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Kopeklerde deneysel nefrotoksikozisde eritropoietin seviyesi ve

bazi hematolojik parametreler iizerinde arastirmalar

Ebubekir Ceylan  Zahid T. Agaoglu

Yiiziincii Yil Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar: Anabilim Dali, Van, TURKIYE

Ozet: Bu calismada, kopeklerde deneysel olusturulan nefrotoksikoziste Epo seviyesi ve bazi kan parametreleri
degerlendirilerek nefritislerdeki etkinligi arastirildi. Bu ¢aligmanin materyalini 18 adet saglikli kopek olugturdu.
Gentamisin enjeksiyonlar1 10 giin stireyle giinde 3 kez (saat: 8.00, 12.00, 24.00) olmak fizere A grubuna (n=6) 7
mg/kg, B grubuna (n=6) 10 mg/kg, C grubuna (n=6) ise 15 mg/kg dozda, intramiiskiiler yolla yapildi. Kopekler,
uygulama oncesi ve uygulama siiresince her giin klinik, 2, 5, 7 ve 12. giinlerde hematolojik ve biyokimyasal
muayenelerden gegirildi.

A grubunda lskosit ve idrar GGT’sindeki artig (p<0.05) hari¢, diger hematolojik ve biyokimyasal
parametrelerde deneme siiresince istatistik olarak ¢nemli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). B grubundaki
hematolojik parametrelerden I6kositlerdeki artis ve MCV degerlerinde azalma; biyokimyasal parametrelerden Epo,
potasyum, fosfor, kan iire nitrojen ve idrar GGT’sindeki artig; sodyum, kalsiyum, albumin ve protein degerlerindeki
diisiis istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.001). C grubundaki hematolojik parametrelerden eritrosit, hemoglobin,
hematokrit, MCH, MCHC, MCV degerlerindeki azalma, 15kosit degerlerindeki artis; biyokimyasal parametrelerden
Epo, sodyum, atbumin, kalsiyum ve protein degerlerindeki azalma ve potasyum, fosfor, kan tre nitrojen, kreatinin ve
idrar GGTindeki artig istatistik olarak dnemli bulundu (p<0.001)

Bobreklerin histopatolojik incelenmesinde A grubunda onemli bir degisiklik tespit edilemezken, B ve C
grubundaki kopeklerin bobrek proksimal tubuluslarinda hiicre niikleuslart ve stoplazma swirlar kaybolmus
goriiniimde, epitel hiicrelerinde vakuoler, diger tubulus epitel hiicrelerinde graniiler dejenerasyon tespit edildi. Akut
tubular nekroz belirgindi. Jukstaglomeriiler hiicrelerde graniiler ve vakuoler dejenerasyon, siyah—kahverenkli
graniiler madde birikimi ve interstisyel odem tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Kopek, Eritropoietin, Bobrek, Nefrotoksikozis, Gentamisin.

Investigation on erythropoietin level and some blood parameters
in experimental nephrotoxicosis in dogs

Abstract: In this study, it was investigated Erythropoietin levels and some hematologic parameters in experimental
nephrotoxicosis in dogs. Eighteen healhty dogs were used as a material in this study. Gentamicine sulphate was given
to induce nephrotoxicity at the dose of 7 mg/kg body weight to group A, 10 mg/kg body weight to group B and 15
mg/kg body weight to group C for 10 consecutive days. Dogs were examined before the experiment and during the
experiment every day clinically, 2, 5, 7 and 12. days hematologic and biochemical examinations.

In group A, except increase in leukosite and urine GGT values (p<0.05), it was not observed an important
changes statistically at hematologic and biochemical parameters during the experiment (p>0.05). From hematologic
parameters in group B, increase in leukosite, decrease in MCV values; from the biochemical parameters increase in
Epo, potassium, phosphorus, blood urea nitrogen and urine GGT values; decrease in sodium, calcium, albumin and
protein values were found statistically significant (p<0.001). Decrease in erythrocyte, hemoglobin, hematocrit, MCH,
MCHC, MCV and increase in leukosite values from hematologic parameters in group C; decrease in Epo, sodium,
albumin, calcium and protein values; increase in potassium, phosphorus, blood urea nitrogen, creatinin and urine
GGT from biochemical parameters were found significant statistically (p<0.001).

While it was not found an important changes at histologic examination of kidney in group A, in group B and C
the disappearence of the nuclei and borders of cytoplasm at the proximal tubules, vacuoler degeneration on epithelial
cells and granuler degeneration on the other epithelial cells were found. Acute tubuler necrosis was evident. It was
found granuler and vacuoler degeneration, black-brown granuler accumulation and intersititial oedema at the
juxtaglomerular cells.

Key Words: Dog, Erythropoietin, Kidney, Nephrotoxicosis, Gentamisin sulphate.
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GIRIS

Bobrekler ekskresyonun yanisira renin,
prostoglandinler, kininler, 1,25-dihidroksi vitamin Dj
ve eritropoetin lireten ve salgilayan énemli bir endokrin
organdir. Renin, Na* ve K" dengesini saglayarak kan
basincinmn diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan renin -
angiotensin - aldosteron sistemini aktive etmektedir.
Protoglandinler ve kininler (bradikinin) vazoaktiftirler

ve renal kan akiminin diizenlenmesi ile
modulasyonunda 6nemlidir. 1, 25-Dihidroksivitamin
D;, Ca™un gastrointestinal  kanaldan  normal

reabsorbsiyonu ve kemikte depolanmast igin gereklidir.
Eritropoetin kemik iliginde eritrosit olusumunu stimule
eder (1).

Eritropoietin  (Epo), temel olarak bdbreklerden
salgilanan, glikoprotein yapisinda bir hormondur (1).
Eritroid seri on hiicrelerin proliferasyonunu uyaran,
yasamlarini siirdiirmelerini saglayan Epo’nun, baslica
renal peritubuler intersitisyal hiicrelerde, hepatositlerde
ve kupfer hiicrelerinde tretildigi bildirilmektedir (2).
Yetiskin karacigerinin total Epo tretimine katkist %10-
15°tir. Epo iretimi fetal donemde karacigerde
gergeklesirken, dogumdan hemen sonra bobrekler
tarafindan vapilmaktadir (3). Epo hipoksiye cevap
olarak sentezlenir ve hormonun birikimi olmamasi
nedeniyle gerekli miktar: plazmada ve sadece biyolojik
olarak aktif formda bulunur. Dolasimdaki Epo
seviyesinin artmasinin, bu hormonun iiretimi tizerine
herhangi negatif bir etkisi yoktur (4).

Epo’nun metabolizma ve eliminasyonu, esas
olarak karaciger ve bobreklerde yapilir.  Epo
metabolizmasinda  esas fonksiyonu karaciger
iistlenmesine ragmen, nefrektomi yapilan, anefrik ya da
iireterleri baglanan kopeklerde Epo’nun yar1 émriiniin
uzamasi, bobregin  Epo metabolizmasinda gorev
aldigmi diistindirmektedir (5).

Epo diizeyinin belirlenmesinde serum, plazma,
idrar ve timorli doku kullanilmaktadir (6). Endojen
Epo (dolagima bobreklerden karigan)’ nun sadece 6-9
saatlik bir plazma yart omrii oldugu i¢in, Epo
iiretimindeki degisiklikler, kan konsantrasyonundaki
degisiklikleri yansitmaktadir. Bu yiizden serum Epo
konsantrasyonunun tesbiti, polisitemi ve anemilerin
sebep ve kontrolu hakkinda énemli bilgi saglamaktadir
(7). Epo’nun serum, idrar ve diger viicut sivilarindaki
varligi biyoassay (in vivo ve in vitro) ya da
immunokimyasal metot (Hemaglitinasyon inhibisyon,
radioimmunoassay) ile tesbit edilebilir (7, §, 9, 10).

Plazma Epo seviyesinin, bir veya iki bobrekte
ortaya ¢ikan in vivo anoksi sonucu yiikseldigi
bildirilmistir. Bsbreklerin alinmasi ya da bobreklerde
siddetli hasar olustugunda, renal glomerular filtrasyon
oraninda ve plazma Epo seviyesinde diisme, kemik
iligindeki  eritroid  hiicrelerde  azalma  ortaya
cikmaktadir. Epo, O, teminindeki kuguk degisikliklere
oldukga fazla duyarlidir. Idrarda da bulunan Epo,

hematokrit konsantrasyonundaki degisikliklere bagh
olarak farkhilik gosterir. (11).

Akut renal yetersizligin olusmasimda meydana
gelen anemi ¢ogunlukla renal yetersizligin kendinden
daha  ziyade, renal yetersizlie sebep olan
bozukluklarin  bir sonucudur (12). Akut renal
yetersizlikle ilgili olarak sekillenen aneminin en &nemli
isareti, intravaskuler hemolizin varligidir. Bu yiizden,
aneminin  etiyolojisi ~ degisebilmesine  ragmen,
morfolojik ve biyokimyasal anormallikler genelde
aymidir. Eritrositlerde membran hasar1 gérillmektedir.

Akut  hemolitik  transfiizyon  reaksiyonunda
sferositlerin  varh@1, hiicre igeriginin fazlaligmda
membran bolgesini kaybeden eritrositler, G6PD (glikoz
6 fosfat dehidrogenaz) yetersizliginde sferositlerle
birlikte blister benzeri deformiteli eritrositlerin varhgl
morfolojik anormallikler olarak tanimlanmiglardir.
Akut hemolizde ortaya ¢ikan indirekt bilirubin artisi,
LDH ve retikulosit sayisinda artis,  serum
haptoglobulininde ~ azalma,  hemoglobinemi  ve
hemoglobinuri ~ goriilir. ~ G6PD  yetersizliginde
eritrositler, hemoglobin molekiliinti oksidasyondan
koruyamaz. (12).

Akut renal vyetersizlikteki hasarin mekanizmasi
sebebe bagh olarak degismektedir. Intramuskiiler

hemoliz sonucu olusan  hemoglobinemi, renal
fonksiyonda sadece kiigiik bozukluklar meydana
gelirken immun komplexle  kaplt eritrosit

membranlarmin  bébreklerde birikmesi ya da fibrin
birikimi ¢nemli renal hasart meydana getirmektedir.
Akut renal yetersizligi esnasinda Epo uretimi ile ilgili
detayli calismalar yapilmamustir (4).

KBY’de serum Epo seviyesinin  diismesi,
bobreklerde Epo tireten kismin hasara ugramasi sonucu
meydana gelmektedir. Epo seviyesi renal hasarmn
ilerlemesiyle diigerek, anemiye neden olur (13). Bobrek
yetersizliginden kaynaklanan anemi, eritrositlerin
yasam  siiresinin  kisalmasi, hemoliz, eritropoezi
baskilayan inhibitorler, toksik metabolitler ve kanama
sonucu gorilmektedir (4, 12).

Bobrekler, kan  akisinin fazla  olmasy,
konsantrasyon, metabolik aktivasyon ve aktif transport
gerceklestirildiginden dolay: toksisite igin hedef organ
durumundadir. Aminoglikozid antibiyotikler, Veteriner
Hekimlikte G (-) aerobik enfeksiyonlarmn tedavi ve
kontroliinde yaygin olarak kullaniimaktadir. *Ancak
potansiyel nefrotoksik etkilerinden dolay: kullanimlar
smirlanmistir. (14-16).Nefrotoksisite, klinik muayene,
kan ve serum biyokimyasal analizler, idrar analizleri ve
histopatolojik muayeneler sonucu tespit edilebilir (17-
19).

Arastirmada bilinen tani yontemlerine ilaveten
deneysel  nefritis  olusturulan  kopeklerde Epo
seviyesindeki degisiklikler aragstirilarak hematolojik,
biyokimyasal degerler ile bsbrek hasarmn, bu seviye
ile arasindaki iliski incelenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Bu arastirmada Van yoresinden toplanan her iki
cinsten 6-21 kg canli agirlikta, 2-7 yag arasi toplam 18
adet saglikli melez kopek kullamldi Y. Y. U. Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde,
hematolojik muayene i¢in Coulter MAXM kan sayim
cihazi, biyokimyasal muayene i¢in Technicon RA-TX
otoanalizér kullanildi. Epo odl¢iimleri i¢in Veteriner
Fakiiltesi, Obstetrik ve Jinekoloji Anabilim Dahnda
bulunan Gama Counter cihazi (izotop) kullanildi.
Nefrotoksisite olusturmak amaciyla Gentamisin siilfat
kullanildi.

Metot

Arastirma Oncesi ve siiresince (12 giin) her g
gruptaki kopekler sistemik olarak muayene edildi.
Deneme oncesi hazirliklari tamamlanan kopekler, her
biri 6 kopekten olusan ii¢ gruba ayrildi (A, B ve C
grubu). A grubuna 7 mg/kg, B grubuna 10 mg/kg, C
grubuna 15 mg/kg dozunda 8§ saat araliklarla giinde 3
kez (8.00, 12.00, 24.00) olmak iizere, kas igi yolla, 10
giin siire ile Gentamisin suilfat enjeksiyonu yapildi.

Kopeklerin kan drnekleri, uygulama 6ncesi 2 defa
(0 giin) ve uygulama siiresince 2., 5., 7. ve 12. giinlerde
alindi. Na, K, Ca, P, Albumin, Protein, Ure, Kreatinin
ve Epo ol¢iimii i¢in, usiiline uygun olarak 10 ml’lik
antikoagulantsiz tiiplere alman kanlarin serumlar:
cikarildi. Hematolojik muayene igin 5 ml’lik
antikoagulantli (EDTA) tiiplere 2 ml kan alindi
Biyokimyasal ve makroskobik muayenesi icin idrar
ornekleri, uygulama Oncesi ve siiresince kateter
kullanarak alindi. Biyokimyasal parametreler igin kan
orneklerinin Olgiimleri Technicon RA-XT otoanalizor
ile yapildi. Epo olgiimleri igin alman kanlarm
serumlari, sogutmali santrifiij kullanilarak ¢ikarildi ve
topluca o6lgiilmek iizere —21°C’de derin dondurucuda
saklandi. Gentamisinin ii¢ ayr1 grupta hematolojik ve
biyokimyasal parametreler izerine etkilerini
kargilastirmak ve bu etkilerin grup igindeki giinlere
gore degisimini belirlemek i¢in Student’in t-testi,
gruplar arasi degisimi belirlemek igin ise oneway
ANOVA testi uygulanmistir.

BULGULAR

Birinci gruptaki kopeklerden 2 tanesi, ikinci
gruptakilerde 4 tanesi ve uglincii gruptaki kopeklerden
ise tiremik komaya giren kopekler uyutularak otopsileri
yapildi

Laboratuvar Bulgular

Calismanin 7. giinii birinci gruptaki kopeklerin
idrar sedimentinin mikroskobisinde nadir eritrosit,
lokosit ve epitel hiicreleri gozlendi. lkinci gruptaki
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kopeklerde ise 7. giin idrar sedimentinin mikroskobik
bakisinda silindiruri, nadir eritrosit, Iskosit kiimeleri,
protein ve renal tubuler hiicreler gozlendi. Ugiincii
grubun idrar mikroskobisinde ise 5. giin silindiruri,
eritrosit, lokosit, protein ve renal tubuler hiicreler
goriildii.

Hematolojik Bulgular

Deneme oOncesi ve sonrast her {i¢ grup
kopeklerdeki eritrosit, 16kosit, hematokrit, hemoglobin,
MCV, MCH ve MCHC diizeyleri Tablo 2’de verildi.

Biyokimyasal bulgular

Kopeklerdeki (A, B ve C grubu) deneme Oncesi
ve siiresince (12 giin) belirlenen serum Epo, sodyum,
potasyum, kalsiyum, fosfor, albumin, protein, kan iire
nitrojen ve kreatinin konsantrasyonlar: ile idrar GGT
degerleri Tablo 1°de gosterildi.

Otopsi Bulgulari

Calismanin sonunda A grubundaki kdpeklerden 2
tanesi uyutularak otopsileri yapildi. Enjeksiyon
bolgesindeki nekroz hari¢, her iki kopegin genel
goriiniimii  normal bulundu. B grubundan 3, C
grubundan 6 adet kopegin otopsileri yapildi. Otopsisi
yaptlan biitiin  kopeklerin bobreklerinde siskinlik,
renginde solma, bobrek ¢evresindeki yag dokusunda
erime ve ddem, medullasinda hiperemik odaklar tespit
edildi. Mide mukozalani hiperemik olup petesiyel
kanama odaklari, karacigerde 6zellikle C grubunda
bilyiime tespit edildi. Midedeki hemorajik odaklara
(iiremik gastritis) ince barsaklarda da rastlandi. C
grubundaki kopeklerin bobrek kapsulalarinin ¢ok kolay
soyulabildigi tespit edildi. Ayrica son iki gruptaki (B ve
C) kopeklerin  idrar  keselerinde  kalinlagma,
duvarlarinda nekroz odaklari saptandi. Enjeksiyon
bolgelerinde kanama ve nekroz odaklari, sinirh 6dem
tespit edildi.

Histopatolojik Bulgular

Otopsileri  yapilan kopeklerin histopatojolojik
incelemesinde A grubunda onemli bir degisiklik tespit
edilmezken, B ve C grubundaki kopeklerde kapsiil
altinda tubulus, glomerul ve interstisyumu kapsayan
nekroz tespit edildi. Proksimal tubuluslarda hiicre
nikkleuslar1  ve  stoplazma  smirlart  kaybolmus
goriiniimde, epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon
ve diger tubulus epitel hiicrelerinde graniiler
dejenerasyon  saptandi.  Proksimal ve toplayici
tubullerde yaygin tubuler nekroz ve nekrobiyoz, yer yer
siyah graniiler madde, tubuluslarda asidofilik yada
bazofilik boyal silindirlerin varlig: tespit edildi. Akut
tubular nekroz belirgin olup, tubulusun bazal
membranlan  seg¢ilebilmekteydi. Genis bir alanda
subkortikal nekroz ve fokal parankimal nekroz goriildii.
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Jukstaglomeriiler hiicrelerde graniiler ve vakuoler
dejenerasyon, eser miktarda siyah—kahverenkli graniiler

madde birikimi ve interstisyel 6dem tespit edildi.

Tablo 1. Képeklerde (A, B ve C grubu) deneme oncesi ve sonrasi biyokimyasal parametreler.

Giinler Grup n  Eritropoietin Na K Ca P Albumin Protein BUN Kreatinin I-GGT
mU/ml mEq/L MEq/L Mg/l mg/dl g/di g/dl mg/dl mg/dl UL
x*+Sx xtSx X£Sx x£Sx x+Sx x+Sx xESx xtSx x+Sx x+Sx

A 6 81.20£3.64 147.56+032 47140.10 10.150.18 4.83+0.18  2.9630.10  6.2520.17 13.35£0.41  0.65+0.43  72.65i8.25

Den. B 6 8512280 147.98+0.88 4.34+0.26 10024026 5.10+0.16  2.8330.10 6.26+0.13 1337+0.67 0831009  69.8547.88

Oncesi ¢ 91281440 148.80+028 4831028 10.1120.35 5.131026  2.65:009 5813024 13.05£1.03  0.773057  69.94+6.40

6 81.23+3.62 147104022 4.61+0.14 10.1580.17 478+0.17  *2.924009 6.250.16 13331042 0651043  73.56+8.24
2.Gi
o 6 85.1412.88 *1454410.60 4.33£032 10.10+0.26 5.4440.27  *2.78+0.10 6.16£0.17 *14.50+0.87 *1.15:0.43  100.7134.54
C 6 81.0+446 *145.96+0.83 *5.470.33 9.9610.28 *548+021  2.6240.08 5702025 *19.381091 *1.0610.07 **137.0416.31
A 6 81244362 *146.83+0.20 *5.10£0.10 *9.9310.17 4954017  *2.79+0.10 *6.0610.15 14.81%2080 *0.8510.44  *75.168.25
5.Gi
o 6 85.12£2.88 *14583+0.74 *4.69+0.30 ¥9.5610.22 *5.8040.26  2.75+0.16 *5.9410.18 *19.30+1.64 *2.11+0.22 **207.58130.90
C 6 617541158 *141.1040.55 #6.2740.29 *0.49+0.31 *6.97+0.24  *2.24%0.09 5.15:0.20 *52.50+3.56 *#3.81+0.37 *¥269.83122.36
A 6 §1.2413.62 *146.5040.22 *5.28+0.08 *9.7140.15 *5.1020.16 *2.6810.13 *5.9410.13 *1436+0.41 *1.00+0.04  *75.1618.25
7. Gi
. 6 623611259 *144.22+0.61 *4.96+0.26 ¥9.37+0.26 *7.33t0.40  *2.49+0.11 #572%0.22 *35.224547 *3.641022 **432.51+15.36
C 6 *%64.48+4.4] *137.5541.03 #6.9740.34 *0.15+0.23 *7.67+0.23  *1.99+0.10 *4.21#021 *91.50+2.14 *6.91+0.57 **532.66120.66
A 6 81.2043.62 *145.662047 5.50:0.07 *9.5010.13 #5.12+0.15 *2.60+0.13 *5.8230.11 *14.85+0.38 *1.15£0.03  *76.538.01
12. Giin 6 *$83.1242.68 *1423140.65 5.5840.24 *9.10+0.22 *9.39+043 *225+0.15 *52240.16 *85.6917.20 *11.40£0.9 *¥242.40+22.12
C 6 *+49.62+4218 *136.13+0.69 *7.4040.40 *8.7240.12 *8.35:027  *1.7440.06 *3.64£0.13 *128.83+4.44 *12.6010.60 **570.83+39.53
P>0.05, *p<0.05, *¥p<0.001
TARTISMA VE SONUC isirmaya  tesebbils, agri, odem, kusma, ishal,
dehidrasyon, kanh iseme), bu konuda yapilan benzer
Bobrekler, homeostazisin  diizenlenmesinde arastirmalar (17, 23-25) ile ayni dogrultuda oldugu

6nemli fonksiyonlara sahiptir. Baslica sivi-elektrolit ve
asit-baz dengesinin diizenlenmesi, viicuttaki fazla
inorganik maddelerin ve metabolik son iriinlerin
eliminasyonu, viicudun ihtiyact olan maddelerin
(hormonlar, aminoasitler, vitaminler, glikoz, plazma
proteinleri) yapilmast ve viicutta tutulmasi, toksik
maddelerin eliminasyonu gibi bir ¢ok fizyolojik géreve
sahiptir. Viicutta olusan ve digaridan alinan pek ¢ok
madde i¢in atilim organi oldugu igin bu tiir maddelerin
zararli etkilerine maruz kalmaktadir (20, 21).

Kopeklerde bobrek hastaliklari stklikla
goriilmektedir. Bobrek hasarinm tespitinde kullanilan
baslica tamisal yaklagimlar; fizik muayene, rutin kan ve
idrar tetkikleri, bobrek fonksiyon testleri, biyopsi,
ultrasonografi ve radyografidir (22)

Bobrek hastaliklarinda klinik semptomlar spesifik
olmayip, ancak nefronlarin %75-80’inin haraplandigi
durumlarda gozlenmektedir (22). Bu ¢alismanimn her iig
grubunda, deneme siiresince  belirlenen  klinik
semptomlarin (8dem, hassasiyet durgunluk, istahsizlik,
enjeksiyona kargi reaksiyon, abdominal palpasyonda ve
enjeksiyon bolgesinde agrt ile hassasiyet, nadiren

gozlendi.

[drar muayenclerinde, gentamisin uygulamalarini
takiben A ve B grubunda 7. giinden, C grubunda ise 5.
giinden baglayarak anormal bulgularin varhg tespit
edildi. A grubunda nadir eritrosit, lokosit ve epitel
hiicreleri saptanirken, B ve C gruplarinda silindiruri,
hematuri, glukozuri, proteinuri ve renal tubuler
hiicrelerin varlig1 saptandi. Maden (17), Greco ve ark.
(26) yaptiklan ¢alismalarda, gentamisin uygulamasinin
8. giiniinde nefrotoksikoz olusturulan kopeklerde
hematuri, proteinuri, glukozuri ile granuler kastlarin
varligini, Grauer ve ark. (25) ise ilag uygulamasmim 6.
ve 8. giiniinde anormal bulgular: tespit etmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada, elde edilen sonuglar Maden (17),
Greco ve ark. (26) ile Grauer ve ark. (25)nmn
bulgulariyla uyum igerisindedir.

Hematolojik parametreler incelendiginde (Tablo
4) istatistiki ag¢idan A grubunda I6kosit degerlerindeki
7. ve 12. giinlerdeki artis hari¢ diger parametrelerdeki
degisiklikler énemli degildir. Ancak B grubunda 2. ve
12. giinlerdeki hematokrit, 5., 7. ve 12. giinlerdeki
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MCV, 12. gindeki MCH degerlerindeki azalma ve 12.
giindeki lokosit degerlerindeki artis istatistiki agidan
onemli bulunmustur (p<0.05).

Yapilan bu c¢alismanin, I6kositlerdeki artisin
uygulamalar sirasinda hayvanlarda olusan stresten
kaynaklanabilecegi bildiren Lamb ve ark. (26) ile uyum
icerisinde  oldugu  goriilmektedir.  Diger  kan
parametrelerindeki degismelerin gruplara goére ilacin
farkli dozlarda uygulanmasi sonucu meydana geldigi
distiniilmektedir. Bu  durum, dreminin  hemoliz
meydana getirmesi ve kemik iligini baskilamas1 sonucu
anemi  olugturabilecegini  bildiren  arastiricilarin
calismalariyla benzerlik gostermektedir (17, 19, 23).

Gamma glutamil transferaz (GGT), proksimal
tubullerde tubuler epitelyumun firgamst kenarlarindan
kaynaklanan bir enzimdir. idrar GGT’si yalnizca
bobrekten koken alir ve en yiiksek oranda bobreklerde
bulunur. Serum GGT’sinin molekiil agirhigr biytk
oldugu icin glomeruluslardan filtre edilemezier.
Bundan dolayi serum ve idrar GGT’si arasinda bir iliski
yoktur. Bu yiizden idrar enzim aktivitesi, renal tubuler
fonksiyondaki bir bozuklugun ve nekrozun bir
belirleyicisidir (26). Kopeklerle yapilan ¢alismalarda
idrar  enzimlerinin agwr metallerden (25) ve
aminoglikozidlerden (17, 25, 26) olusan erken renal
tubuler hasarin tespitinde kullanilabilecegi
belirtilmistir. Maden (17), yapmis oldugu ¢alismada 10
mg/kg dozda gentamisinle olusturulan
nefrotoksikoziste meydana gelen tubuler hasarin
belirlenmesinde en duyarlr indikatériin GGT eldugunu
bildirmistir. Greco ve ark. (26), 10 mg/kg dozda giinde
3 defa 10 giin siireyle gentamisin uygulayarak
olusturdugu toksik nefritiste, Uechi ve ark. (27) ise 22
kopek tzerinde yapmis oldugu c¢aligmada GGT’nin
renal tubuler hasar1 belirlemede duyarli ve non-invaziv
bir yontem oldugunu bildirmiglerdir. Maden (17), idrar
GGT aktivitesinin ¢ahsmanin 3. giiniinde, Greco ve
ark. (26) calismanin 2. glinide artis gosterdigini; en
yiikksek seviyeye 7. ve 8. glnlerde ulastigini
saptamislardir.

Yapilan bu ¢aligmada da calismada kullanilan
kopeklerde idrar GGT degerleri A grubunda 5. giinden
itibaren istatistik olarak onemli bir artis gosterdi. B
grubunda 2. giinden itibaren artig artis gosteren GGT,
7. giin maksimum seviyeye ulagti. C grubunda ise 2.
giin artis gdsteren enzimin, deneyin sonuna kadar
artigy gorilldi. Elde edilen bu sonuglar Maden, Greco
ve ark. ile Uechi ve ark’larmin ¢alismalariyla
paralellik gostermektedir.

Bir ¢ok arastirmaci (17, 26, 27, 28) serum
kreatinin ve BUN (kan tre nitrojen)
konsantrasyonlarinin renal fonksiyonun
degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli parametreler
oldugunu bildirmislerdir. Ancak serum kreatinin ve
BUN konsantrasyonlarindaki  degisiklik  renal
fonksiyonun %75 kadar1 kayboldugunda ortaya
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¢ikmaktadir. Bu calismada serum kreatinin ve BUN
degerlerinde A grubunda 6nemli  bir degisiklik
gdzlenmezken, B ve C.gruplarinda 5. giintinde 6nemli
artiglar gosterdi. Serum kreatinin degerindeki bu
artislar azotemi igin bildirilen degerden (2 mg/dl) daha
yiksek olup B grubundu 2.11 mg/dl (5. giin), 3.64
mg/dl (7. giin), 11.40 mg/dl (12. giin), C grubunda 3.81
mg/dl (5. giin), 6.91 mg/dl (7. giin) ve 12.60 mg/dl (12.
giin) olarak tespit edildi.

Maden (17), yapnus oldugu calismada BUN
ve kreatinin konsantrasyonlarin sirasiyla denemenin 3
ve 9. u ginlerinde cok onemli artislar (p<0.001)
gosterdigini  bildirmistir. Greco ve ark. (26)da
¢alismasinda serum kreatinin konsantrasyonunun 9.
giinden baslayarak 2 mg/dl’yi astigini bildirmektedir.
Maden (17), BUN konsantrasyonunun denemenin 3.
giininde artis gosterdigini ancak bu degerin azotemi
icin bildirilen degerin (35-45 mg/dl) altinda oldugunu
tespit etmistir. Calismamizda da BUN degerleri B
grubunda 7. giin artis géstermeye baslamasina ragmen,
azotemi i¢in bildirilen degeri ancak 12. giin asabilmistir
(85.69 mg/dl). C grubunda ise ¢alismanin 5. giinil 52.50
mg/dl’ye ulasarak azotemi i¢in bildirilen degeri
agmistir. Biitiin bu bulgular, Maden ile Greco ve
ark.’larinin yapmis olduklari ¢aligmalarda (17, 26) elde
ettikleri sonuglarla uyum icerisindedir.

Calismada, K™ m B grubunda 12., C grubunda
ise 5. giin 6nemli artislar gosterdigi (p<0.05), yapilan
diger ¢alismalara benzer sonuglar elde edildigi ve bu
¢alismalara paralellik gosterdigi tespit edildi. Maden
yapmis oldugu calismada serum albumin
konsantrasyonunda denemenin 7. giiniinde, Na*’da ise
9. giinde azalmanmn oldugunu bildirmistir. Yapilan bu
calismada da her ii¢ grupta (A, B ve C) Na, Ca,
albumin ve protein konsantrasyonlarinda azalmalar
tespit edildi. Yapilan bir arastirmada (17) gentamisin
uygulanan kopeklerde denemenin 7. giinlinde serum
albumin, 9. giiniinde ise Na konsantrasyonunda
azalmanin oldugu bildirilmistir. Calismamizda elde
edilen veriler yapitlan bu ¢ahsma ile benzerlik
gostermektedir.

Eritropoietin, kopeklerde yalnizea bobreklerden
salgilanan, glikoprotein yapisinda bir hormondur (24).
Epo’nun, renal peritubuler intersitisyal hiicrelerden,
hepatositlerden ve kupfer hiicrelerinden salgilandigi
bildirilmektedir (2, 29). Bilateral nefrektomide, anemi
gelismesine ya da kobalt uygulamasma cevap olarak
Epo’nun iretilemedigi bildirilmektedir (29). Dalak,
beyin, kas ve akcigerlerde Epo iiretiminin
gerceklesmedigi tespit edilmistir.

Renal parankimada Epo ireten &zel hiicrelerin
varoldugu ve bunlarn, renal  parankimin
intersitisyumunda, tubuler bazal membranin disinda,
cogunlukla korteksin i¢ kisminda ve medullanin dis
kisminda bulundugu bildirilmektedir (2, 30). Baz
arastuicilar  (31), Epo dretiminin  proksimal tubul
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fonksiyonu ile iligkili oldugunu, Epo fireten intersitisyal
hiicrelerin  ¢ogunlukla proksimal tubullere bitisik
bélgelerde gruplandiklarini  bildirmistir.  Proksimal
tubul hiicrelerinde yikima neden olan civa kloriir gibi
maddeler, Epo tiretiminin azalmasina neden olur .

Yapilan bu ¢ahsmada ¢ degisik dozda
gentamisin uygulamasi sonucu elde edilen verilere
gore; A grubundaki kopeklerde meydana gelen bdbrek
hasarimin Epo dreten yerleri etkilemedigi igin Epo
seviyesinin degismedigi, B grubunda 7. giin bir diisme
gosterip daha sonra tekrar yilkselmesi bobregin
kompenzasyon yeteneginin gelistigini akla
getirmektedir. C  grubunda ise, yiiksek dozdan
kaynaklanan ve histopatolojik olarak ta tespit edilen
proksimal  tubullerin  hasara  u@rast  sonucu,
kopeklerdeki Epo seviyesinin diistiigli  kanaatine
varildi. Ayrica, bobreklerde siddetli hasar olusturan
maddelerin  akut  vakalarda  Epo  seviyesini
diistirebilecegi de diistiniilmektedir.

Epo’nun serum, idrar ve diger viicut sivilarindaki
varligs biyoassay (in vivo ve in vitro) ya da radioassay
ile tespit edilebilmektedir (32). Epo diizeyini tespit
etmek i¢in kullanilan ilk yontem in vivo bioassaydir
(32). Bu metodun toksik maddelerden, androjenlerden,
prostaglandinlerden, siklik niikleotidlerden etkilendigi
bildirilmektedir (33, 34, 35). Ayrica bu metotta ¢ok
uzun zamana, fazla sayida hayvana ihtiya¢ duyar ve
pahali bir yontemdir.

In vitro metotta ana problem, serumlarindaki
inhibitorlerin - varligt olup, genis uygulama alam
bulmamuistir (33).

Miyake ve ark. (10) tarafindan insan Epo’su
basarili bir sekilde saflastirilmasindan sonra duyarl ve
spesifik RIA metodu gelistirilmistir. Bu metotta,
radyoaktif olarak isaretlenmis saf Epo’ya karsi
gelistirilmis antikorlar kullanmaktadir (7, 8).

RIA hizli, duyarli, spesifik ve olduk¢a ucuz bir
metot olup Epo yapummi artiran ve inhibe eden
faktorlerden etkilenmedigi bildirilmektedir (8). In vivo

ve in vitro metotlarla tespit edilemeyen Epo
konsantrasyonlarinin ~ RIA  ile tespit edilebildigi
bildirilmektedir. Renal yetersizlikte serum Epo

konsantrasyonlarinin, in vivo metotla tespit edilemedigi
ancak RIA ile tespit edilebildigi bildirilmektedir (13).

Yapilan ¢alismada, in vivo ve in vitro
tekniklerdeki olumsuzluklardan dolayi, ayrica bobrek
yetersizliklerinde in vivo metotla Epo seviyesi tespit
edilemedigi i¢in RIA metodu kullanildi. Yine RIA
metodu Epo yapimimi  artiran ve inhibe eden
faktorlerden etkilenmedigi i¢in kullanildr.

Japonya’da yapilan bir ¢alismada aragtirictlar,
serum Epo seviyesini in vitro metot olan Mouse Spleen
Cell Metodu ile tespit etmislerdir. Bu calismada,
yetiskin 25 kopekte serum Epo konsantrasyonlar
ortalama 88.2+30.7 mU/ml olarak tespit edilmistir. Disi
ve erkelerde serum Epo seviyesi arasinda farkhligin

olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, yaslart 8-13
arasinda degisen 4 yash kopekte ortalama serum Epo
seviyesi (56.5+11.6 mU/ml), yaslart 1 ile 7 arasinda
degisen 21 kopekteki ortalama serum Epo seviyesinden
(94.9428.7 mU/ml) onemli derecede diisiik oldugu
(p<0.05); 9 vyavrudaki degerlerin (1-2 ayhk), 1-7
yasindaki yetiskin 21 kopegin degerlerinden 6nemli
derecede yiiksek seviyede oldugu (182.7+56.2 mU/ml,
p<0.01) bildirilmistir (36).

Her iki cinsten, toplam 18 kopekten olusturulan
calismamizda RIA ile yapilan &lglimlerde Epo
konsantrasyonu deneme oncesi A grubunda ortalama
81.204+3.64 mU/ml; B grubunda 85.1242.89 mU/ml; C
grubunda ise 81.28+4.40 olarak tespit edildi. Saglikli
kontrollerden elde edilen bu degerlerdeki farkliliklar
muhtemelen  ol¢iim  metotlarmm  farkliligindan
kaynaklanmaktadir.

Caro ve ark. (37), Plazma Konsantrasyon Teknigi
ile serum Epo seviyesini bobrek yetersizligi olan
hastalarda 3.4-53.1 mU/ml olarak, bobrek yetersizligi
olmayanlarda ise 2.8-5.5 mU/ml olarak tespit
etmiglerdir. Lange ve ark. (38), Hemaglutinasyon-
inhibisyon Teknigi ile tGremili 10 hastada serum Epo
seviyesini 50-700 mU/ml arasinda bulmustur. Fisher ve
ark. (39) biri normal renal fonksiyonluk, digeri renal
fonksiyonu tespit edilemeyen bakir toksikasyonu olan 2
hastada serum Epo konsantrasyonlarmi 420 mU/ml
olarak tespit etmistir. Testosteron tedavisi goren 13
anefrik hemodiyaliz hastasinda serum Epo seviyesi 104
mU/ml olarak tespit edilmistir (11).

Gentamisin  ile  toksik  nefrit  olusturulan
kopeklerde ¢alismanin sonunda Epo
konsantrasyonunun A grubunda ortalama 81.20+3.62
mU/ml; B grubunda 83.1242.68 mU/ml (P<0.001); C
grubunda 49.6242.18 mU/ml (P<0.001) oldugu tespit
edildi. Ancak bobrek yetersizligi dahil diger
bozukluklar sonucu tespit edilen Epo seviyelerindeki
farkhilk  6l¢iim  metotlarinin ~ farkh  olmasindan
kaynaklanmaktadir

Glomerular hasar olusturan diyabet, amiloidoz ve
radyasyon; tubuler hasar olusturan akut tubuler nekroz,
pyelonefritis, myeloma protein, hiperkalsemi, medullar
kistik hastabklar ve interstitiel nefritis gibi bir ¢ok
nedenin  hipoproliferatif anemiye neden oldugu
bildirilmektedir (12, 32). Yapilan c¢alismada C
grubunda aneminin olusmasi, bdbreklerde meydana
gelen siddetli hasar sonucu Epo tiretiminin diismesine
baglanmakta olup yukaridaki c¢alismalarla paralellik
gostermektedir.

Renal parangimada biriken gentamisin, tubulus,

glomerul ve interstisyumda nekroz, tubulus epitel
hiicrelerinde graniiler dejenerasyon, proksimal ve
toplayict  tubullerde yaygm tubuler nekroz ve

nekrobiyoz, yer yer siyah graniiler madde, tubuluslarda
asidofilik ya da bazofilik boyali silindirler, akut tubuler
nekroz, jukstaglomeriiler hiicrelerde graniiler ve
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vakuoler dejenerasyon gibi histopatolojk bozukluklara
neden olur (17, 26, 27, 40).

Bu calismamn 13. giiniinde uyutularak otopsileri
yapilan  kopeklerin  bobreklerinin  histopatolojik
bakisinda her iki grupta (B ve C) belirlenen bulgular bir
cok arastiricinin (17, 26, 28) bulgulariyla benzerlik
gostermektedir. A grubundaki bobreklerin
histopatolojik bakisinda onemli bir degisiklik tespit
edilemedi. B ve C grubundaki kpeklerin histopatolojik
bakisinda proksimal tubuluslarda hiicre niikleuslart ve
stoplazma smurlar1  kaybolmus goriiniimde, epitel
hiicrelerinde vakuoler, diger tubulus epitel hiicrelerinde
graniiler dejenerasyon tespit edildi. Proksimal ve
toplayict tubullerde yaygin tubuler nekroz ve
nekrobiyoz, yer yer siyah graniiler madde, tubuluslarda
asidofilik yada bazofilik boyali silindirlerin varhig
tespit edildi. Akut tubuler nekroz belirgin olup,
tubulusun bazal membranlan segilebilmektedir. Genis
bir alanda subkortikal nekroz, fokal parankimal nekroz
goruldii.

Jukstaglomeriiler hiicrelerde graniiler ve vakuoler
dejenerasyon ve interstisyel 6dem tespit edildi. Ancak
C grubundaki lezyonlarin daha yaygin ve siddetli
oldugu tespit edildi. Bu durum muhtemelen C grubuna
uygulanan gentamisinin dozunun yiiksek (15 mg/kg)
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Sonu¢ olarak; bu denemede hematolojik,
biyokimyasal ve histopatolojik bulgular yoniinden her
iic grup karsilastinldiginda; eritropoietinin  siddetli
renal hasarin tespitinde kullanilabilecegi, ancak siddetli
hasar olmayan hastalarda klinik olarak tek bagina
tanida faydali olamayacagi, diger biyokimyasal
parametreler ve histopatolojik bulgularla  birlikte
yorumlandiginda daha onemli bir tan1 yontemi
olabilecegi kanisina varildi:
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