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OZGUN ARASTIRMA / ORIGINAL ARTICLE

Sepsis olusturulan sicanlarda farkh konsantrasyonlarda verilen albuminin
bobrek antioksidan ve serbest oksijen radikalleri iizerine etkisi

The effects of different concentrations of albumin on renal antioxidants and free oxygen radicals

in rats with sepsis

Ozlem KARA, Tiimay UMUROGLU, Tolga GURSOY, Kemal Tolga SARACOGLU, Fevzi Yilmaz GOGUS

OZET

Amac: Bu ¢aligmanin amaci sepsis olusturulan siganlarda antioksidan
ozellikler gosteren albuminin farkli konsantrasyonlarinin bobrek
antioksidan diizeyleri ve bobrek fonksiyonlar: iizerine etkilerini
arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 28 adet erigkin Sprague-Dawley
sican 4 gruba ayrildi. Birinci gruba (Grup K) herhangi bir ajan
uygulanmadi. Diger gruplarda intraabdominal sepsis olusturuldu.
ikinci gruba (Grup S) 90 dk siireyle 30 ml/kg serum fizyolojik
inflizyonu, 3. gruba (Grup AS5) 90 dk siireyle 15 ml/kg %5 albumin
infiizyonu, 4. gruba (Grup A25) ise 45 dk siireyle 3 ml/kg %25
albumin infiizyonu uygulandi. 18. saatin sonunda tiim si¢anlara
anestezi altinda bilateral nefrektomi yapildi. Kan iire nitrojeni,
kreatinin ve albumin diizeylerini saptamak i¢in bobrek venlerinden
kan ornekleri alindi. Bébrek dokulart elektron mikroskobu altinda
diseke edilerek serbest oksijen radikalleri ve antioksidan diizeylerinin
ol¢timii yapildi.

Bulgular: Calismamizda serum fizyolojik uygulanan grupla
karsilastirildiginda her 2 konsantrasyonda albumin uygulanan septik
sicanlarda bobrek fonksiyonlarmin daha iyi, glutatyon diizeylerinin
daha yiiksek, malondialdehit ve myeloperoksidaz diizeylerinin daha
diisiik oldugu saptandi. Ek olarak A25 grubunda kan {ire nitrojeni ve
bobrek glutatyon diizeyleri A5 grubuna gore belirgin yiiksekti.

Sonug: Bobrek dokusunda antioksidan etkilerini saptadigimiz
%25 albuminin hizli inflizyonunun sepsis olgularinda kullaniminin
bobrek disfonksiyonu gelismesini dnleme veya geciktirme agisindan
yiiz giildiiriicii olabilecegi diisiincesine vartlmistir.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study is to investigate the effects
of different concentrations of albumin, which has antioxidant
characteristics on renal antioxidant levels and renal functions in
rats with sepsis.

Materials and Methods: Twenty-eight adult male
Sprague-Dawley rats were divided into 4 groups. No agent was
implemented to Group K. Group S received 30 ml/kg of saline
infusion for 90 min, Group AS received 15 ml/kg of 5% albumin
infusion for 90 min and Group A25 received 3 ml/kg of 25%
albumin infusion for 45 min. At the end of the 18th hour, bilateral
nephrectomy was performed. Blood samples were taken to
determine blood urea nitrogen, creatinine and albumin levels.
Kidney tissue samples were dissected to measure the levels of free
oxygen radicals and antioxidants.

Results: Better renal function, higher levels of glutathione and
malondialdehyde with lower myeloperoxidase levels were
obtained in septic rats following treatment with 2 different
concentrations of albumin. In Group A25, blood urea nitrogen and
renal glutathione levels were significantly higher than in Group
AS.

Conclusion: We are of the opinion that the rapid infusion of
25% albumin may prevent or delay the occurrence of renal
dysfunction in patients with sepsis.
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Giris

Giliniimiizde sepsis insidans1 giderek artmakta ve mortalite
orant %30 ila %50 arasinda degismektedir [1]. Konagin
infeksiyona kars1 gosterdigi kontrolsiiz sistemik inflamatuar
yanit olarak adlandirilan sepsis siiregen bir sendromdur.
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, sepsis sirasinda oksidatif
stresin olustugu saptanmustir [2-4]. Sepsisde fazla miktarda
tiretilen serbest oksijen radikalleri endotel ve doku hasarina
neden olmakta, bunun sonucunda membran lipid
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peroksidasyonu ve DNA hasari geliserek birden fazla organ
yetmezligi olur ve dliim gelisebilmektedir [5]. Sepsisde
prooksidan ve antioksidan dengesinin antioksidan lehine
bozulmus olmasi, aragtirmacilar1 sepsis olgularinda
antioksidan ajanlarin denenmesi konusunda
cesaretlendirmistir [6,7]. Insan viicudunda dogal olarak
bulunan ve onkotik basimcin 6nemli bir boliimiinii saglayan
albuminin de antioksidan o6zelliklerinin oldugu
bilinmektedir [8,9]. Albumin demir iyonuna baglanarak
lipid peroksidasyonu gibi demir bagimli oksidasyon
olaylarimi engeller [10]. In vivo g¢alismalarda ve hiicre
kiltiirlerinde intraseliiler ve doku glutatyon depolarini
arttirdig1 da gosterilmistir [11]. Albumin reaktif oksijen
tlirlerini thiol grubu sayesinde yok eder [12]. Sepsis
sendromu olan hastalarda %20 albumin inflizyonunun
plazma thiol konsantrasyonunu arttirdigi bildirilmistir [13].
Ilging olarak yiiksek konsantrasyonda ancak diisiik
voliimde hizla infiize edilen albuminin akciger dokusundaki
antioksidan etkisinin diisitk konsantrasyonda ancak genis
volimde yavas infiizyonunundan daha etkin oldugu
saptanmistir [14]. Bu durumda, albuminin antioksidan
etkisini gosterebilmesi igin bir esik konsantrasyon degerine
gereksinim duydugu diisiiniilmektedir. Bu diisiinceden
hareketle ¢caligmamizda sepsis olusturulan siganlarda farkli
konsantrasyonlardaki albumin sollisyonlarinin infiizyon
hizlarinin bobrek fonksiyonlari, bobrek antioksidan ve
serbest oksijen radikalleri diizeylerine etkilerini aragtirmayt1
amacladik. Bu calismadaki hipotezimiz albumin
konsantrasyonu arttikga bobrek {izerine olan koruyucu
etkilerin artabilecegidir.

Gere¢ ve Yontem

Calisma, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvani Etik Kurulu (DHEK) onay1 alinarak Marmara
Universitesi, Tip Fakiiltesi hayvan labratuvarindan temin
edilen 200-250 g agirlhigindaki saglikli Sprague-Dawley
cinsi 28 sican lizerinde gergeklestirildi. Deney hayvanlari
celik kafesler iginde barindirilarak herhangi bir vitamin ve
besin kisitlamasi igermeyen yemle beslendi.

Caligmada 21 adet sicana 100 mg/kg dozda ketamin, 10
mg/kg xylazin ile birlikte intraperitoneal uygulandiktan
sonra Wei ve ark. [15] tarafindan tarif edilen intraabdominal
sepsis modeli ile sepsis olusturmak i¢in %10 povidin iyodin
ile temizligi takiben orta hat kesisi ile batina girildi. Cekum
eksplore edildi. 2/0 ipekle ¢ekum baglandiktan sonra 18 G
igneyle ¢cekum 3 kez delinerek batina yerlestirildi. Orta hat
3/0 ipekle tam kat kapatildi. Daha sonra siganlara intravendz
inflizyon uygulamak amaciyla sag vena jugularis interna’dan
24 G anjiokateter takildi. Sicanlar 4 gruba ayrild.

1. Grup: Kontrol grubu. Anestezi altinda cerrahi islem

uygulanan ancak sepsis olusturulmayan grup (n=7) (Grup K).

2. Grup: Anestezi altinda sepsis olusturulan ve 30 ml/
kg/90dk dozda serum fizyolojik inflizyonu alan grup (n=7)
(Grup S).

3. Grup: Anestezi altinda sepsis olusturulan ve 15 ml/
kg/90dk dozda %35 albumin infiizyonu alan grup (n=7)
(Grup AS).

4. Grup: Anestezi altinda sepsis olusturulan ve 3 ml/

kg/45dk dozda %25 albumin infiizyonu alan grup (n=7)
(Grup A25).
Islem sonrasinda siganlar anesteziden derlenme siiresi
boyunca goézlendi ve kafeslere konularak 18 saat boyunca
gida ve su alimlar kisitlanmadan gozlemlendi. 18. saatin
sonunda kontrol grubu da dahil tiim si¢anlar intraperitoneal
ketaminle uyutularak 2 bobrekleri de cikartildi ve kan iire
nitrojeni, kreatinin ve albumin diizeylerini saptamak i¢in
bobrek venlerinden kan 6rnekleri alindi ve bobrek dokulari
mikroskop altinda diseke edildi. Siganlar islem
tamamlandiktan sonra yiiksek doz intraperitoneal sodium
tiopentalle 6ldiiriildii. Diseke edilen bobrekler %0,9 luk
serum fizyolojikle yikandi.

Biyokimyasal parametreler

Malondialdehit ve Glutatyon
Lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehit
(MDA), ve glutatyon (GSH) diizeylerinin dl¢iimii i¢in
dokular 150 mM’luk soguk KCl ile hemojenize edildi. GSH
diizeyleri spektrofotometrik olarak Ellman’s kimyasal
maddesi kullanilarak belirlendi.

Myeloperoksidaz

Myeloperoksidaz (MPO) diizeyi dl¢limii igin doku 6rnekleri
(0,2-0,3 g) hekzadesiltrimetil amonyum bromid (HETAB
%0,5) igeren 10 cc’lik soguk potasyum fosfat (K2ZHPO4) ile
homojenize edildi. Bu dokular 12000 rpm 4 santigrad
derecede 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra %0,5’lik HETAB
iceren K2HPO4 ve 10 mMolliik eilendiaminotetraasetik asit
(EDTA) ile tekrar homojenize edildi. MPO aktivitesi H,0,
bagimli o-dianizidin 2 HCI oksidayonu dl¢iilerek elde edildi
[16,17].

Istatistiksel yontemde alinan kan drneklerinden ve
bobrek antioksidan diizeylerinden elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde gruplar arasi farki saptamak amaciyla
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey Kramer
¢oklu karsilagtirma testi kullanildi. Sonuglar ortalama # ss
olarak belirlendi. P <0,05 degeri istatistiksel farki belirledi.

Bulgular

Viicut agirligt agisindan gruplar arasinda fark yoktu
(p>0,05). Calismada elde edilen biyokimyasal parametreler
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ve bobrek dokusu GSH diizeyleri Tablo I ve II’de
gosterilmigtir.

Grup A25’in iire degerleri Grup S’ye gore belirgin
diistiktii (p<0,05). Grup S’de iire degerlerinde artis oldugu
halde anlamli fark bulunmamaktaydi (p>0,05). Kreatinin
degerleri agisindan g¢alisma gruplart arasinda fark
saptanmadi. Albumin diizeyleri, Grup AS ve A25’de Grup
S ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
ylikseklik saptanmadi (p=0,429). Bébrek GSH diizeyleri,
Grup AS ve Grup A25’de, Grup K ve S’ye gore belirgin
yiiksekti (p<0,01). Grup A25’de ise Grup A5’e gore bobrek
GSH diizeyleri belirgin yiiksekti (p<0,01).

Bobrek dokusu MDH ve MPO diizeyleri Tablo III’de
gosterilmistir. Bobrek MDH diizeyleri tiim gruplarda Grup
K’ya gore belirgin yiiksekti (p<0,01), MPO diizeyleri de
Grup K, A5 ve A25°de Grup S’ye gore belirgin diistiktii
(p<0,01). Grup A5 ve Grup A25’deki MPO diizeyleri ile
Grup K’daki diizeyler arasinda istatistiksel fark saptanmadi.

Tartisma

Sepsis sirasinda prooksidanlar lehine bozulmusg prooksidan-
antioksidan etki dengesi sepsisdeki hastalarda antioksidan
ajanlarin kullanimlarini giindeme getirmistir [18].
Antioksidanlar ekstraseliiler olarak toksik serbest oksijen
tiirlerini temizleyerek ve intraseliiler olarak da membrandaki
lipid peroksidasyonunu engelleyerek koruma saglarlar.
Boylece endotoksinlerin ve inflamatuar sitokinlerin sinyal
iletimini modifiye veya bloke ederek inflamatuar cevabin
erken doneminde de etkili olabilirler [19].

Etkili bir intravaskiiler hacim genisletici olan albumin
sok veya resiisitasyon sirasinda tercih edilen bir ajandir.
Son yillarda albumin solusyonu antioksidan 6zelliklerinin
on plana ¢ikmasiyla yeniden popiilarite kazanmistir [20].
Akut akciger hasart modeli lizerinde gerceklestirilen bir
calismada albuminin antioksidan 6zelligini gosterebilmesi
icin esik bir konsantrasyon degerinin oldugu one
stiriilmiistiir [14]. Hipovolemik sok sonrast ayni miktarda
ancak farkli siirede farkli konsantrasyonlarda infiize edilen
insan albumini akciger dokusunda farkli miktarlarda
antioksidan madde olusumuna neden olmustur. Buna gore
%25 albumin infiizyonu daha hafif siddette akciger hasari
olusturmustur. Sozii edilen bu calismada akut akciger
varliginda yliksek konsantrasyondaki albuminin akciger
dokusunda antioksidan etkisi oldugu kanitlanmustir.

Bobrekler hem intravaskiiler voliim degisiklikleri hem
de endotel harabiyetine diger organlardan daha hassas
organlar olmalar1 nedeniyle sepsis sirasinda olumsuz
etkilenen organlarin basinda gelirler [21]. Ayn1 zamanda
infeksiydz ajanlar lokal inflamatuar medyatdrler salarak,
renal mikrosirkiilasyonu degistirerek ve/veya endothelial
yapty1 hasarlayarak bobrek fonksiyonlarini bozarlar [22].

Tablo I: Serum iire, kreatinin ve albumin degerleri (ort+ss)

Ure Kreatinin Albumin
(mg/dl) (mg/dl) (2/dl)
Grup K (n=7) 37,144+2,61 0,5+0,9 3,52+0,12
Grup S (n=7) 74,0+39.4 1,8840,5% 2,670,259
Grup A5 (n=7) 44,0+31,23 0,64+0,4+ 3,01+0,129
Grup A25 (n=7)  22,0+11,9% 0,620,1 3,08£0,29

* p<0,05, Grup S ile karsilastirildiginda
T p<0,05, Grup K ile karsilastirildiginda
9 p<0,05, Grup K ile karsilastirildiginda

Tablo I1: Bobrek dokusu glutatyon diizeyleri (umol/g) (orttss)

Glutatyon
Grup K (n=7) 0,17+0,08
Grup S (n=7) 0,47+0,12
Grup A5 (n=7) 2,7£2,2%
Grup A25 (n=7) 4,7+0,5%q

* p<0,01, Grup S ve Grup K ile karsilastirildiginda
9 p<0,01, Grup AS ile karsilastirildiginda

Tablo III: Bobrek dokusu lipid peroksidaz ve myeloperoksidaz
diizeyleri (ort£ss)

Malondialdehit Myeloperoksidaz
Grup K (n=7) 5,443,7 0,9+0,59
Grup S (n=7) 16,8+3,8* 6,6+3,6
Grup AS (n=7) 9,842,7* 2,3+1,39
Grup A25 (n=7) 9,8+4,2% 1,6£2,29

* p<0,01, Grup K ile karsilastirildiginda
4 p<0,01, Grup S ile karsilastirildiginda

Serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasinin da bobrek
hasarint ¢ok hizli arttirdigi gosterilmistir [23]. Kritik
hastalarda sepsise bagli olarak gelisen akut bobrek
yetmezliginin mortalitesinin yiiksek olusu nedeniyle de
sepsis slirecinde bobrek perfiizyonunu saglamak ve bu
organlar1 hasarlanmaktan korumak gerekmektedir. Ayni
miktarda ancak farkli konsantrasyonlardaki albumin
solusyonlarinin farkli sitirelerde infiizyonlarinin akciger
hasarini azaltici antioksidan etkilerinin farkli olarak
saptandig1 caligmalardan hareket ederek calismamizda
septik si¢anlarda, iki farkli konsantrasyondaki albiiminin
yavas ve hizli inflizyonunun, bobrek fonksiyonlari, GSH,
MDH ve MPO diizeyleri iizerine etkilerini incelemeyi
amagcladik.

Sicanlarda sepsis tedavisinde denenen bazi antioksidan
ajanlarm sepsisle tetiklenen renal vaskiiler rezistans artigimni
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baskiladigi ve serbest oksijen radikallerinin ortadan
kaldirilmast ve arasidonik asit metabolizmasinin
bozulmasiyla bobrek kan akimini arttirdigi saptanmistir
[24]. Albuminin de antioksidan etkileri olan bir ajan oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, bobrek perfiizyonunun diizeltici
etkisi plazma onkotik basinci arttirarak diiirez
saglamasindan kaynaklanir [25]. Antioksidan etkisi de
sepsisde olusan bobrek hasarinin derecesini azaltabilir.
Calismamiz, literatiirde albumin infiizyonunun bodbrek
fonksiyonlari, bobrek serbest oksijen radikalleri ve
antioksidan seviyeleri lizerindeki etkilerini aragtiran tek
calismadir.

MPO, nétrofil infiltrasyonunun MDA membran hasari
iligkili lipid peroksidasyonun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Lipid peroksidasyonu hiicresel membran
hasari ile son organ hasarina sebep olur ve renal iskeminin
bir gostergesidir. GSH indirgenmis tiyol ajanlarindan biridir
ve membran lipid peroksitlerini onarabilmektedir [26,27].
Calismamizda, serum fizyolojik uygulanan grupla
karsilastirildiginda her iki konsantrasyonda albumin
uygulanan septik siganlarda bobrek fonksiyonlarinin daha
iyi, GSH diizeylerinin daha yiiksek, MPO ve MDA
diizeylerinin daha diisiik oldugu saptandi. Ek olarak A25
grubunda kan iire ve bobrek GSH diizeyleri A5 grubuna
gore belirgin yiliksekti. Bu bulgulara gére ayni miktarlarda
%25 albuminin hizli inflizyonunun %5 albuminin yavas
infiizyonundan daha fazla bobrek koruyucu etkisi oldugu
saptanmistir. %25 albuminin antioksidan 6zelliginin %5
albumine gore daha kuvvetli olmasinin hiperozmolar yapida
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiincesi akla gelmektedir.
Bu konuda yapilan galigmalarda antioksidan etkinin ajanin
toplam dozundan ¢ok konsantrasyonuyla iligkili oldugu
saptanmigtir [14]. Bir maddenin hiperosmolaritesinin
antiinflamatuar etki olusturabilmesi i¢in gerekli serum
ozmolaritesinin 350 mOsm oldugu diisiintiliirse [28,29],
ayni diizeyde serum ozmolaritesinin saglanmasi, antioksidan
etki i¢in de gecerli olabilir. %25 albumin inflizyonuyla
saglanan serum ozmolaritesi 330-340 mOsm’dur [14]. Bu
konsantrasyondaki albuminin hizli infiizyonu serum
osmolaritesinin etkili bir sekilde ve kisa bir zamanda
artmasini sagliyor olabilir. Dolayisiyla %25 albuminin
antioksidan etkisinin hiperosmolaritesinden ve hizh
inflizyonundan kaynaklandigini ifade etmek akilci olabilir.
Ancak osmolarite dis1 faktorlerin de bu konuda etkili
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Yayinlanan bazi derlemelerde kritik hastalarda albumin
kullaniminin mortaliteyi arttirdig: ifade edilse de bu
konudaki tartigmalar halen siirmektedir [30]. Son yillarda
gerceklestirilen randomize kontrollii ¢alismalarda albumin
inflizyonunun plazma onkotik basinci arttirarak uzun siire
hemodinamik stabilite olusturdugu ve diiirezi saglayarak
kritik hasta grubunda olumlu etkileri oldugu, PaO,/FiO,

oranini arttirdigl, mekanik ventilasyon ve yogun bakimda
kalis siirelerini kisalttig1 6n plana ¢ikmigtir [31].

Calismamizin kisithiliklarindan biri siganlarda bobrek
fonksiyonunu ya da disfonksiyonunu belgeleyebilecek
baska parametrelere ihtiya¢ olmasidir. Renal dokunun
histopatolojik incelemesini de igeren ileri calismalara
gereksinim oldugu kanisindayiz.

Sonug olarak, bobrek dokusunda antioksidan etkilerini
saptadigimiz %25 albuminin hizli inflizyonunun sepsis
olgularinda kullaniminin bdbrek disfonksiyonu gelismesini
onleme veya geciktirme agisindan yiiz giildiiriicii olabilecegi
diisiincesine varilmistir. Ancak, sepsis siirecinde albuminin
bobrek fonksiyonlari, serbest oksijen radikalleri ve
antioksidan diizeyleri tizerindeki etkilerini arastiracak
diizgiin tasarlanmig, randomize insan ¢aligmalarina da
gereksinim oldugu bir gergektir.

Cikar catismasi bildirimi
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catigmasi bulunmamaktadir.
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