamadan kaybedildi ve ¢calismadan cikarild.

3.3. Deneysal Sepsis M oddlinin Olusturulmas
Sepsis olusturmak icin Cekal Ligasyon Perforasyon (CLP) yontemi uygulandh.
Anestezi altinda 2 cm lik batin orta hat insizyonunun ardindan ¢ekum bulundu, ¢ikan kolonun

manipillasyonuyla fecesle dolmasi saglandi. Cekum, antimezenterik yizden iliyogekal valvin
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hemen distalinden, intestinal obstriksiyondan kagimlarak 3-0 ipek ile baglandiktan sonra 18
Gauge vendz kantllle (Vasofix Safety FEP,Braun,Germany) 2 kez delindi. Islem sonrasi
cekum abdominal kaviteye yerlestirilerek ve batin 3/0 ipekle devamli sitirle kapatild:. islem
sonunda 3mL/kg %0,9 NaCl iv uyguland:. (60,61).

3.4. Monitorizasyon
Anestezi altinda ratlarin ventral kuyruk arterine heparinize serum fizyolojik (100

U/mL) ile yikanmis 24 G kaniil (Bigakcilar, istanbul, Tirkiye) yerlestirildi. Kanilin
proksimal ucu basing transdiiserine (MLT844 Physiological Pressure Transducer,Interlab
LTD, Istanbul, Tirkiye) baglanarak ortalama arter basinglari kaydedildi. Sivi ve ilag
uygulamalar: igin 24 G kanul (Vasofix Safety FEP,Braun,Germany) ratlarin lateral kuyruk

venine yerlestirildi.(Resim 2)

Resim 2.Sistemik arteriyal basing monitérizasyonu ve kateterizasyon

3.5.Deney Gruplari
Ratlar rastgele olarak ¢ gruba ayrild.

Sham grubu (n=6) sadece laparotomi yapildi.
Sepsis grubu (n=7) c¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) yontemi ile abdominal sepsis
olusturuldu.
SepsistLevosmendan grubu (n=7) Sepsis grubundaki islemler tekrarlandiktan sonra,
Levosimendan (Simdax konsantre inflizyon ®, Abbott, 2,5 mg/5 mL, flakon, ABD) 12 pug/kg
bolus infizyonun 10 dk lik sirede verilmesinin ardindan 110 dk boyunca 0,2 pg/kg/dk
inflizyon uyguland: (49,62).

Toplam calisma sliresi gruplarda ayni tutuldu.
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3.6.Deney Protokol
Batin kapatildiktan sonra 30 dk stabilizasyon i¢in beklendi. Sepsis+Levosimendan

grubuna levosimendan inflzyonu, diger gruplara aym hacimde %0,9 NaCl inflzyonu
bagland:.

TUm gruplarda bazal (stabilizasyonun 30.dk si), 10., 30., 60. ve 120.dk OAB lari
kaydedildi. Calisma boyunca sicanlarin normotermik kalmasi icin, ¢calisma ortaminin sicakligi
1sitici bir lamba ile korundu(Sekil 8).

Calisma bitiminde tekrar anestezi uygulanarak, ratlarin dnce bobrekleri cikartild.
Sonra sag atriumlarindan total kan volumi aspire edilerek denekler sakrifiye edildi. Toplanan
kandan 2 cc lik 6rnek biyokimyasal dlgimler icin ayrildi.

Sekil 8.Calisma gruplarinin sematik gorinimu

SHAM

A-----30dk bazal A e N=6

L aparotomi 0.saat 2.saat 8.saat
Sivi inflizyonu

SEPSIS GRUBU

A-----30dk bazal A en=

CLP 0.saat 2.saat 8.saat

Sivi inflizyonu

SEPSIS+LEVOSIMENDAN GRUBU

A-----30 dk bazal A en=
CLP 0.saat 2.saat 8.saat

Levosimendan inflizyonu
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3.7 Histomorfolojik Degerlendirme

Sag bobrek dokusu %10’ luk tamponlu formaldehid iginde fikse edilip parafine
gbmuldd, parafin bloklardan 4- 5 pm kalinliginda kesitler (LeicaRM325 mikrotom Koln,
Almanya) alindi. Kesitler Hematoksilen-eozin(H&E) boyasi ile boyanacak, 1s1k mikroskobu
ile incelendi (Olympus BH-2 Tokyo, Japonya) ve kesitlerden elde edilen gortntler yiksek
rezoltsyonlu bir kamera (Olympus DP-70, Japonya) iceren bilgisayara aktarilarak digital
olarak fotograflar: cekildi. Fotograflar, digital gorintl analiz program (UTSCSA; Image tool
version 3,0) ile degerlendirildi.

Deney gruplarina ait bobrek dokusu kesitlerinde 151k mikroskobu ile; mononukleer
hicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, renal korpuskil morfolojisi proksimal
tiblluslarda vakuolizasyon, fircamsi kenar kaybi, tUbuler dilatasyon, kast formasyonu
(thbdllerde proteinbz madde birikimi) incelendi. Kesitlerden elde edilen goruntler
degerlendirilirken semikantitatif olarak tubllointertisyel hasar igin [(tUbuler fircams: kenar
kaybi, tubiler dilatasyon, kast formasyonu - (TUBUL)], mononikleer hiicre infiltrasyonu
(MNHI), eritrosit ekstravazasyonu, kapiller dilatasyon (VAZO), renal korpuskiil morfolojisi
(GLM) gibi parametreler ile renal histolojik hasar skorlamasi yapildi. Skorlama: 0 = hig yok,
1=9% 0-25, 2 =% 26-45, 3=% 46-75, 4 = % 76-100 olarak uygulandi

3.8 Biyokimyasal degerlendirme

Plazma NGAL (Rat lipocalin-2/NGAL ELiISA KIT, Boster Biological Technology,
Ingiltere), BUN ve kreatinin parametrelerinin calisiimast icin elde edilen kan Ornekleri
hemogram tuplerine aktarilarak 1500XG ‘de 5 dakika santriflj edildikten sonra plazma
ornekleri analize kadar -70 C ‘de saklandi. Numuneler Architect C 16000 otoanalizori
(Abbott, USA) ve bunun orijinal kiti kullamlarak calisildi. Sol bobrek biyokimyasal islemler
icin sivi nitrojende dondurularak -80° C de saklandi. MDA dizeyleri High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) ile 6lculdd. Doku homojenizati hazirlamak igin alinan
bobrek dokusu % 0.9' luk NaCl ile yikarp, kurulandi. Y iz mg doku 6rnegi 900 mL  %1.15
KCl de homojenize edildi. Santriflj sonrasi 2.8 mmol/L BHT, %8,1 SDS, 8 g/L TBA +
Asetik asit karisimu ile islemlenen 6rnekler 95 °C’ de 1 saat bekletilip buz Uzerinde sogutuldu.
Ortama butanol: piridin (15:1) eklendi,1 dk vortekslenerek karistirildi. Renkli tst (organik)
faz kiglk tuplere alindi ve 10,000 rpm’'de 5-10 dakika santrifdy edildi. 150-4,6 mm, C18
100-5  (Macherey-Nagel) 0Ozelliklere sahip kolon kullanildi. Mobil faz igin: KHyPO,,
0,6805¢/500 mL %30 metanol (0,01M) , K;HPO,4 0,8709g/500 mL %30 metanol (0,01M)
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icerecek bicimde hazirlandi. Mobil fazin akis hiz1 0,8 mL/ dk, enjeksiyon hacmi 5ni., kolon
firim sicakligi 30 °C olacak sekilde hazirlandi. Floresan detektdriin eksitasyon dalga boyu 515
nm, emisyon dalga boyu ise 553 nm olarak ayarlandi. Sonuclar daha Once calisilan
standartlara gore degerlendirilerek MDA aktiviteleri belirlendi.

3.9 istatistiksel Analiz

Igtatistiksel degerlendirme icin Statistical Package of Social Sciences 15 ( SPSS 15,0,
Chicago, IL, USA ) programi kullanildi. Verilerin istatiksel analizinde Kruskal-Wallis
varyans analizi uygulandi. Gruplarin ikili karsilastirmalart icin Mann-Witney U testi ile
kullanildi ve p < 0,05 degeri idtatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Degerler
ortalamatstandart sapma olarak verildi.
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4.BULGULAR

4.1.0rtalama Arter Basinc

Gruplarin bazal OAB degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi. Sepsis grubunda
sham e oranla OAB’ de 10.,30.,60. dk anlaml1 diistis (p=0,022, p=0,035, p=0,035) gorulirken
sepsis+levosimendan grubunda 10.,30. dk degerlerinde azalma izlendi (p=0,008, p=0,008).
Sepsis grubu Sepsistlevosimendan grubu ile karsilastirildiginda hicbir deger arasinda anlaml:
fark saptanmadi(Tablo 2).

Tablo 2: Gruplarin ortalama arter basinglari

Gruplar Bazal 10.dk 30.dk 60.dk 120.dk
SHAM 96,76+11,64 97,6111,14" 100,45+8,24° | 102,95¢12,77° | 91,78+9,94
SEPSIS 82,51+19,90 81,00+12,83 90,90+7,00 86,51+8,13 91,00+4, 74
SEPSIS+ 89,91+8,69 73,4713,51 79,84+12,65* | 88,20+17,82 80,05+12,03
LEVOSIMENDAN

+ Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda (p=0,022, p=0,035, p=0,035)

* Sham ile sepsistlevosimendan grubu karsilastirildiginda (p=0,008, p=0,008)

4.2 NGAL [Neutrophil gelatinase associated lipocalin (pc/mL)]

Sham (13056,66 + 681,81), Sepsis (34828,57 £ 8150,66) ve Sepsis + Levosimendan
(18968,57 + 6474,58) gruplart karsilastirildiginda, Sepsis grubunun NGAL duzeylerinde
sham ve Sepsis +Levosimendan grubuna gore anlamli artis gorilmastir (sirastyla p=0,003,
p=0,009). Sham grubunun NGAL dizeyleri Sepsis + Levosimendan’a gore anlamli disik
olarak saptandi (p=0,007). (Grafik 1)
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Grafik 1. Gruplarin NGAL dizeylerinin karsilastirilmast
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B — Sham & Sepsis(p=0,003)
f — Sham & Sepsist+L evosimendan(p=0,007)
* — Sepsis & Sepsist+Levosimendan(p=0,009)

4.3 BUN - Plazma Kreatinin (mg/dL)

Sham (34,66+6,65), Sepsis (24,14+5,01) ve Sepsis + Levosimendan (27,28+7,21)
gruplar karsilastirildiginda BUN degerleri arasinda anlamli fark olmadig: izlendi (p>0,05).
Yine Sham (0,52+0.02), Sepsis (0.50+£0.03) ve Sepsis + Levosimendan (0,53+0,04) gruplari
karsilastirildiginda serum kreatinin degerleri arasinda anlamli fark olmadigi géraldu (p>0,05)
(Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarin BUN-Kreatinin diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar BUN Kreatinin
SHAM 34,66+6,65 0,52+0,02
SEPSIS 24,14+5,01 0,50+0,03
SEPSIS+ 27,28+7,21 0,53+0,04
LEVOSIMENDAN
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4.4 MDA (Malonildialdehid- pmol/g protein)

Sham (4,26+ 0,1,77), Sepsis (4,70 + 1,31) ve SepsistLevosimendan (3,62 + 1,02)
gruplarimin MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Bununla
birlikte en dusik dizeyin SepsistLevosimendan, en yiksek degerin ise Sepsis grubunda
oldugu belirlendi (Grafik 2).

Grafik 2. Gruplarin MDA dizeylerinin karsilastirilmas
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4.5 Histomorfolojik Degerlendirme

4.5.1 lsik Mikroskobu degerlendirmes

Sham grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde, bobrek dokusuna ait korteks ve
medulla ayriminin rahatlikla yapilabildigi, korteksin disinda fibroz kapsilin saglam oldugu
gbzlendi. Korteksteki renal korpuskillerin, Bowman kapsiiliniin pariyetal-visseral yapraginin,
proksimal - distal tdbl, henle kulbu, kollektdr tibullerde yapilarin normal oldugu gozlendi.
Epitel hicreleri karakteristik yapr ve 0Ozelliklerini korumaktaydi. Sham grubunda normal
morfolojik Ozellikler gozlendi. Bu gruba ait kesitlerde herhangi bir hicre infiltrasyonu ve

firgamst kenar kaybr gozlenmedi (Resim A1,B1).

Sepsis grubunda, kortikal bolgede daha fazla olmak Uzere peritibuler alan ve glomerul
cevresinde yaygin MNHI, az oranda proksimal tiibll hiicrelerinde fircamsi kenar kayb, nadir
tubller atrofi, az miktarda tubuler dilatasyon ve vakuolizasyon gozlendi. Birkag tlbulde
proteindz madde birikimi ile birlikte kast formasyonu ve tubll IGmeninde hiicre debrisleri
izlendi. Korteksteki bazi bolgelerde, damarlarda vazodilatasyon ve eritrosit ekstravazasyonu
dikkati cekti.(Resim A2,B2).
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SepsistLevosimendan grubunda ise, sepsis grubuna gore peritibiler alanda MNH
infiltrasyonunda azalma izlendi. SepsistLevosimendan grubunda tublluslarda az oranda
g6zlenen tibuler atrofi, tubller dilatasyon ve vakuolizasyon ile tibillerde proteindz madde
birikimi ile birlikte tabdl lGmenine hiicre debrisleri ve fircamsi kenar kaybinin Sepsis
grubunda gore daha az oldugu saptandi. Ancak vazodilatasyon ve eritrosit
ekstravazasyonunun diger gruplara gore biraz daha artmis oldugu belirlendi.(ResimA3,B3)

SHAM SEPSIS SEPSiS+LEVOSIMENDAN

Resm Al1,Bl1.Sham Grubuna ait kesitler. G:gromerdl,P:proksimal ttbil,D:distal
tubdl,(—):fircamst kenar (H&E)

Resm A2B2.Sepsis Grubuna ait kesitler.G:gromerll,P:proksimal  tdbdl,D:distal
tbul,(—):fircamsi kenar,( #):ttblillerde proteindz birikimi (H&E)

Resm A3,B3.SepsistLevosimendan Grubuna ait  kesitler.G:gromeril,P: proksimal
tubdil,D: distal tibil,(—):fircams: kenar (H&E)
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4.5.2 Renal Histolojik Hasar Skorlamas

Gruplarin RHH’si  mononikleer infiltrasyon (MNHI), eritrosit ekstravazasyonu,

vazodilatasyon (VAZO), tubllerinterstisiyel hasar (TUBUL) ve renal korpuskil - glomertler

hasar1 (GLM) olarak ayr1 ayr1 puanlandi.
Sham grubu skorlari, Sepsis grubu (sirasiyla p=0,002, p=0,004, p=0,001, p=0,004) ve
SepsistLevosimendan grubuna goére (sirasiyla p=0,004, p=0,003, p=0,001, p=0,001) belirgin

distk bulundu.

SepsistLevosimendan grubu MNH skorunun Sepsis grubuna oranla anlamli az oldugu
(p=0,002), diger parametrelerin ise farkli olmadig: belirlendi (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarin Renal Hasar Skorlarimin degerlendirilmesi

Gruplar MNHI VAZO TUBUL GLM
SHAM 0,166+0,40* | 0,166+0,40* | 0,00£0,00* | 0,00+0,00*
SEPSIS 2,42+0,53" 1,28+0,48" 1,28+0,48% | 1,00+0,57°
SEPSiS+ 1,14+0,37' 1,57+0,53 1,14+0,37 1,00+0,00
LEVOSIMENDAN

B — Sham & Sepsis (sirasiyla p=0,002, p=0,004, p=0,001, p=0,004)

* — Sham & SepsistL evosimendan (sirasiyla p=0,004,p=0,003,p=0,001,p=0,001)
f — Sepsis & Sepsist+Levosimendan (p=0,002)
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5. TARTISMA

Bu deneysel calisma, levosimendanin sepsis indiksiyonu sonrasinda ortalama arter
basincinda dismeye yol acmaksizin bobrek hasarimi, histomorfolojik olarak ve NGAL
diizeylerine bakilarak, azalttigin1 gostermistir.

Ciddi sepsis yogun bakim tnitelerindeki 6limlerin en sik nedenleri arasindadir. Son
yillarda, kritik hastalarin bakimlarinda saglanan ilerlemelere ragmen mortalite oranlar1 % 20-
65 arasindadir (1). Septik sok varliginda ise mortalite yaklasik %70 e ulasir (16). Ciddi
sepsiste hastalarin prognozu sepsisin indikledigi ¢oklu organ yetersizligi (COY) ileiliskilidir.
Coklu organ yetersizligi inflamatuvar sitokinler, endotel hasari, hemostaz ve
mikrosirkilasyonun bozulmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir (63). Sitotoksik olaylar toksik
Urdnlerin sistemik dolasima gegmesine ve gerek bolgesel gerekse bobrek basta olmak Uzere
akciger, karaciger, kalp gibi organlar: etkileyerek COY’ ne neden olmaktadir (64).

ABH septik olgularda gérulen yaygin bir komplikasyondur. Endotoksemi inflamatuvar
sitokinlerin artmasina ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz aracili NO olusumuna yol agar.
Lipopolisakkarid (LPS) iligkili sistemik vaskiler rezistans (SVR) azalmasi hipotansiyon/sok
gelisimini potansiyalize eder. SVR duistsU paradoksal olarak renal vazokonstriksiyon ile
sonuglanir. Bunun nedeni 1) renin-anjiyotensin yolunun aktivasyonu 2) vazopressin, endotelin
ve katekolamin dretimi, 3) renal sempatik tonls artisidir. Glomerdler filtrasyon basincinin
azalmasi, klasik olarak ABY’nin prerenal formudur. Renal perfizyon basinct disist
yeterince uzun veya siddetliyse olay1 iskemik tubiller nekroz /apopitoz izler. Sepsisin
baglattigi inflamatuvar kaskadin spesifik komponentleri akut tibiler nekroz ve intrarenal
enflamasyonu module ederek iskemik ABY vyi iyice kétulestirir (65).

Arastirmamizda, ucuz, dayankli olmalari, kolay saglanabilmeleri ve spesifik bir
patojen icermemeleri nedeniyle ratlar tercih edilmis, sepsis olusturmak icin CLP yontemi
kullamlmigtir. Bu yontemde perforasyonu gerceklestiren materyalin ve perforasyon
blyUklGgltnin sepsis olusumuna etkilerinin farkli oldugu bildirilmis ve 18 G vendz kateter ile
gerceklestirilen ponksiyonla hem biyokimyasal hem de histopatolojik bulgularla yeterli sepsis
modelinin olusturuldugu gosterilmistir (61). Yasuda ve ark. (4) CLP sonrasi, renal vaskiler
permeabilite artisin1 Evans mavisi kagag: ile degerlendirmisler ve 6 saat sonrarenal vaskiler
permeabilite anlamli olarak artis gosterdigini, 24 saatte en yuksek dizeye ulastigini
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saptamislardir.  CLP ile olusturulan intraabdominal sepsis, polimikrobiyal olup, klinige en
yakin model olarak kabul edilmektedir. (66)

Ciddi sepsis ve septik sok varliginda erken tam ve midahele mortaliteyi azaltmaktadr.
Surviving Sepsis Campaign (SSC) erken mudaheleyi sart kosmus ve 2008 de yayimladiklar
klavuzda ilk 6 saat iginde gergeklestirilmesi gereken uygulamalar: bildirmistir (67). Klinige
uygunluk gozetilerek bu calismada erken sepsis déneminin simile edilmesi amaglanms,
sepsis indiiksiyonundan 8 saat sonra ¢alisma sonlandirilmistir.

Sepsis tedavisinde ana hedef kan volimtnun diizeltilmesi, yeterli doku perfliizyonunun
ve dokularin oksijen ihtiyacinin saglanmasidir (63). Sivi restsitasyonuna ragmen kan
basincinin  yikseltilemedigi, organ perfizyonun saglanamadigi durumlarda vazopressor
gjanlarin tedaviye eklenmesi, agir hipotansiyon varliginda ise direkt vazopressor ile tedaviye
baslanabilecegi tnerilmektedir (68).

Sepsisli hastalarin %10-15'ine yastan bagimsiz olarak miyokardiyal depresyon eslik
eder. Septik sigan izole kalp kasi hiicresinde, endotoksin ve sitokinlerin L tipi voltaja duyarlt
kalsyum kanallarinda, kalsyum  akimuni  baskilayarak  intraselliler  kalsiyum
konsantrasyonunu azalttigi gosterilmistir (69,70). Levosimendan kalp yetersizliginin akut
alevlenmesinin kisa donem tedavisi igin gelistirilmis, miyokardin Cat++ a duyarliligint arttiran
ve vazodilator etkiye sahip yeni bir inotropik ajandir (51). Levosimendanin pozitif inotropik
etkilerine ek olarak miyozit ve vaskuler diz kas hicrelerinde ATP bagimli potasyum
kanallarint acarak sistemik vaskiler yatakta vazodilatasyona yol actigi daha Once
gogerilmistir (8).

Levosimendanmin onerilen klinik dozu 6-24 pg/kg bolus sonrast 24 saat 0.05-0,2
po/kg/dk inflzyon olarak bildirilmistir (55). Benzer sekilde levosimendanin sepsiste
hemodinamik etkilerinin domuzlarda arastirilcigi ¢alismada 200 pg/kg/saat segilmistir (57).
Calismamizda klinik kullanima uygunluk duistnilerek levosimendan 12 pg/kg bolus
inflzyonun 10 dk lik slirede verilmesinin ardindan 2 saat boyunca 0,2 pg/kg/dk inflizyon
kullanmlmstir (49,50,62,71).

Septik sokta levosimendanin olumlu etkilerinin olabilecegi ilk olarak Oldner ve ark.

(57) tarafindan ileri strdlmistir. Arastirmacilar calismalarinda, levosimendanin, sistemik ve
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intestinal oksijen sunumunda iyilesme, kardiyak indeksde ve atim hacminde artis sagladigini,
OAB ve sistemik vaskiler direngte azalma, renal ve portal kan akiminda ise artisa neden
oldugunu gostermislerdir. Bu arastirmacilar endotoksinden ©nce baslanan levosimendan
inflzyonunun sistemik vasktler direng indeksinde % 37, ortalama arteriyel basingta yaklasik
% 22'lik azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (57). Kaymakci ve ark. (55) CLP sonrasi
uygulanan levosimendanin 10. ve 30. dk larda OAB de digsmeye yol agtigim saptamislardir.
Benzer sekilde calismamuzda sepsistlevosimendan grubunda Sham'e oranla 10.,30. dk
degerlerinde azalma literatir bulgulariyla uyumlu ve beklenen bir sonugtur. Diger 6lciimlerde
ise fark bulunmamustir. Buna karsin sepsis grubunda sham'’ e gére OAB dusuklug 60. dk da
da devam etmis, ancak levosimendan verilen grup ile arasinda fark bulunmamstir. Bu sonug
hem basaril1 bir sekilde sepsis olusturuldugunu, hem de levosimendanin sepsis olusturulmus
ratlarda 30. dk dan itibaren sham grubundan farksiz hemodinami sagladigim gostermektedir.

Faivre ve ark. (72) LPS ile indiklenen deneysel sepsiste levosimendanin kardiyak ve
renal etkilerini arastirmuslar ve noradrenalinin levosimendan ile birlikte kullanimimin renal
kan akimini artirarak sepsiste daha yararli olabilecegini ileri sirmuslerdir.

Akut bobrek hasarini gosteren laboratuvar parametrelerinin; organ spesifik (prerenal-
renal-postrenal), etyolojik (hipoksi, toksinler, sepsis vb.), histolojik bulgularla uyumlu,
noninvaziv, basit-hizli sonug¢ veren, ucuz yontemler olmasi istenmektedir. Rutin olarak
kullanilan BUN ve kreatinin yam sira son yillarda sistatin ¢, neutrophil gelatinase associated
lipocalin (NGAL), IL-8, KIM-1 gibi yeni ve 6zgll yontemler ortaya ¢ikmistir (10). Haase ve
ark. (38) 19 klinik calismay: irdeledikleri metaanaliz sonucu bobrek yetersizliginin erken
evrelerinde  NGAL' 1n plazma kreatinine oranla belirgin  bir Ustinlik sagladigini
vurgulamislardir. Ulasabildigimiz kaynaklara gore arastirmamiz CLP yontemiyle erken sepsis
déneminde renal hasarlanmay1 NGAL ile arastiran ilk ¢alismadir. NGAL; sepsis grubunda
sham’e oranla yaklasik 3, Sepsis + levosimendan grubuna gore ise 2 kat artmustir. Sepsis +
levosimendan grubu NGAL dizeyleri sham’ e gore yuksek olmakla birlikte sayisal degerleri

birbirine yakin bulunmustur.

Mishra ve ark.(12) ratlarin 30 dk lik bilateral renal arter oklizyonundan 2 saat sonra
plazma NGAL seviyelerinin diger belirteclere gore daha erken ve daha yiksek saptandigini
gogtermistir. Schick ve ark. (73) rodent sepsis modelinin yarattigi akut bobrek yetersizliginde
NGAL'i, distal nefronlarda en erken ve guclt indiiklenen protein olarak nitelemislerdir. Zager
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ve ark. (65) 2006 da yayimladiklari LPS ile olusturulmus endotoksemik fare modelinde
levosimendanin bobreklerde anjiyotensin Il ile indiklenen mezangiyal hiicre kontraksiyonunu
tamamen bloke ettigini, glomeruler filtrasyon katsayisim arttirdigimi; sonug olarak
levosimendanin  septik ABY ye Kkarsi belirgin  koruyucu etkisini  gostermislerdir.
Arastirmamizda ortaya ¢ikan NGAL sonuclari, akut bobrek hasarim ve levosimendanin bu
hasar1 azalttigimin en gucli kamitint olusturmakta ve levosimendanin endotoksemik ABY de

koruyucu etkisini gosteren bu calismayla (65) desteklenmektedir.

Rodent abdominal sepsis modelinde aktive protein C nin 6 saat sonunda bobrek
fonksiyonlarim dizelterek BUN-kreatinin degerlerini dizelttigi bildirilmistir (74). Benzer
sekilde Gu ve ark (75) da elektro akupunkturun LPS verilen ratlarda BUN- kreatinin
degerlerini distrdigini gostermislerdir. Calismamizda sepsis grubu ile sepsist+levosimendan
grubu BUN-kreatinin degerleri arasinda fark saptanamamustir. Literatlirde deneysel sepsiste
NGAL ve BUN-kteratinin degerlerini bir arada degerlendiren galismaya rastlanmamustur.
Bununla birlikte serum kreatinin dizeyinin bobrek fonksiyonlarinin %50 sinden fazlasi
kayboldugunda artmaya basladig1, septik soka bagli ABY’de NGAL’in erken tamda degerinin
serum kresatinine gore belirgin yiksek oldugu saptanmustir(76).

Hasse ve ark. (38) NGAL’in ABY’ de tamisal ve prognostik dogrulugunu arastirdiklar
meta analizlerinde bébrek hasar1 sonrasinda kreatinin salgilanmasinda akut azalma oldugunu
ve bu bagli olarak NGAL/kreatinin oraninda gegici artis saptandigimin rapor edildigini
bildirmislerdir. Calismamizda bu degerler arasinda karsilastirma yapilmamakla birlikte sepsis
ve sepsistlevosimendan grubu kreatinin diizeylerinin sham’e oranla diisik olmasinin bébrek
hasarinin erken dénemde olmasiyla agiklanabilecegi disunilmustur.

Sepsiste dokularda iskemi reperfiizyon (IR) hasari sonucu artan serbest oksijen
radikalleri (SOR) ve hidrojen peroksidin, lipid peroksidasyonu ve protein hasarinm baslatarak
hiicre apoptozisi ve doku nekrozuna yol actigi bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu sonucu
thiobarbithuric acid reaktive substance (TBARS)-MDA agiga c¢ikmaktadir (77).
Calismamizda dokularda SOR olusumunun gostergesi olarak lipid peroksidasyonu son drdn
olan MDA diizeyi olculdi. Istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda fark
saptanmamakla birlikte MDA diizeylerinin sepsis grubunda en yiiksek, sepsis + levosimendan
grubunda ise en dusiik oldugu izlenmistir. Ozkaya ve ark.’ nin (50) calismasinda intestinal iR
periyodundan 6nce uygulanan levosimendanin, doku TBARS diizeylerini 1IR grubuna gore

anlamli oranda distrdigl saptanmistir. Bu sonug 6n tedavi olarak uygulanan levosimendanin
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barsak iskemi reperflizyonu sonrasinda ortaya gikan lipid peroksidasyonunu azalttigin
gostermektedir. Miyozit kultirinde levosimendanin oksidatif strese etkisini arastiran Maytin
ve ark.(78), ilacin klinik terapdtik doz araliginda K-ATP kanallarim agtigini, hidrojen
peroksidin olusturdugu apoptozisten hiicreyi korudugunu bulmuslardir. Zager ve ark. (65) K-
ATP kanal acicisi olan levosimendanin sepsis sendromu gibi siddetli renal vazonstrilkksiyonun
yol agtig1 iskemik ABY’de guvenli oldugunu ve proksmal tibiler hicrelerini korudugunu
ileri sirmislerdir. Calismamizda erken sepsis siirecinde levosimendanin direkt antioksidan
0zelligi yam sira K-ATP kanallarini agarak vazodilatasyonla renal kan akimini arttirdigi ve
sepsistlevosimendan grubunda MDA dizeylerini olumlu etkiledigi dustntlebilir.

Yasuda ve ak. (4), Lerolle ve ark. mn (79) yaptiklari calismalarda vaskiler
dilatasyon, konjesyon, endotel hasarina bagli olarak vaskiler alan disina eritrositlerin ¢ikisi
oldugu gosterilmistir. Ayrica sepsise bagli monosit / makrofaj ve polimorf niveli [6kosit artisi
izlenmektedir. Calismamizda bobreklerin MNH infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu-
vazodilatasyon, tubllerinterstisiyel ve renal korpuskidl - glomertler hasari agisindan

degerlendirilmesi uygun gorilmastar.

Bobregin histopatolojik incelemesinde MNH infiltrasyonu ve tubller interstisiyel
hasar1 degerlendirildiginde, en fazla infiltrasyonun ve hasarlanmanin Sepsis Grubu' nda
oldugu tespit edildi. Sham grubunda, Sepsis ve Sepsistlevosimendan grubuna gore daha az
MNH ve tubulointerstisyel hasarin gbzlenmesine ragmen, sepsis grubunda MNH
infiltrasyonun sepsis+levosimendan grubuna gore daha fazla oldugu goruldi. Istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte levosimendan uygulamasimin sepsise oranla daha ¢ok
vazodilatasyona daha az tubulointerstisiyel hasara yol actig: izlendi. Vazodilatasyon ajanin
farmakolojik etkisi olarak yorumlanmistir. MNH infiltrasyonunu azaltmas: ise
levosimendanin kan akimunmi artirmasinin yam sira FDE inhibisyonuna bagli olarak
antiiflamatuvar etkisi ile de baglantili olabilir (55). Ersdz ve ark. (34) 24 saatlik deneysel
sepsis modelinde atorvastatinin bobreklerde histomorfolojik olarak hasar1 azalttigimi ancak
istatistiksel fark bulamadiklarini bildirmiglerdir. Bizim calismamizda levosimendan 6-8
saatlik sepsis sureci sonunda, MNH infiltrasyonunu belirgin olarak azaltmistir. Bu sonug
ajanin atorvastatinden daha etkili oldugunu disundtrmUstdr.

Levosimendanin sepsiste akciger hasarim azalttigi deneysel olarak gosterilmistir
(55,80). Bu calismada levosimendanin erken sepsiste MNH infiltrasyonu, NGAL dizeylerini

35



ve lipid peroksidasyonunu azalttigi, akut bobrek hasarini engelleyebilecegi yoniunde kanitlar
elde edilmistir. Bununla birlikte sonucun klinik caligmalarla da desteklenmesi gerektigi

kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu deneysel calismada, levosimendanin sepsise bagli akut bobrek hasari Uzerine
etkileri, plazma BUN-kreatinin-NGAL seviyeleri, doku MDA dizeyi, bobrek histolojik hasari
degerlendirilmistir.

Bu calismada:

Sepsisin erken donemlerinde akut bobrek hasarimin olustugu,

Levosimendanin, erken sepsiste ciddi hemodinamik etkilenmeye neden olmadigy,
Levosimendanin septik bobrek hasarinda NGAL diizeylerini azalttigi saptanmustur.
Ayrica bobrek dokusunda MDA degerlerini disUrdigi ve histolojik olarak da bobrek hasarini
azalttig1 gosterilmistir.

Bu sonuglarin klinik arastirmalar ile desteklenmesi uygun olacaktir.
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712011 Protokol No'lu; Ancstezivoloji ve Reanimasyon Anabilim Dah Baskanhif Aragtirma
Gorevlisi Dr.vuhammed ARRKUS un vitriilicisi oldufu “Deneysel abdominal  sepsis modelinde
levosimendan akut bsbrek hasarim engelleyehilir mi?” isimli projenin uy zulanmasinda etik agidan
sakinca yoktur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof.Dr.A.Necati GOKMEN
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Bagkan Yardimeis:
Kurul Baskam

Prof.Dr.Alper SOYLU ProfDr.Ayse GELAL
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Dog.Dr. Turna ILKNUR Dog.Dr.H. Al[ler_BA'l“}RIfA)filJ
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Do¢.Dr.Tonay INCEBOZ Dm; r. .';&rmm GLNC
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