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OZET ve ANAHTAR SOZCUKLER

Fosfodiesteraz |V Inhibitor (i Olan Rolipramin Renal Reperfiizyon
Hasar1 Uzerine Etkisi

Amagc: Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, sepsis, cesitli
urolojik girisimler ve hidronefroz gibi ¢esitli klinik durumlarda sik gorilen bir tablodur.
Bu ylUzden nefron koruyucu cerrahinin énemi zamanla daha da artmaktadir. Bobrek
iskemisine bagli bobrek dokusunda meydana gelen hasar1 en aza indirmek igin ¢esitli
farmakolojik alanlar deneysel olarak calisiimaktadir. Bunlar iginde gesitli fosfodiesteraz
inhibitorleri mevcuttur. Bizde bu calismamizda fosfodiesteraz 4 inhibitoru olan
Rolipram adli ajamin renal reperflizyon hasari Uzerine olan etkisini arastirmayi
amacladik.

Yontem ve Gerecler: Calismamizda 30 adet sican altisarli 5 ayr1 gruba ayrilmasi
planlandi. 1.gruba herhangi bir sey yapilmadi, 2.gruba 30 dk boyunca renal pedikile
klemp konuldu. 3.gruba klemp konulmadan 30 dk Once, 4.gruba klemp konuldugu
esnada, 5.gruba klemp agildiktan 30 dk sonra 1mg/kg intraperitoneal rolipram verildi.
Klempleme siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir. Bu gruplarin hepsine 24 saat sonra
nefrektomi uygulandi. Alinan her bdbrek dokusunun yarisimin histopatolojik
incelenmesiyle enflamasyon, tubuler nekroz ve apoptosize bakildi. Diger yarisinin
biokimyasal yontemlerle malondialdehit, siperoksit dismutaz, katalaz seviyeleri
olculdu.

Bulgular: Calismada Rolipram verilmesiyle, sicanlarda renal i/R hasar: belirgin azaldh.
Oksidatif hasarda serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonunun stabil
metaboliti olan malondialdehid seviyeleri; 2.(i/R) grupta 6zellikle 5 gruptan belirgin
olarak daha yuksekti. Ayni zamanda antioksidan enzim olan Superoksit Dismutaz ve
Katalaz seviyesi 5.grupta 2.gruptan anlamli dizeyde yiksek bulunmustur.
Histopatolojik olarak enflamasyon agisindan Rolipram verilen gruplarla 1.( kontrol) ve
2.(IIR ) gruplar arasinda istatistiksel cok anlamli fark olmamasina ragmen,5 grupta
tubuler nekroz ve apoptosis 1.( kontrol ) grup hari¢ diger gruplardan anlaml1 derecede
distk bulunmustur

Sonug: Rolipram, renal I/R hasarina yol acabilecek cerrahi girisimlerde kullanilarak,
olusabilecek oksidatif renal doku hasar1 azaltilabilir ve renal fonksiyonun ileri derecede
bozulmasi engellenebilir kanisindayiz.

Anahtar Sozclkler: Rolipram, renal iskemi, iskemi reperfuzyon hasar1 (1/R)

VIl



ABSTRACT and KEYWORDS

The Effect of Rolipram, a Fosfodiester ase 4 Inhibiting Agent, on
Kidney Reperfusion injury

Purpose: Renal ischemia is a common entity that seen in renal transplantation, partial
nephrectomy, sepsis, and a variety of urological procedures and various clinical
situations, such as hydronephrosis. Therefore, the importance of nephron-sparing
surgery is increasing with time. To minimize the damage of renal ischemiain the kidney
tissue, various pharmacological agents studied experimentally. These agents include the
various phosphodiesterase inhibitors. In this study, we aimed to investigate the effect of
the Rolipram as agent of phosphodiesterase 4 inhibitor, on renal reperfusion injury.
Method and M aterials. The study was planned by separation of 30 ratsto 5 different
groups containing 6 in each. In the first group nothing was done. In the second group
the renal pedicle clamped for 30 minutes. In the third group, 30 min before clamping, in
fourth group when clamp is placed, in fifth group after 30 minutes opening the clamp,
Img/kg rolipram was given intraperitoneally by injection. Clamping time was
determined as 30 minutes. Nephrectomy was performed 24 hours after all of these
groups. For each kidney, half of the tissues examined histopathologically for
inflammation, tubular necrosis and apoptosize views. The other half of the kidneys
examined by biochemical methods including malondialdehyde, superoxide dismutase,
catalase levels measuring.

Findings: In rats with the administration of Rolipram, renal | / R injury significantly
decreased. In oxidative damage, malondialdehyde levels, which is stable metabolite of
lipid peroxidation caused by free radicals was significantly higher in second (I / R)
group than fifth group in particular. At the same time that the antioxidant enzyme
superoxide dismutase and catalase levels were significantly higher in Group 2 than
group 5. Histopathologically, the inflammation of the groups which administrated
Rolipram compared with group 1 (Control) and 2 (I / R), there was not a very
significant difference. Tubular necrosis and apoptosis in group 5 was significantly lower
than the other groups except groupl(control).

Result: We consider that Rolipram is an opinion in surgical procedures which can lead
to renal | / R injury and can decrase oxidative renal tissue damage and severe
deterioration of renal function

K ey Words: Rolipram, renal ishemia, ishemiareperfusion injury (1/R)



1 GIRIS VE AMAC

Bir organa gelen kan akiminin gesitli nedenlerle (6zellikle vaskiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina
iskemi denir. iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasar1 ortaya
cikar. iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitnltgt kaybolur hatta hiicresel
6lum meydana gelir. Reperfiizyon ise dokunun kanlanmasimin yeniden baslamasidir.
Iskemik bir dokuda kan akiminin yeniden baslamas: durumunda (reperfiizyon), 6zellikle
dokuya gelip yerlesen polimorfonikleer |6kositler (PMNL) tarafindan salinan reaktif
oksijen radikalleri (ROR) dokudaki yikimu artirici etki yapar. Bu olaya reperflizyona

1-5

bagl1 doku hasar1 denir
Resaktif oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢ok sayida hiicre
koruyucu enzimler ile karst koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasar

sinirlandirilmaya  galigilir.  Vicuttaki - hiicresel  antioksidan enzimler, antioksidan

45
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iliski bir denge olusturmaktadir .

Hucre icinde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara
metabolitlerini azaltmak igin hizl1 ve spesifik (enzimatik) olarak ¢alisirlar. Antioksidan
savunmada oOncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar superoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve glutatyon rediktaz ( GR)

345
gibi enzimlerdir

Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner
bypass, sepsis, ¢esitli trolojik girisimler ve hidronefroz gibi ¢esitli klinik durumlarda
gorulur. iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmezligi, glomeriler filtrasyon hizinda
azalma, tubller nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisiyla karakterizedir.

Reperflizyon sonrasi ortama gelen nétrofiller ve bunlardan agiga ¢ikan mediatérlerin

234
etkileri de eklenince organ veya doku 6limu kagimlmaz olmaktadir

TUm organ ameliyatlarinda oldugu gibi renal cerrahi girisimlerde de iskemi-
reperflizyon (i/R) kagimlmazdir. Son zamanlarda yapilan cesitli deneysel 1/R

modellerinde, bir takim farmakolojik agjanlarin I/R hasarinda koruyucu veya onleyici



etkileri gosterilmeye calisilmistir. Bu calismada, renal I/R hasarinda fosfodiesteraz 1V
inhibitord olan rolipramin bobrekteki muhtemel koruyucu etkilerini  incelenmesi

amaclandh.



2 GENEL BILGILER

2.1 BOobregin Anatomisi

Bobrekler, bir cift kirmizi-kahverengi, spinal kolonun iki tarafinda, retroperitonda
derinde, 12. toraka ve 3. lomber vertebralar arasinda derinde yerlesmis ve iyi korunan
organlardir. Arkasinda kalin sirt kaslari, Ustte ve yanda 11. ve 12. kostalar, 6nde ve
yanda karin duvar: kaslar1 yer almaktadir. Arkada, 1. ve 2. lomber vertebra, prosessus
transversuslardan baslayip 11. ve 12. kodalara yelpaze gibi dagilan fibr6z Henle
ligamenti, bu dis koruma tabakasina katkida bulunur. Bu kas tabakasinin altinda
pararenal yag dokusu yer alir. Kalin pararenal yag dokusu altinda renal fasya (Gerota)
bulunur. Bu fasya arkada biraz daha kalin olup ©6nde peritona yapisiktir. Gerota
fasyasimin 6n ve arka yapraklari, medialde, blylk damarlar diizeyinde birlesirler.
Boylece bir taraftan bobregi desteklerken diger taraftan, bir taraf retroperitoneal
infeksiyonlarin kars: tarafa gegmesini énler.®”

Idrar Ureten organlar olarak bobrekler insanlarda su- elektrolit ve asit — baz
dengesinde merkez oynamalarinin yam sira renin ve eritropoetin yapimi ve D vitamini
metabolizmast gibi endokrin rol oynarlar. Normal kosullarda total kardiak output’un
1/5'ini alan, ¢ok vaskuler organlardir. Renal parenkim kirilgandir. Parenkimi ince ve
fibroelastik kapsiil sarar®.

Eriskin erkekte normal bobrek agirligi yaklasik 150 gr'dir. Ortalama, kadinlarda
biraz daha dusiik olup yaklasik 135 gr’dir. Uzunlugu 10-12 cm, eni 5-7 cm ve kalinlig:
3 cmdir. Yenidoganda bobrekler tim govde agirliginin 1/80’ini, eriskinde 1/240'ini
olusturur. Sag bobrek, Ustiindeki karaciger nedeniyle sola gore biraz daha asagidadir .
Bobreklerin komsuluklar: farklilik gosterir. Sag bobrek karacigerin arkasinda uzanr.
Duodenum medialden hiler yapilar1 orter. Kolonun hepatik fleksurasi sag bobregin alt
kutbunu caprazlayarak devam eder. Solda bobrek hilusu ve Ust 2/3 bolimi
retroperitoneal pankreas kuyrugu ve dalak damariyla komsudur. Y ukarida mide arka
duvariyla komsuluk yapar. Pankreas kuyrugunun altinda medialde biytkge bir
peritoneal kese icinde jejunum ile komsudur®.



Renal pelvis 5-7 ml kapasiteli yapidir. Pelvis 2-3 ana major kalikse, bunlarda
papillalarda sonlanan birgok mindr kalikslere ayrilir. Kaliks boyunlar: infundibulum
olarak adlandirilir. Bobregin renal arter, ven, lenfatikler, sinirler ve Ureterin bobrege
giris ¢ikis yaptigi mediale bakan yizine hilus denir. Hiler yapilar; en 6nde ven, arada
arter ve en arkada pelvis olacak sekilde siralanmiglardir. Bobrek parenkiminin en disina
korteks, korteksle toplayici bosluklar arasinda kalan kesimine de medulla denir. Korteks
bolgesinde glomertiller, proksimal ve distal kivrintili tiblller ve toplayict kanallar
bulunur. Bobrek parenkiminin daha derin bolgeleri medulladir. Medulla, renal piramit
adi verilen 8-18 adet konik yapida piramid icerir. Her bir piramidin yuvarlak tepesi
papilla adint alir ve minor kalikslere agilir. Papilla ylizeyine 7 ana kollektor kanal agilir
(Bellini kanallarr) ve bu gorinim nedeniyle area kribrosa adini alir. Piramidlerin
tabanlarindan korteks icine dogru cizgiler uzamr (Stria medullaris kortisis —Ferrain
uzantilari). Renal piramidlerin kesit yizi, bir birine paralel seyrden Henle kollari,

kollektor kanallar: ve vaza rektalar nedeniyle cizgili gériiniimdedir ®”.

Renal pyramid
(renal medulia)y

Renal column of Bertin

nnnnnnnnnn

nnnnnnnnn

—— Hilum of kidney

Renal vein

Minor calyx Fenal peluis

Sekil 1. Bébregin anatomik yapia (Drake RL, Vogl W, Mitchell AWM: Gray’s. ‘Ogrenciler icin
Anatomi’ den alinmstir).

Bobrek damar pedikilt deyince, renal hilisun medialinden olarak bobrege giren
bir arter ve ven anlasilir. Bobrek veni daha 6nde, arter venin arkasindadir. En 6nde
pelvis renalis vardir. Bobrek arterleri ve venleri 2.lumbar vertebra diizeyinde superior
mezenterik arterin altindan aort ve v.kava inferiordan dallamr. Sag bobrek arteri v.kava

inferiorun arkasindan geger ve sol bobrek arterine gore daha uzundur. Aksesuar sag



renal arter olasiligr % 30" dur. Arter tam hilusta 6n ve arka segmenter dallarina ayrilir.
Ik ve en sahit segmental boltinme arka daldir. Genellikle anarenal arterden renal hilusa
girmeden cikar ve pelvis renalisin arkasindan gecerek bobregin blytk posterior
segmentini besler.”®

On dal ise apikal, iist, orta ve alt anterior segmental 4 dala boliinerek bobrege
girer. Ana renal arter, segmental arterler ve onlarin dallar1 anastomoz yapmayan ve
kollateral dolasimi olmayan end arterlerdir. Bunlarin herhangi birinin oklizyonunda
besledigi bobrek parenkiminde iskemi ve enfarktiis olusur. Bu segmenter dagilim,
bobregin posterolateral boliminde avaskiler bir ¢izgi olusturur (Brodel hatti). Bu hattin
avaskiler bir plan oldugu kabul edilir ve parenkim agilacaksa hat boyunca agilmasi
onerilir®,

Segmenter arterler renal sintistan sonra lober arterleri olusturur. Bunlar boltnerek
renal parenkime girer ve interlober arterleri olusturur. Her bir piramit tabaninda,
interlober arterler, arkuat arter olarak devam eder. Arkuat arterlerden birgok interlobtiler
arter cikar. Interlobiller arterlerin ana dallar: afferent glomertiler arteriolu olusturur ve
bunlarda glomertle dagilir. Bobregin vendz kam da interlobtiler venler araciligiyla
arkuat venlere dokuldr. Arkuat venler interlober venlere acilir ve bunlar da sonucta
renal veni olusturur. Sag renal ven kisa olup vena kava inferiora agilir. Kol sayisi azdir
ve varsa yalmz aberan gonadal veni alir. Uzun olan sol renal vene inferior frenik,
adrenal, gonadal ve 3.lomber ven acilir ®”.

2.2 Bobregin Fonksiyonel Fizyolojisi

Bobrekte idrar olusumunu saglayan en kiglk yamsal ve anatomik birim
nefrondur. Her bir bobrekte, her birinin idrar yapabilme fonksiyonu olan yaklasik 1
milyon nefron bulunur. Bobrek yeni nefron rejenere edemez. Dolayisiyla renal bir
hasar, hastalik veya normal yaslanma ile nefron sayisinda kademeli bir azalma olur. Her
bir nefronun iki kismu vardir: 1) Glomerdl; sivimin kandan filtre edildigi kisim, 2)
TUbdlUsler; filtre edilen sivimin idrara donustligt proksimal ve distal tabullsler, Henle
Kulpu ile toplayici kanallarda olusan kisimdir. Glomerdller, proksimal ve distal
tubllUsler ve dis korteksteki nefronlarin Henle kulplar: kortekste; toplayici kanallar,



Henle kulplart ve vasa rectalar medullada bulunur. Nefronlar bobrek dokusunda
ilerledikleri derinlige gore kortikal ve jukstaglomertler olmak Uzere 2 tiptir. Glomerl,
dallanan ve anastomozlar yapan ve epitelyal hicreler ile kapli kapiller bir yumaktir.
Bowman kapsiilt denen bir yap1 iginde bulunur. Glomertlden filtre edilen sivi sirasiyla
proksimal tdbdl, henle kulpu, distal tlbil ve toplayict kanallardan gecer, renal
papillalarin icinden kalikse acilir. Oradan darenal pelvis ve tiretere geger ©%°1°,

Distal tubtlUsiin baslangici her nefronda afferent ve effent arteriyoller ile temas
halindedir ve bu U¢ yap:1 jukstaglomertler aparatus denen yapiyi olusturur. Bu
aparatusun gorevi renin salgilayarak kan basinci Uzerinde etkili olmak, glomertler
filtrasyon ve renal kan akiminin regilasyonunu idare etmektir. Jukstaglomeriler
aparatusun distal tlbtlUsteki degisiklik gosteren hiicrelerine makile densa ismi verilir
ve distal tubulusteki sivinin birlesimine gore jukstaglomeriler aparatusun aktivitesini

ayarlar "*°

Prohyimnel tooleyyc ﬂ.t:.l.l B
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Sekil 2. Nefronun anatomik yapia (Biocar ampangue-Recur sos De Biologia 2007’ den alindi)

Nefronlarin temel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir. Bunun
icin kullanilan mekanizmalar sunlardir:

1) Glomeriler Filtrasyon: Glomertldeki kanin plazmasimin bir bolimu (yaklasik

1/5'i) glomertler membrandan filtre edilir.



2) Tubller Reabsorpsiyon: Filtre edilen sivi, tlbdllerde ilerlerken su ve diger
gerekli maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler geri emilmez ve
olusumuna katkida bulunur.

3) Tubuler Sekresyon: Plazmadaki bazi maddeler tlbulleri doseyen epitelyum

hiicrelerince dogrudan tiibiiler siv1 igine sekrete edilir®*°,

Glomeruler Fonksiyonlar:

Nefronun bir bdlimi olan glomeruliin fonksiyonu, afferent arteriolle gelmekte
olan kan filtre etmektir. Hicreler ve blyik molekdller haric her tirli madde nefronun
daha ileri bolimlerine dogru ilerler. Baz1 faktorler filtrasyonu kolaylastirir. Bunlardan
birincisi, iki arteriol arasindaki pozisyondan dolay: olusan kapillerdeki ytiksek basingtir.
Diger bir faktor yar1 gecirgen glomertler membrandir. Bu membranin esik degeri
yaklasik olarak 66000 daltondur (Albuminin molekdl blyuklugiyle ayni). Bu nedenle
su, elektrolitler ve glukoz, Ure, kreatinin gibi kuguk molekiller serbestge gegerler.
Ancak albumin, bazi plazma proteinleri, seltler elementler, lipid-bilirubin gibi proteine
bagli molekuller gecemezler. Bir diger faktdr bazal membramin negatif sarj olmus
olmasidir. Boylece, 6rnegin protein gibi negatif yukli molekuller filtrata gegcemezler.
Bobreklere dakikada 1200-1500 ml kan akimi gelir ki bu miktar total kardiak outputun
yaklasik ¥Z tdir. Glomerlller ise 125-130 ml filtrat olustururlar ve bu filtrat proteinleri

ve hicreleri icermez. Dakikada filtre edilen kan volumi Glomeriler Filtrasyon Hizi

6,8,9
(GFR) olarak bilinir

Tubuler Fonksiyonlar

Proksimal Tubil: Proksimal tlbil, hicreden arinmis ve ¢zellikle protein - kan
filtratinin ulastigi nefronun diger bir bolumudidr. Bu sizinti hem belli  bir
konsantrasyonun Uzerindeki vicut icin zehirli olan artik Grinleri hem de vicut icin
gerekli maddeleri igerir. Proksimal tibilin bir fonksiyonu da bu degerli maddelerin her
birinin cogunlugunu kan dolasimina tekrar geri dondirmesidir. Boylece suyun (gcte
ikisi, sodyum ve klorla, glukozun timii (renal esige kadar), proteinlerin, vitaminlerin ve

aminoasitlerin hemen hemen timu ve degisik miktarlarda magnezyum, kalsiyum,

9,10
potasyum ve bikarbonat gibi iyonlar yeniden emilirler.



Proksimal ttbultn diger bir fonksiyonu da, penisilin gibi ilaglari ve hidrojen iyonu

6,9,10
gibi bobregin tubiler hiicre metabolit Grlinlerini sekrete etmektir

Henle lupu: Ters akint: Ureten sistemdir. Nefronun bu bolimiinde medillada
osmolarite kortikomeduller bileskeden iceriye dogru devamli artar. Suyun, sodyumun
ve klorun reabsorbsiyonu uyarilir. Hiperosmolarite gelisir. Henle lupu proksimal ttibul
ile distal tubul arasindadir. Henlenin inen kolunda akim asagiya dogrudur ve gikan
kolunda akim yukariya dogrudur ve ters egimli akim diye adlandirilir. Cikan kol
boyunca sodyum ve klor aktif ve pasif olarak meduller interstisyel sivi igerisine absorbe
olur. Cikan kol rolatif olarak suya gecirgen olmachg icin hiperosmalarite gelisir. Inen
kol ise suya cok gecirgendir, sodyum ve kloru reabsorbe etmez. intertisyel

hiperosmalaritenin  nedeni, c¢ikan kolda Kklor ve sodyum iyonlarinin igeriye

8

pompalanmasidir .
Inen lupu terkeden suyla, cikan lupu terkeden sodyum ve klor arasindaki etkilesim
yiuksek osmolariteyi saglar ve bobrek medillasinda hipoosmolar idrarin  lupu

8

terketmesine neden olur. Bu slireg ters akim toplayici sistem olarak adlandirilir .
Distal tubdl: Filtrat nefronun bu boliminde son seklini alir. Distal tUbdlin
fonksiyonu elektrolit ve asit baz homeostazinda kigik ayarlamalar yapmaktir.

Aldosteronun hormonal kontroll altindadir 8.

Toplayic tibiil: Ust bolumlerinde aldosteronun etkisiyle sodyum reabsorbsiyonu
gerceklesir. Klor ve tre de burada reabsorbe edilir. Tlaveten toplayic: tibll antiditretik
hormon (ADH)'min kontrolu altindadir. Bu peptid hormon, posterior hipofizden
salgilanir ve salinimint kan osmolaritesinin artmast veya intravaskiler volim azalmasi
tetikler. Yart 6mri kisadir. ADH su reabsorbsiyonunu stimule eder. Toplayict kanal
normalde suya gegirgen degildir (Cikan henle gibi). Ancak ADH varliginda toplayici

kanalin [imeninden medullaya pasif diflizyonla su gegisi olur ve idrar daha konsantre
6,9,10

hale gelir
Nonprotein nitrojenlerin (NPN) metabolit eliminasyonlar1 : Nukleik asitler,
aminoasitler ve proteinlerin yikim metabolizmalari sonucunda vicutta NPN atiklar

uretilir. Bu Urunlerin atilimi bobregin énemli fonksiyonlarindan biridir. Ug 6nemli

9
madde Ure, kreatinin ve Urik asittir .



Bobrekler sivi-elektrolit ve asit-baz dengesi ayarlanmasinda 6nemli rola sahiptir.
Bobrekler aym zamanda endokrin bir organ olup, renin, eritropoietin prostaglandinler

ve vitamin D mekanizmalarindarol alir.%%°

2.3 lIskemi - Reperfiizyon Hasarinin Fizyopatolgjisi

Iskemi, hiicrede enerji diizeyinin dusmesine ve toksik metabolitlerin dokuda
birikmesine yol agarak hicre disfonksiyonu ve sonrasinda hiicre 6lumine kadar
gidebilen bir dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir. Iskemik ortamda doku ATP dizeyi
azalmakta, asidoz olusmakta ve uzun iskemi sirelerinin ardindan gelen reperfiizyon
sonrast bosalan ATP depolari organ canlihigim sirdirmek icgin yeterli miktarda
doldurulamamaktadir. Reperflizyon sonrasi ortama gelen nétrofiller ve bunlardan agiga
cikan mediatérlerin zararl etkileri de eklenince organ veya doku 6lumi kaginilmaz

olmaktadir 3.

I/R sonrasi dokularda mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu gelisir. Arteriyollerde
endotele bagimli dilatasyon bozulur. Kapillerlerde lokosit tikaglart olusur, sivi
filtrasyonu artar. Postkapiller venlllerde plazma proteinlerinin damar disina gikmasi ve
lokositlerin hareketliligi baslar. Mikrosirkilasyonun biitiin segmentlerinde aktive olan
endotel hicreleri daha fazla reaktif oksijen radikalleri (ROR) ve daha az nitrik oksit
(NO) uretir. Endotel hicrelerinde slperoksit radikali ve nitrik oksit arasindaki

dengesizlik inflamatuar mediyatdrlerin Gretim ve salintmina 6ncll ik ederken, adhezyon

11,12
molekillerinin biyosentezini de arttirir

Hipoksi sonucu geri donusumstiz degisikliklerin gelismesi icin gecen sire
degiskendir. Iskelet kaslarinin saatlerce hipoksiyi tolere edebilmesine karsin beyin icin
bu siire cok kisadir; kalp icin yaklasik 60 dakika, bobrek icin ise 30 dakika kadardr.
Sonug olarak iskemi, hiicreleri hasara ugratir ve dldurdr. Bu nedenle iskemi durumunda
kan akimi en kisa zamanda tekrar saglanmalidir. Fakat dokularda oksijenizasyonun
tekrar saglanmasi hasarli bolgede ROR'larin artmasina ve gegici olarak hasarin
agirlasmasina sebeb olabilmektedir. Iskemi nedeniyle ortamin asitlesmesi, hasarl
hiicrelerden demir iyonlarinin salimimi, mitokondrial solunum zincirlerindeki aksamalar



ile dokularda ROR'larin sentezi uyarilir. Kan akimi tekrar saglandiginda ortama

13
oksijenin ulasmasiyla hasar daha da artar

I/R hasarimin fizyopatolojisi tam olarak agiga kavusmanus, birbiriyle iliskileri net
olarak ortaya konulamamis olsa da, hiicresel ve humoral olaylar dizisidir. ROR’lar,

kompleman, endotel ve polimorf niveli I6kositler (PMNL) olmak Uzere baslica dort

5,13
komponent bu olaylar dizisinde etkilidir .

2.3.1 Serbest Oksjen Radikallerinin Rolu

Total oksijen tuketimimizin %90'dan fazlasindan elektron transport zinciri
(solunum zinciri), %5-10'undan da diger oksijen gerektiren reaksiyonlar sorumludur.
Elektron transport zincirinde molekiler oksijen, yakitlardan (glukoz, yag asidi ve amino
asitlerin karbon iskeleti) tireyen NADH (Nikotinamid adenindintkleotid) ve FADH2

(Flavinamid adenindinikleotid)’den elektronlar1 alarak suya indirgenir. Bu yolda;
oksijen molekilunin kuvvetli oksitleyici guct, ATPnin yuksek enerjili fosfat bagi
haline donusturalir. Molekller oksijen gerektiren fakat ATP'nin olusumu reaksiyonuyla
eslesmeyen diger reaksiyonlar, amino asitlerin katabolizmasi, ilaglarin detoksifikasyonu
ve steroid hormonlarin sentezi gibi spesifik metabolik yollar igin dnemlidirler. Bu
reaksiyonlarda diger oksidazlar (oksijeni suya veya hidrojen perokside indirgeyen
enzimler) ve oksijenazlar (oksijeni okside olan molekile baglayan enzimler) gorev
alrlar °.

Molekiler oksijenin ozellikleri
Molekller oksijen (OZ), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)

elektrona sahiptir (Sekil 3).

10
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Sekil 3. Molekiler oksjenden serbest radikal olusumu(Green fast glossary,2007’ den alindi)

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron iceren atom, atom grubu veya molekiller

serbest radikal olarak tammlanirlar. Ancak Fe3+, Cu2+, Mn2+ ve Mo5+ gibi gecis
metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda Onemli rol oynarlar. Serbest
radikaller pozitif yUkli (katyon), negatif yUkli (anyon) veya elektriksel olarak notral
olabilirler. Serbest radikal tammuna gore molekiler oksijen, bir biradikal (diradikal)

olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona

513
girdigi halde diger serbest radikallerle kolaycareaksiyonagirer .

Bir radikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoninde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet
oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif oksijen
moleklludir, delta ve sigma olmak tzere iki sekli vardir. Organizmada gegis metallerini

2+ +
(Fe ve Cu gibi metaller) iceren enzimler vasitasiyla molekiler oksijene tek
elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon reaksiyonlart meydana gelir. Molekiler
oksijen, biradikal dogasimin bir sonucu olarak yiksek derecede ROR olusturma

5
egilimindedir .

Reaktif oksijen turleri
Reaktif oksijen radikalleri; normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda

olusan stiperoksit radikali (02'7), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali

(OH )dir (Seil 4).

11
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Molekller oksijen

00
Superoksit radikali
(stiperoksit anyonu)

fe*. 2H*

H O
2 2

H:Q:Q:H.

Hidrojen peroksit

e

H O+ OH
Q:H

Hidroksil radikali

r e~ H*

HO
2
Su
Sekil 4. Serbest radikal olusumu (Freeradical. Halliway and Gutteridge, 1992'den alindr)

Reaktif oksijen turleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarint baslatabilirler ve hicrede karbon merkezli organik radikaller (R.),
peroksit radikalleri (ROO.), alkoksi radikalleri (RO.), tiyil radikalleri (RS.), sulfonil

12



radikalleri (RSO.), tiyil peroksit radikalleri (RSOZ.) gibi cesitli serbest radikallerin

45,13,16
olusumuna neden olurlar

Stiperoksit radikali (02'7)

Slperoksit radikali (02'7) hemen tim aerobik hiicrelerde molekiler oksijenin (OZ)
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin

5
otooksidasyonu, slperoksit radikali olusumuna neden olur . Siperoksit radikalinin
kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil dnemi, hidrojen peroksit
kaynag1 olmasi ve gegis metalleri iyonlarimn indirgeyicisi olmasidir. Stiperoksit radikali

disik pH degerlerinde daha reaktifdir ve oksidan perhidroksi radikali (HOZO)

. 4512,13,14,15
olusturmak Uzere asagidaki gibi protonlanr

H
0; = HO,

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak
davranarak bir elektron kaybeder ve molekiler oksjene okside olur. Kimyasal
reaksiyon soyledir;

Superoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak davranarak bir
elektron alir ve hidrojen perokside (HZOZ) indirgenir. Superoksit radikalinin fizyolojik

bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO.) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen turt
olan peroksinitrit (ONOO ) meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NOzi) ve nitrat (NO:;)
olusturmak Uzere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit (NOZ.), hidroksil radikali
(OH.), nitronyum iyonu (NO2 ) gibi toksik Urtinlere dondsebilir ki nitrik oksitin (NO.)

o o 45,14,15,16
zararli etkilerinden peroksinitrit sorumludur

13



Hidrojen peroksit (HZOZ)

Hidrojen peroksit ( HZOZ), stiperoksidin cevresindeki molekillerden bir elektron
almast veya molekiler oksijenin gevresindeki molekullerden iki elektron almasi sonucu
olusan peroksitin iki proton (H+) ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik
sistemlerde hidrojen peroksidin asil Uretimi, stiperoksidin (02'7) dismutasyonu ile olur.

Iki siiperoksit molekiilli, stiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak
hidrojen peroksit ve molekiler oksijeni sOyle olustururlar:

20_2+2H+—>H202+02

Bu reaksiyon; radikal olmayan Urinler meydana geldiginden, dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siperoksit dismutaz (SOD)
enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH'da
daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmacig: halde reaktif oksijen
radikali (ROR) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar.

2+
Cunki Fe veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu,
stiperoksit radikalinin (02'7) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve
zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksl radikali (OH.) olusturur. Bu
reaksiyonlar soyledir (Sekil-5):

Fe’*+H,0,—Fe**+OH +OH (Fenton)

H,0,+Fe”* —OH+OH +Fe** (Haber-Weiss)

14



- Bnn HKAaralar
Qo = HyOy = H,O
HzO FeZ+

NO” oH " (Fenton)
AN orr
ONOO~™ & —8o0 __» "OH
- e

H= NC
Sekil 5. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu (Galle,J.Nephrol.Dial. Transplan.2001’ den alindr)

Superoksit radikalinin lipid solubilitesi (yagda ¢ozunurltgt) simirli oldugu halde

hidrojen peroksit lipid solubldur. Bu nedenle hidrojen peroksit kendisinin olustugu

2+ 13-16
yerden uzaktaolan fakat Fe igeren membranlarda hasar olusturabilir

Hidroksil radikali (OH)
Hidroksil radikali (OH.), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yuksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidan radikaldir, yarilanma omri ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif
oksijen radikallerinin (ROR) en guclusudur. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi
cesitli molekullerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS.), karbon merkezli

organik radikaller (R.), organik peroksitler (RCOO.) gibi yeni radikallerin olusmasina

13-16
ve sonucta bilyik hasara neden olur

2.3.1.1 Hicrede Reaktif Oksjen Turlerinin Kaynagi

Hucrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara Urunler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest

radikal ara Urtnler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiler oksijenle kazara

45,17
etkilesirler ve sonucta reaktif oksijen radikalleri olusur

Normalde hiicrelerde en biyik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal
elektron transport zincirinden sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif
fosforilasyon zinciri bilesenleri blylk oranda indirgendigi zaman mitokondriyal

15



slperoksit radikal Uretimi artar. Endoplazmik retikulum ve nikleer membranda serbest
radikal Oretimi, membrana bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Birgok
enzimin katalitik donguisii sirasinda da serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden
biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz
olarak vardir, purinlerin yikilim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden Urik asit

olusumu basamaklarinda elektron alicisi olarak molekiler oksijenden daha gok NAD+
kullanir. Oksijensizlige bagli olarak ADP'nin ATP'ye fosforilasyonunun azaldigi
durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve pirin bazi, ksantin oksidazin bir
oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine donusturdltr. Ksantin oksidazin oksidaz
olarak aktivite gostermesi durumunda, hipoksantin ksantine ve ksantin Urik aside
donusirken molekiler oksijen kullamlmakta, molekiler oksijen hidrojen perokside
indirgenmektedir. iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan 6nemli hasar
olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperflizyon sirasinda normale dontince iskemi yerinde
ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit (HZOZ) ve stperoksit radikali

(02'7) olusur, bunlarin etkisiyle de iskemi/reperfiizyon hasar1 denen durum ortaya cikar.

Ksantin oksidazin dzellikle intestinal mukoza hticrelerinde gorilen iskemi/reperfiizyon

. 4513141517
hasarinda 6nemli faktér oldugu distinil mektedir

Aldehit oksidaz yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer, substratlarimin (enzimin
etki ettigi bilesikler) cogu aymidir ve siperoksit radikali (02'7) uretir. Dihidroorotat

dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi
enzimler de serbest radikal olusmasina neden olurlar. Peroksizomlar gok 6nemli hiicre
ici hidrojen peroksit (Hzoz) kaynagidirlar. Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz,
Urat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi agil-CoA oksidaz gibi oksidazlar,
stiperoksit tUretmeden bol miktarda hidrojen peroksit (HZOZ) Uretimine neden olurlar.
Ancak peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya ayrismasim katalizleyen katalaz

(KAT) enziminin aktivitesi de ¢ok yiiksek oldugundan peroksizomlardan sitozole ne
kadar hidrojen peroksit (HZOZ) gectigi  bilinmemektedir. Organizma hicrelerinde

askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilesiklerin
otooksidasyonu da stiperoksit radikalinin bir baska kaynagidir. Arasidonik asit
metabolizmas: da reaktif oksijen metabolitlerinin énemli bir kaynagicir. Fagositik
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hiicrelerin  uyariimasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma
membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine yol agar. Arasidonik asidin enzimatik
oksidasyonuyla da cesitli serbest radikal ara trtnleri meydana gelirler. Arasidonik asit

metabolizmasi sonucu serbest radikal Gretimine "enzimatik lipid peroksidasyonu”

. 5
denir .

Serbest radikallerle prostaglandin metabolizmas: birbiriyle yakindan iliskilidir.
Resaktif oksijen metabolitleri, fosfolipaz aktivasyonu yoluyla prostaglandin (PG) EZ,

PGFZ, 6-keto PGFlave tromboksan (TX) 82 sentezini saglarlar. PGEzve |2(prostasiklin)

de adenilat siklazi aktive ederek cAMP (Siklik adenozin monofosfat) sentezini
arttirrlar. PGA, PGEl ve PGEZ'nin burun mukozasi damarlarinda vazokonstriksiyona

4,5,13,14,15,17

neden oldugu bilinmektedir

Ozellikle demir ve bakir olmak (izere gecis metalleri, fizyolojik sartlarda elektron
alis verisi seklinde gerceklesen oksidoredilksiyon reaksiyonlarinda gorev alirlar. Gegis
metalleri bu 6zellikleri nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarim hizlandiran katalizor

vazifesi gorurler. Demir ve bakir, tiyollerden tiyil sentezini HZO2 ve Oz'f den OH
2+ - 3+
sentezini katalizlerler. Mn  nin O2 tarafindan oksidasyonu Mn veya Mn-Oksijen

kompleksinin olusumunu saglar, bunlar da Oz'f den daha cok oksitleyicidirler. Metal

iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil 6nemi lipid peroksidasyonundaki
etkileriyle ilgilidir. Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu baslatmaktan ¢ok,
sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin  (LOOH) parcalanmalarim ve lipid
peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarim katalize ederler. Boylece daha az zararli olan
radikalleri daha zararli hale getirirler. Bu zincir reaksiyon soyledir:

LiPiD-OOH+Fe** (Cu*)—Lipid-O,+Fe* (Cu?")+OH"
LiPID-OOH+Fe** (Cu?*)—Lipid-O0+Fe?* (Cu*)+OH*

Aktive olmus makrofajlar, notrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal
patlama sirasinda da cesitli serbest radikallerin olusumuna neden olur. Fagositik

|okositler opsonize mikroorganizmalar, C5a kompleman fragman, |6kotrien B4,
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bakteriyel orijinli N-formil oligopeptitler gibi partikiler ya da ¢ozinebilir bir uyariciyla
uyarildiklarinda lizozomal komponentleri disariya vermeye baslarlar ve reaktif oksijen
metabolitlerinin olusumuyla birlikte mitokondri disinda oksijen tiketiminde bir patlama
(solunumsal patlama) gosterirler. Fagosite edilmis bakteri, solunumsal patlama
drdnlerinin etkisiyle oldurtlir. Ancak bu oksidan Grtnler htcrelerin antioksidan

savunma guclerini astiginda normal konak hiicrelere zarar verirler ve cesitli

45,17
hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar

Fagositlerin  uyarilmas,, heksoz ~monofosfat santi  yoluyla glukozun
oksidasyonunda artisa yol acar. Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi olarak

NADPH kullanmlir ve molekiler oksijenin (OZ) siperoksit radikaline (02'7) indirgenmesi

sonucu NADP (retimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olur. Heksoz monofosfat

yolunun aktivasyonuna neden olan NADP 'nin diger kaynagi hidrojen peroksidin
(HZOZ) detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon peroksidaz-glutatyon rediktaz

sistemidir. Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal granillerinde Fe-hem igeren
miyeloperoksidaz  enzimi  bulunur.  Cesitli  uyaricilarin  etkisiyle  fagositler
miyeloperoksidaz iceren granillerini ekstrasellUler araliktaki fagositik vakuol igine
bosaltirlar. Miyeloperoksidaz, hidrojen peroksit (HZOZ) varliginda klortr, iyodir ve

bromirin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI), hipoiyodik asit (HOI)
ve hipobromik asit (HOBr) olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlarr guclu

oksdanlardir, biyolojik olarak ©6nemli  molekillerle reaksiyona girerek

. . . S . 45513141517
mikroorganizmay etkileyen toksik ajanlar meydana getirirler

Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin zarar vermelerine karsi hassastir.
Bununla birlikte kendilerini oksidanlarina kars1 koruyabilirler. Fagositlerin antioksidan
sistemleri, slperoksidi hidrojen perokside donustiren slperoksit dismutaz (SOD),
hidrojen peroksidi suya indirgeyen katalaz (KAT), hidrojen peroksidi detoksifiye edici

glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemi, antioksidan vitaminlerden a-tokoferol

517
(vitamin E) ve askorbik asit (vitamin C) gibi antioksidanlardir

Notrofillerden toksk ganlarin sizintist veya sekresyonu, yakin hiicrelere ve
¢cOzunebilir sistemlere zarar verir. Fagosit kaynakli oksidanlar  ototoksik,

immiinosupresif ve mutajenik etkiler gogterirler. Ornegin romatoit artritli hastalarin diz
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eklemlerinde fazla miktarda noétrofil birikir ve bu nétrofillerden ortama saliverilen
serbest radikaller eklem hasarim hizlandirirlar. Bazi yabanci toksk maddeler hiicrede
serbest radikal Uretimini artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal Uretirler ya

da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasint saglayan antioksidan aktiviteyi disurdrler.

Bu tip maddeler dort grupta toplanabilirler:

1) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Ornegin kirli havanin koyu rengini veren azot

dioksit gazi (Noz') boyle bir maddedir. Azot dioksit (Noz') etkili bir lipid

peroksidasyonu baglaticisidir:
Lipid-H+NO,—Lipid+HNO,

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Ornegin kuru temizlemede kullamlan

3)

toksk bir madde olan karbon tetraklorir (CCI4), karacigerde sitokrom p450
tarafindan triklorometil serbest radikaline (CCI3.) donustardltr. Triklorometil serbest

radikali de molekiler oksijenle (OZ) etkileserek peroksil serbest radikali (CCI302.)

olusturur:
CCl,—CCls+ClI"
CCI 3+02—>CCI302

Triklorometil serbest radikali (CCI3.) ve peroksil serbest radikali (CCI302.) kuvvetli

lipid peroksidasyonu baslaticisidirlar. Boylece reaktif serbest radikal Gretimi

karacigerde antioksidan savunmalar1 asar, selliler membranlarda oksidatif yikim ve
4,5,13,14,15

ciddi doku hasar1 meydana gelir

Toksinin metabolizmas: sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Ornegin
Ozellikle karacigerde biriken paraquat bir serbest radikale indirgendikten sonra tekrar
yukseltgenerek rejenere edilirken, oksijen indirgenir ve bdylece bol miktarda
stiperoksit radikali (O, ) Uretilmis olur. Diyabetik bir ajan olan alloksan da paraquat
gibi etki eder #>131415,

Antikanserojen bir madde olan doxorubicin de DNA replikasyonunu inhibe ederken
olasilikla 6nemli miktarda stiperoksit radikali (O,) ve hidroksil radikali (OH")

Uretimine neden olur. Birgok endojen bilesigin ve ksenobiyotigin hidroksilasyonunu,
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endoplazmik retikulum membraminda yerlesmis iki Uniteden olusmus bir hem

proteini olan sitokrom P450 katalize eder. Bu reaksiyonlarda oksijen kaynag: olarak

molekiler oksijen kullanmildigi gibi peroksitler (ROOH) de kullarilabilir. Ancak,

alkol ve asetonla indiksiyonunda oldugu gibi bazi hallerde sitokrom P450 asiri

miktarda siiperoksit radikali (O,") Ureten bir izoenzime donusdr +°*341317

4) Toksin antioksidan aktiviteyi disirir. Ornegin parasetamoliin karacigerde sitokrom
P450 tarafindan metabolizmas: antioksidan aktivitede énemli yeri olan glutatyonla

resksiyona giren bir Grin olusturarak sonugta glutatyonun miktarini azaltir
4513,14,15,17

2.3.1.2 Serbest Oksjen Radikallerinin Etkileri

Belirli bir dizeye kadar olabilen oksidan molekll artis1 yine vicutta daima belirli
bir dizeyde bulunan dogal antioksidan molekiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Yani saglikli bir organizmada oksidan dizeyi ve antioksidanlarin
bunlar1 etkisizlestirme giicti bir denge icindedir. Oksidanlar belirli diizeyin Uzerine ¢ikar
veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge bozulursa sbzkonusu oksidan molekdiller
organizmanin yap1 elemanlar: olan protein, lipid, karbohidrat, nikleik asitler ve yararli
enzimlerini bozarak zararl etkilere yol acarlar. Cogu hastaliklarda artmus reaktif oksijen
radikalleri (ROR ) hastaligin sebebi degildir, primer bozukluga ikincil olarak olusurlar
ve ardindan patogenezde yer alirlar®®.

Slperoksit radikali (02'7) ve hidroksil radikali (OH.) sitoplazma, mitokondri,

niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir.
Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesi
artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein stlfhidril gruplart ve diger
amino asit kalintilar: okside olarak yikilir, nikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.
Resaktif oksijen radikallerinin tim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede
reaktif oksijen tirlerinin ve serbest radikallerin artisi hiicre hasarimin dnemli  bir

nedenidir. Iskemi sonrasinda reperfiizyon da reaktif oksijen tirlerinin artisina bagh

45,13
olarak iskeminin olusturdugu hticre hasarin arttirir
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Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karst en hassas olan biyomolekullerdir.
Hucre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon trinleri olustururlar. Poliansattre
yag aditlerinin  oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve

oldukca zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (R.) ve lipid peroksit

radikallerinin (ROO.) olusmasi, reaktif oksijen turlerinin neden oldugu hticre hasarinin
onemli bir o6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna  "nonenzimatik  lipid peroksidasyonu”  denir.  Hucre
membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri poliansattire (¢oklu
doymamus) yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge
cift baglardan bir elektron iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda
yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipid radikali (R.)
dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid radikallerinin (R.) molekiler
oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri(ROO.) olusur. Lipid peroksit
radikalleri (ROO.), membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga cikan hidrojen
atomlarim alarak lipidperoksitlerine (ROOH) dontsirler ve boylece olay kendi kendini

4513
katalizleyerek devam eder ( Sekil-6) :

A A= A= ROO=
e O, H, O=0n
p— — — ! A= .—.1I ..=-. e S r-.(\/_\—;-- — '-—.& —
H H H
fﬁ AH
o o .r-"""’f H OOH
—~ = K e
H H
malnndialdehid endoperoksid hidroperolsit
ROOH

Sekil 6. Lipid peroksidasyonu sonucu M DA olusumu (M echanisms of Aging, 2006' dan alindr)
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Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (ROOH) yikilimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membram ve subselliler organel lipid
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarimin hepsiyle uyarilabilir ve gegis metallerinin
varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (HZOZ) Fenton reaksiyonu sonucu

4513

hidroksil radikali (OH.) olusmast zincir reaksiyonunu baglatabilir

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Bu bilesikler ya hiicre dizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bélumlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha
fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana
gelir. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA o6lculmesi lipid peroksit
seviyelerinin indikatori olarak kullarilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu c¢ok
zararlh bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve Urettigi reaktif

aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina

) 4513
ve birgok hastaliga neden olur

Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kikuart iceren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle sulfir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda,
yapilarinda fazla sayida disilfit bagi bulunan imminoglobilin G (IgG) ve albiimin gibi
proteinlerin tersiyer yapilari bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin
ve lizin reaktif oksijen trleri Ureten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik
hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest
radikallerden 6nemli oranda zarar gorirler. Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit
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radikali (02'7) veya hidrojen peroksitle (HZOZ) reaksiyonu methemoglobin olusumuna

45,13
neden olur

Serbest radikallerin niklelk asitler ve DNA'ya etkileri
Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y: etkileyerek hiicrede

mutasyona ve Olime yol acarlar. Hidroksil radikali (OH.) deoksiriboz ve bazlarla
kolayca resksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus notrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit (HZOZ) membranlardan kolayca gecerek ve hiicre

cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6limtne yol
acabilir. Superokside (02'7) maruz kalan DNA molekilleri hayvanlara enjekte

edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu oldukca dnemli bir etkidir;

ornegin, otoimmin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusta (SLE) ve romatoit

45,13
artritte dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle gesitli Grinler meydana gelir ve
bunlar, ¢esitli patolojik sireclerde 6nemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psoriyazis, romatoit
artrit, Behget hastaligi, gesitli deri ve goz hastaliklari, kanser gibi birgok hastalikta ve
yaslilikta serbest radikal Uretiminin arttigi, antioksidan savunma mekanizmalarimn
yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest radikal artiginin sebep mi

5
yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir .

2.3.2 Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:
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1) Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekile gevirme toplayia etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus
ve kicuk molekiller bu tip etki gosterirler,

2) Resaktif oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle donistirme bastiria etkidir. Vitaminler, flavanoidler
bu tarz bir etkiye sahiptirler,

3) Reaktif oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini  kirip fonksiyonlarin
engelleyici etki zincir kiria etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
zincir kirici etki gosterirler.

4

4) Serbest radikallerin olusturduklar: hasarin onarilmast onaric etkidir .
Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Eksojen
antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlart olmak Uzere

siniflandirilabilirler:

45,13
Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir

1) a-tokoferol (vitamin E),
2) B-karoten(vitamin A),
3) Askorbik asit (vitamin C),

4) Folik asit (folat).

. ) ) ) 45,13
Ilac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar sunlardir

1) Ksantin oksidaz inhibitérleri (allopurinol, oksiptrinol, pterin aldehit, tungsten),

2) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium),

3) Rekombinant stiperoksit dismutaz,

4) Trolox-C (vitamin E analogu),

5) Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein),

6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin),

7) Demir redoks dongusti inhibitorleri (desferroksamin),

8) Notrofil adezyon inhibitorleri,

9) Sitokinler (TNF ve IL-1),

10) Barbitiratlar,

11) Demir selatorleri.

24



4513
Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir

1) Butylated hydroxytoluene (BHT),
2) Butylated hydroxyanisole (BHA),
3) Sodium benzoate,

4) Ethoxyquin,

5) Propylgalate,

6) Fe-superoxyde dismutase.

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak Uzere iki simifa ayrilirlar:

45,13
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir

1) Stperoksit dismutaz (SOD),

2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

3) Glutatyon S-Transferazlar (GST),

4) Katalaz (CAT),

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,

6) Hidroperoksidaz.

45,13
Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlarcdir

1) Melatonin,
2) Seruloplazmin,
3) Transferin,
4) Miyoglobin,
5) Hemoglobin,
6) Ferritin,

7) Bilirubin,

8) Glutatyon,
9) Sistein,

10) Metiyonin,
11) Urat,

12) Laktoferrin,
13) Albumin.

Biz calismamizda oOrneklerde asagidaki antioksidanlarin seviyesine bakmay1
amacladik.
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2.3.2.1 Superoksit dismutaz (SOD)
SlUperoksit dismutaz, stiperoksit serbest radikalini n(OZ'f) hidrojen peroksit(HZOZ)
ve molekuiler oksijene(Oz) donusimini asagidaki reaksiyonla katalizleyen antioksidan

enzimdir:
20_2+2H+—>H202+02

Insanda sliperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD
sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn SOD
mitokondride bulunur, Mn icerir, tetramerik yapidadir, siyanidle inhibe olmaz. Genel
olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD'dir. SOD'in fizyolojik

fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri sliperoksit serbest radikalinin (02'7) lipid

peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD, fagosite edilmis
bakterilerin intrasellller 6ldirdlmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi, yiksek oksijen
kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO2 artisiyla artar. SOD'nin ekstraselltler

aktivitesi ¢cok dusuiktir. Cu-Zn SOD'nin spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin

eritrositlerinde yiksek, prematirelerin ve yashlarin eritrostlerinde ve psoriyazisli

5
hastalarin I6kositlerinde disik bulunmustur .

2.3.22 Katalaz (KAT)

Katalaz (HZOZ:HZO2 oksidorediktaz) yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir

hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi (HZOZ) suya ve oksijene

parcalar. Granulomatdz hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi

koruma islevini de gorir. Hicrede olusan hidrojen peroksidi (HZOZ) hidroksil serbest

. 5
radikali (OH ) olusumunu 6nlemek icin ortadan kaldirir .
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2.3.3 1/R Hasarinda K ompleman, Endotel ve L ékositlerin Roli

Sitokinler, dogal ve spesifik immunitenin bir protein mediyatdr grubudur.
Genelde sitokinler bir inflamatuvar veya antijenik etkilesime yanit olarak sentezlenir.
Sitokinler lenfositlerin olgunlasip diferansiye olmalarint saglarlar. Dokuya zarar
verebilirler, hatta o6lume kadar (dokunun olum0) gotarebilirler. Travma veya
enflamasyonlu bdlgede makrofaj ve monositlerden salinan bir sitokin olan interlokin-1
(IL-1) isimli polipeptid cerrahiden sonra gelisen bircok degisiklikten sorumlu
bulunmustur. Bu maddenin basta immtn yamt ve doku tamiri Gzerinde etkili oldugu
dustnulmektedir. IL-1 ve Tumor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-o), akut ve kronik
inflamasyonun birgok lokal ve sistemik 6zelliklerinin olusumunda rol oynamaktadr.
DusUk dozlarda lokal inflamasyonun mediatérleri iken, ylksek miktarlarda
salgilandiklarinda dolasima gegerek endokrin etkiler olustururlar. iskemi/reperfiizyon
kompleman sistemini aktive eder. Kompleman aktivasyonunun baslangic dénemi ve
mekanizmasi halen tartismalidir ve tam olarak acikliga kavusmamistir. Kompleman
aktivasyonu sonucu olusan, proinflamatuar komponentler bir yandan lokositleri aktive

ederken, diger yandan TNF-qa, IL-1 ve IL-6 olusumunu uyararak inflamatuar cevabi

18
guclendirir .

TNF-a, ciddi bir ameliyata bagli doku travmasi veya infeksiyonlar sonucu olusan
inflamatuar kompleks, bir proinflamatuar sitokin donglsiniin baslamasina neden olur.
Bu sitokinler arasinda TNF-a, konak¢i cevabinin olusumuna yol acan ilk ve en gucli
mediyatorlerden biridir. TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve splanknik dokularda ¢ok
bulunan monositler, makrofajlar ve T hicreleridir. I¢ organlardaki cerrahi veya
travmatik yaralanmalar, inflamatuvar mediatorlerin olusumu ve akut faz proteinlerinin
yapimi gibi homeostatik cevaplarin olusumunda belirgin etkiye sahiptir. Akut travmaya
cevap olarak TNF-o salimm hizli ve kisa slrelidir. Endotoksin uyarisi ile akut
inflamatuar cevap gelisimini taklit eden deneylerde tumor nekroz faktorinin monofazik
bir egri izledigi, 90 dakikada pik yapip 4 saat icinde Olcliimeyecek diizeye indigi
saptanmistir. Yart omrd 15 -18 dk. olmasina ragmen, TNF nin kisa sireli ortamda
bulunmast bile dnemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve
donglntin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasina neden olur. TNF Uretiminin kisa
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sirmesi, ortamda regile edilemiyecek kadar ¢cok TNF-a aktivitesinin olusmasini
engelleyen efektif endojen mediatorlerin olduguna isaret eder. TNF yapimu ve
aktivasyonunu engelleyen bircok dogal mekanizma bulundugu gosterilmistir.
Dolasimda transmembrandz TNF reseptdrlerinin (solubl TNF reseptorleri = STNFR)
endojen inhibitorleri saptanmistir. Bu reseptérlerin kompotetif olarak dolasimda
bulunan fazla TNF'yi sekestrize ederek koruyucu rol aldiklar: sanilmaktadir. TNF-a’ nin
diger fonksiyonlar1 arasinda; koagilasyonun aktivasyonu, prostaglandin E2, platelet

aktive edici faktor (PAF), glukokortikoidler ve eikozanoidlerin salimmimin arttirilmasi
18,19,20,21

sayilabilir

Iyon ve organik molekiillere gecirgenlikte bariyer olusturmasi, prostoglandinlerin
dolasimdan kismen uzaklastirilmasi, akcigerlerde Anjiotensin I'in Anjiotensin 11’ye
donustorilmesi  ve koagilasyondaki  rolt, endotel hicresinin  bilinen klasik
gorevlerindendir. Endotel hiicresinin yukarda sayilan islevlerine ek olarak, vazomotor
etkinlikleri dizenlemesi ve hasara cevap olarak salgiladigi mediyatérler nedeniyle
giderek dahafazlailgi cekmeye baglamistir. Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu
kompleman aktive edilir, I0kosit adhezyon molekillerinin Gretimi artar. ROR etkisi ile

endotelden salinan trombosit aktive edici faktor 16kositleri aktive eder. Lokosit endotel

11,14,20
hticre etkilesimi sonucu l6kositler endotele yapisir ve go¢ gergeklesir

Iskemi/reperfiizyon I6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve lokosit endotel hiicre
adhezyonuna yol agar. Polimorf niveli 16kositler (PMNL) de, endotel hiicreleri gibi
ROR Uretme kapasitesine sahiptir. I/R hasarinda PMNL’in rol ile ilgili baz
mekanizmalar ileri strdlmistir. Bunlar;

1. Mikrovaskuler okluzyon;

2. ROR salinmast;

3. Sitotoksik enzim salinmast;

4. Vaskller permeablite artis1 ve
5. Sitokin salimiminda artistir.

Polimorf noveli |6kositlerin baslangigtaki biyokimyasal reaksiyonlari endotel
hicreleri ve ksantin oksidaz araciligi ile olur. Aktivasyon ve migrasyonlar: ise endotel
hicrelerde ve |0okositlerde bulunan adhezyon molekilleri araciligi ile olur. Lokosit
adhezyon molekdlleri (LAM) |okositlerde ve diger baska hiucrelerde de bulunan ve
gelisme, haberlesme, inflamasyon ve apoptosis (programli hiicre 6lumui) gibi pek ok
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biyolojik olaylarda rol alan yapilardir. Selektin grubu adhezyon molekdlleri, doku
hasar1 olan bdlgede aktive olmus endotele, PMNL’ lerin baslangictaki adhezyonundarol
arlar. L, P ve E selektin olmak izere bilinen (¢ Uyesi vardr. I/R, endotelde P-selektin
ekspresyonunu arttirr. Bu molekdl, PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein
1(PSGL-1) adli reseptorul ile etkileserek dustk afiniteli 16kosit endotel baglantisini
olusturur. ikinci asamada lokosit Beta-2 integrinler ile endotelyal interselltiler adhezyon
molekult 1(ICAM-1) arasinda etkilesim ile |0kosit adhezyon ve agregasyonu gelisir.
Uciincli asamada platelet endotelyal hiicre adhezyon molekiil | ile endotel hiicre
baglantilar1 arasindaki etkilesim ile 16kosit transmigrasyonu gelisir. Aktive Iokositler
ekstravaskiler kompartmana ulasinca hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslarlar
(kemotaksis). Burada aktive I6kosit cevabr su mekanizmalarca gergeklestirilir:

1. Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandin ve
[6kotrienler) Uretilir,

2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir,
11,19,21,22

3. ROR Uuretimi gergeklesir

Bu drinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin gugli mediyatorleridir ve
baslangigtaki inflamatuar uyaranin etkisini gulglendirir. Bazi durumlarda lizozomal
enzimler hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya dilue
etmeye yonelik bu inflamatuar cevap sonucu mikrovaskiler permiablite artisi, 6dem,
tromboz ve parankim hiicre 6liumi de gerceklesir. Gorevini tamamlayan |okositler

apoptotik hicre 6lumine ugrarlar ve lenfatik dolasim ile ortamdan uzaklastirilirlar
11,19,21,23

2.3.4 Akut Tubuler Nekroz ve Renal iskemi- Reperfiizyon

Iskemik hasar akut bobrek yetmezligi (ABY)'nin olusmasinda ve devam
etmesindeki tek faktor degildir. Cogu zaman iskemik hasar kisa sireli olsa bile ABY
tablosu gelismekte ve uzunca bir sire de devam edebilmektedir. Akut tUbiller nekroz
(ATN) gelisen hastalarin bobrek dokulari morfolojik olarak incelendiginde, nekrozun
cogunlukla olmadig1 ya da fokal oldugu belirtilmistir. Patolojik kesitlerde tibil epitel
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hicrelerinin dokildigi ve bu dokilmelerden dolay: tiibll bazal membranlarinda yer yer
bos alanlarin oldugu rapor edilmistir. Nekroz olmaksizin da 6limcil olmayan hasara
bagli ATN tablosu gelisebilir. iskemik hasar sirasinda gelisen hticre ici bir dizi
metabolik olay cesitli sekillerde hiicre oltimine sebep olur. Bu degisiklikler arasinda
ATP eksikligi, hicre ici pH degisiklikleri, intraseliler kalsiyum miktarimin artmas,
serbest radikallerin artmasi, apoptozis gibi degisiklikler yer alir. ABY vakalarinin
onemli bir kisminda prerenal ABY s0z konusudur. Prerenal faktorlere kisa slrede

mudahale edilirse 6limcul olmayan hasarin, apoptozisin veya nekrozun gelismesi

. - - 24
onlenebilir

TUbdler hasarin boyutlart cogu zaman nekrozdan ¢ok subletal hasar seklindedir.
Preglomeriler vazokonstriksiyon GFR'nin azalmasindaki en onemli sebep olarak
gbzikmektedir. Norohormonal cevabin uyariimast ile renin anjiyotensin aldosteron
sistemi (RAS) aktive olur. Sempatik sinir sistemi de aktive olur ve vazopresin
salgilanmas: artar. Afferent ve efferent arteriyollerde vaskiler rezistans artar.
Glomertler plazma akimi %30-50 oraminda azalir. Katekolaminlerin, anjiyotensin 11
(AT I1) 'nin ve endotelinin seviyeleri artar. Bunun sonucunda vazokonstriksiyon gelisir.
Vazokonstriksiyonun erken doneminde kompansatuar mekanizmalar da aktive olur.
Baslangicta, lokal miyenterik refleks, AT-11 ve prostaglandin sentezi ile renal kan akim

kompanse edilir. Nitrik oksidin (NO) vazodilator etkisinin yam sira endotelinin

24
etkilerini azaltici etkisi de vardir .

Iskemik bobrekte vazokonstriktor maddelerin etkisine kars: asir1 bir hassasiyet ve
vazodilator maddelerin etkisine kars1 da bir diren¢ sz konusudur. Oksijenlenmenin
bozulmasi ile artan intraseltler kalsiyum birikimi afferent arteriyollerdeki direng artisi
ile iligkilidir. Kalsiyum kanal blokerlerinin kaybolan otoregilasyonu dizeltmesi ve
renal sinir inervasyonuna olan sensitiviteyi azaltmasi bir kanit olarak sunulmaktadir.

Ayrica intraselller kalsiyum intraseltler proteazlar: ve fosfolipazlar: da aktive ederek

24
hiicre nekrozuna sebep olur .

Hipoksinin devam etmesi ve inflamatuar cevap, ABY’nin uzama fazinda rol
oynamaktadir. Her iki olay da medullanin dis kisminda yer almaktadir. Normal
fizyolojik sartlarda oksijen basinci korteksten medullaya dogru inildikge azalmaktadir.
Akut tlabuler nekrozun baglangicindaki iskemik olay dizelse bile kan akimi
bozukluklart ATN gelistikten sonra da devam etmektedir. Reperfiizyon sirasinda kan

30



akiminda %40-50 oraminda azalma devam eder. Kan akimindaki bu azalma tam
aciklanamamakla birlikte endojen vazokonstriktorlere karsi antagonistler kullanmldigi
zaman kan akiminin diizeldigine dair bulgular rapor edilmistir. Hayvan modellerinde
endotel gegirgenliginin iskemik ABY sonrasinda arttigi  bilinmektedir. Gelisen
interstisyel 6dem kan akimimi, medulladaki damarlara basi uygulayarak daha da
bozabilmektedir. Plazmanin damar disina kagagi sonrasi hemokonsantrasyon gelisir ve
dolasim daha da bozulur. Bu durum l6kositlerin endotel hicreleri ile karsilasmasi
olasiligim arttrmaktadir. Eritrositler ve |okositlerin medullada biriktikleri deney
hayvanlarinda gosterilmistir. Endotel hicrelerinde P ve E selektin ekspresyonu

arttigindan, 16kositlerin endotel hiicrelerine adhezyonu artar. Aym sekilde interseltler
11,14,24

adhezyon molekiil-1 (ICAM-1) ekspresyonu da artmaktadir

ICAM-1'e kars1 antikorlarin kullaniimas: ile iskemiden korunulmasi, adhezyon

18
molekillerinin ATN gelisimindeki roltini gostermektedir . Hasarli endotel hiicrelerinin

nitrik oksit salgilamalar1 da bozulmaktadir. Bu olaylar: takiben 16kosit adhezyonu ve
infiltrasyonu ile vazokonstriksiyon ve lokal kan akimindaki azalma (konjesyon) bir kisir

dongl halinde devam eder. Sonucta GFR'de azalma ile birlikte subletal hasardan

24
apoptozise ve nekroza kadar gidebilen bir tablo gelisir  (Sekil-7).
Hucrelerde aktin hiicre iskeleti yapisinda da bozulma izlenir. Bu bozulma kan
akimindaki degisikliklerde de rol oynamaktadir. Hipoksi sirasinda intraseltler kalsiyum

konsantrasyonu artisina bagli kalpain (Ca+2 bagimli nbtral sistein proteaz) aktivites artis
gosterir. Iskemik renal hasar srasinda da spektrin ve ankirin gibi aktin baglayici
proteinlerin bazolateral membrandan sitoplazmaya yoneldigi ve sonra da bu proteinlerin
yikiminin arttig: tespit edilmistir. Tabuler hiicrelerde izlenen bu degisiklikler proksimal

tubll hicrelerinin firgcams: kenarlarinin ve hiicrelerin bazal membrandan koparak ttbl

24
[Gmenine dokilmesine ve tibil [imeninde tikanmaya sebep olur .

Tibiiler hasar gelisimindeki bir diger mekanizma da oksidatif strestir. Ozellikle
proksimal tdbdl hicrelerinin - metabolik acidan yogun olmalar;, ATN sirasinda
mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik kalsiyum artis1 nedeniyle, oksidatif molekiller
fazla miktarlarda olusur. Hiicre hasar1 sirasinda olusan stiperoksitten yogun miktarlarda
hidrojen peroksit olusur. Hidrojen peroksit normalde su molekultine gevrilebildigi halde
hasarli hicrelerde hidroksil radikallerine de donusebilir. Olusan hidroksil radikalleri
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gibi reaktif oksijen radikalleri (ROR) lipid peroksidasyonuna sebep olarak, hiicre

proteinlerini okside ederek, plazma ve mitokondri membramn bozarak ve DNA’ya

424
hasar vererek hiicre zedelenmesine sebep olur

| Frerenal faktor|er I AT

F'ro:!ag.:and-r'lcr
NO

|Rena! kanlanmada azalma |
Endotel hucre hasan .______d.--“' 1
MO azalr L
dhezyon molekulien artar

] Mediiler hipoksi

inl'-ur'm:--'-cln |

Lokosit infittrasyonu L Meddller konjesyon
Lokozitlerden proteaziar salgilarr ATP eksikiigi |

Sitorol Ca™ ve ROS artig

Mitokondri hasan |
-
f
| Tibill hicre adheryon molekil
eksprasyonu artar

Sitokin salgilanmas:

Tibdler hiicra nakrozu
Apoptozis Interstisyumda
i basing artrz

Tubdl hicrelerinde fircamsi kenar kaybq |
Na-K-ATPaz polarizasyonu
Hicrelar aras: adharyon borukiudu
Hicre dokiimesi

” | e
Elektrolit transportunda =Ta i Tubdler tkaglarin
bozukiuk olusmasi

Sekil 7. iskemik vetiibiiler ATN patogenezinde rol oynayan faktor lerin sematik gor inimdi. (Tirk
Nefrolgji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi 2006:15' den alindi).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) da tiibiler hasarin gelismesine katkida
bulunabilmektedir. Hipoksiyle iINOS protein dizeyleri ve NO seviyeleri artmaktadir.
Salgilanan NO’ nun oksijen radikalleri ile uzaklastirilmasi sirasinda olusan peroksinitrit
tubll hasarina yol agmaktadir. INOS blokaj1 saglandiginda ise 16kosit infiltrasyonu ve
iskemi-reperflizyon hasari1 engellenebilmektedir. Hemodinamik etkilerinin yan sira NO

reaktif nitrojen turevlerinin de olusmasina katkida bulunarak sitotoksik etki gosterebilir
24

AST (Aspartat amino transferaz) sadece karacigere Ozgu bir enzim olmayip
bobrek ve diz kas gibi diger organlarda da bulunur. Bu enzimin ratlarda, 6zellikle renal
tubuiler hasar sonrasi yikseldigi, Feilleux ve arkadaslar: tarafindanda gosterilmistir® .

32



2.4 Fosfodiesteraz Ailes ve Rolipram

Fosfodiesterazlar 11 farkli enzimlerden olusan biyuk multigen ailedir. Siklik
nikleotid fosfodiesterazlar (PDE), hicre icinde ikincil habercilerden siklik AMP
(cAMP= siklik 3',5'-adenozin monofosfat) ve cyclic GMP (cGMP= siklik 3',5-guanozin
monofosfat)'lerin hidrolizini katalize ederler. %

B-AMP

FLE3, PDE4, PDET, FDES ’
ATP = AJC == cAMP

FDE1, PDE2 PDE 10, PDE 11

PDES, PDEG, PDES

GTP — GC — cGMP —-.‘
5-GMP

Sekil 8. Siklik 3' 5" nuklectidlerin etki mekanizmas

Siklik AMPyi hidroliz eden PDE 4 ailesinin kendi icindede 4 subtipi
mevcuttur(4A,4B,4C,4D). PDE- 4 A ve D c¢ogu dokulara dagilmisken, PDE- 4 B,
ozellikle akciger, kalp, beyin ve iskelet kasinda; PDE — 4 C neonatal ve kismen de
immun ve inflamatuar hiicrelerde yogunlasmustir.?’

Cssitli in vitro ve in vivo calismalarda hiicresel trafigi regulasyonunu, hticre
adezyon molekill ekspresyonu, mikrovaskuler kacak, SOR drtnleri, inflamatuar
hiicrelerden salinan sitokin ve kemokinleri igeren inflamasyon stirecinde, bu enzimlerin
anahtar rol oynadig1 ortaya konulmustur®®®. Spesifik inhibitorler PDE-4 aktivitesini
azalttiginda, inflamatuar ve immunokompetan hiicrelerdeki hticre ici CAMP seviyesi
artar. Siklik AMP, hicre membraminda yerlesmis bulunan adenil siklaz enziminin
katalitik etkisiyle adenozin trifosfat (ATP)'tan sentezlenen ve fosfodiesteraz enziminin
etkisiyle 5' -Adenozin mono fosfat'a (5' -AMP) donuserek inaktif hale gelen cok onemli
hiicre ici bir niikleotiddir 3%,

Yukselmis cAMP seviyeleri inflamatuar alanda timor nekroz faktor 1 ve

interlokin 2 gibi kemokin Uretimi ve hiicre adezyon molekilt ekspresyonu ile iliskili
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potent proinflamatuar sitokinlerin salinmasini azaltir. Rolipram(Sigma, Aldrich, R6520)
akciger®®, mide® ve barsak iskemi-reperfiizyon hasari®® ve lipopolisakkarid ile
indiiklenen Uveiti*® de iceren cesitli deneysel ROS iliskili doku hasar1 modellerinde
etkin oldugu bulunan selektif bir PDE-4 inhibitorudur. Rolipram aynm zamanda anti
depresan 0Ozellige sahip olmakla beraber damarsal bozukluklarin tedaviside de
kullanilir.*” Calismamizda rolipram kullanarak iskemi reperfiizyon hasarinda bobrek
Uzerinde koruyucu etkisini arastirdik.



3 GEREC ve YONTEM

Calismada Wistar Albino cinsi, agirligi 150-250 gr arasinda degisen 4-5 aylik 30
adet disi sican kullanldi. Hayvanlar Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (TIBDAM) kontrollli ortamdaki standart sican
kafesleri icinde her kafeste en ¢ok yedi veya sekiz sican olacak sekilde barindirildi ve
tim islemler 1986 Uluslararasi Strasbourg Hayvan Haklari Evrensel Beyannamesi
kosullarina uygun olarak, Etik Kurul onay1 ile veteriner hekim kontrolinde
gerceklestirildi. Sicanlar, kemirgenlere 6zel palet yem ve su ile beslendi. Hayvan
atiklarinin uzaklastirilmasi, su ve yemlerinin saglanmasi, kafeslerinin temizlenmesi ve
kontrolt merkezin veteriner hekimi ve deneyimli personelleri tarafindan yapild.

Sicanlara anestezi icin % 2'lik ksilazine hidroklorir (Rompun) 6mg/kg ve
ketamin hidroklorir (Ketalar) 75 mg/kg kombinasyonu intraperitoneal olarak uyguland.
Sicanlar karin bolgeleri tras edildikten sonra supin pozisyonda ameliyat masasina
yatirildi (Sekil 9). Rolipram intraperitoneal 1mg/kg olacak sekilde uyguland: *’. Orta hat
kesiyle karin igine ulasildi ve eksplorasyonda sag renal arter ve ven bulundu (Sekil-10).
Ardindan sag renal pedikil, mikrovaskiler klemple okliize edildi ve pulsasyon olmayisi
ile arterial kan akiminin durdugu teyid edildi (Sekil- 11). Otuz dakikalik iskemi sonrasi
mikrovaskiler klemp agilarak arterioventz akimin tekrar basladigi, bobregin renginin
acilmasi ve pulsasyonun baslamasi ile teyid edildi. Batin 2-0 ipek dikisle yaklastirildi.
Yirmidort saat sonra sag nefrektomi (Sekil- 12) uygulanp cikarilan bdbrek dokusunun
yarist serum fizyolojik igine konulup biokimyasal inceleme icin alindi. Diger yarisi ise
icerisinde formaldehit bulunan flakonlara konulup histopatalojik inceleme icgin alindi.

35



Sekil 11. Klemp konulmus bdbrek pedikdlt Sekil 12. Nefrektomi uygulanms sican

3.1 Cahsmagruplar

Sicanlar her biri 6 sarl1 5 gruba ayrildi ve su yontem izlendi:
Grup 1 (Kontrol grubu): Sadece laparatomi yapilip, sag nefrektomi uygulandi. Batin 2-0
ipek dikisle yaklastirild.
Grup 2 (i/R grubu): Laparatomi yapilip, renal pedikil bulunup, 30 dk klemp konuldu.

Klem acildiktan 24 saat sonra sag nefrektomi yapildi. Batin 2-0 ipek dikisle
yaklastirilds.
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Grup 3 (I/R+ ilag grubu 1): Renal pedikil klemplenmeden 30 dakika 6nce rolipram

intraperitoneal verildi. Daha sonra laparotomi yapilip, renal pedikile 30 dk klemp
konuldu. Klemp agildiktan 24 saat sonra sag nefrektomi yapildi. Batin 2-0 ipek dikisle
yaklastirildi.

Grup 4 (I/R + ilag grubu 2): Laparotomi yapilip, renal pedikil klemplenme esnasinda

rolipram intraperitoneal verildi. Klemp stiresi 30 dk. Klemp agildiktan 24 saat sonra sag
nefrektomi yapildi. Batin 2-0 ipek dikisle yaklastirildi.
Grup 5 (i/R+ ilag grubu 3) : Laparotomi yapilip, renal pedikile 30 dk klemp konuldu.

Klemp acildiktan 30 dk sonra rolipram intraperitoneal verildi. 24 saat sonra sag
nefrektomi uygulandi. Batin 2-0 ipek dikisle yaklastirildi.

3.2 istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olcimler say1 ve ylzde olarak, sayisal dlcimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak Ozetlendi. Kategorik olgtimlerin
gruplar arasinda karsilastiriimasinda Ki Kare test istatistigi kullamildi. ikiden fazla
grubun sayisal olcimlerinin genel karsilastirilmasinda Tek Yonli Varyans Analizi
kullanildh. Bu analizde anlamli bulunan sayisal Olgumler igin ikili alt grup
karsilastirmalar1 Bonferroni analizi ile yapildi. Tim testlerde istatistiksel dnem diizeyi
0.05 olarak alindh.

3.3 Histopatolgjik inceleme

3.3.1 Hematoksilen Eozin (H& E) Kesitlerin Hazirlanmas ve Degerlendirilmes

Yizde 10'luk formaldehit solisyonunda tespit edilerek gonderilen bobrek

dokularindan rutin doku takip islemlerini takiben parafin bloklardan Hematoksilen
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Eozin boyal1 preperatlar hazirlandi. Tum gruplara ait her bir H&E boyal1 preparatta
tubliler nekroz ve inflamasyon asagida belirtildigi sekilde degerlendirildi®®:
Tubuler nekroz, nekrozun yayginligina gore;

: Normal

> %5’ in altinda (minimal)
: %5-25 arasi (hafif)

- %25-75 arasi (orta)

- %75'in Ustd (agrr)

A W N P O

Inflamasyon, bébrek parenkimindeki yogunluguna gore:
0: Normal

1: Minimal

2: Hafif

3: Orta

4: Agir olarak degerlendirildi.

3.3.2 Imminohistokimyasal olarak Apop Tag (Kod: S-7101 Milipore 40 testlik)
Hazirlanmas ve Deger lendirilmes

Y Uzde 10’ luk formaldehitte tespit edilen dokular; otomatik doku takip cihazinda
takip edildikten sonra dokular parafine gémulerek blok dokme islemi tamamlandi.
Parafine gomuilti dokular; mikrotom cihazinda 3-4 um kalinlhiginda kesildi ve 56 °C’de
su banyosundan Polysineli Lamlara alind: ve 60°C lik etiivde 30-45 dakika bekletildi.
Daha sonra oda 1sisina alinarak;

Dokular 3 ayr1 ksilol (xylene) de 10’ ar dakika tutuldu.

Dokular 3 ayr1 alkolde (%95 lik) 10’ ar dakika tutuldu.

Cesme suyunda iyice yikandi. Distile suda yikanarak deparafinize islemi tamamland.
- Dokular PBS de (Phosphate Buffer saline Ph:7,4) 2-3 dakika bekletildi.

- Doku cevresi kagit havlu ile silinerek fazla sivisi alindi.
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Doku Uzerine Proteinaz K damlatilarak oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.
(DBS KO30 kullanldi. Calisma icin:100 pl-stok Proteinaz K+ 2400 pl. PBS
ilave edilerek hazirlandi)

Dokular PBS de 3 ayr1 salede 2 ser dakika yikandi.

Doku cevresi kagit havlu ile silinerek fazla sivisi alindi.

Doku tzerine PBS'li % 3 lik H,O, damlatilarak 5 dakika inkube edildi.

Dokular PBS’ de 3 ayri1 salede 2-3 dakika yikand:.

Doku cevresi kagit havlu ile silinerek fazla sivisi alindi.

Doku tizerine 5 cm? igin 75 pl’lik Equilibration Buffer (-20 °C) damlatildi. Oda
1sisinda 3-5 dakika bekletildikten sonra Uzerindeki Equilibration buffer direk
stiztldu ve doku cevresi kagit havlu ile silinerek fazla sivisi alindh.

Doku izerine 5 cm? igin 55 pl Tdt enzimi damlatildi. 37 °C de 60 dakika inkube
edildi.(385 pl reaction Buffer+165pl Tdt enzyme= 550 pl 5 cm? igin 10 testlik )
Doku Uzerindeki fazla solisyon sizilerek direk birinci stop-wash Buffer
soltisyonu bulunan salede oda 1sisinda 15-20 saniye ¢alkalandh.

Direk ikinci stop/wash Buffer soliisyonu bulunan salede oda 1sisinda 10 dakika
inktibe edildi. Bu asamada beklenirken Anti-Digoxignenin Conjugate oda 1sisina
getirildi.

Dokular stop-wash Bufferden PBS ye alinarak 3 ayri1 salede 2-3'er dakika
yikand.

Doku gevresi kagit havlu ile silinerek fazla sivisi alindh.

Doku Uizerine 5 cm? icin Anti-Digoxigenin Conjugate 60 pl damlatilip oda
1sisinda 30 dakika inktibe edilir.

Dokular 4 ayr1 PBS salesinde 2'ser dakika yikandi ve doku cevresi kagit havlu
ile silinerek fazla sivisi alindh.

Doku tzerine DAB soliisyonu damlatilarak 3-6 dakika inkibe edildi.

(DAB Haarlanisi: 1470 pl DAB Buffer+30 pl DAB substrate=1500 ul Total)

Renk olusumu olan preparatlar direk distile suya alinarak yikand.

Dokular % 0,5'lik Methyl Green iginde 10 dakika inktibe edilerek karsit boyama
islemi yapildi.

Distile suda yikandh.

39



- % 100’ luk N-Butanol (1- Butanol) ile 1-2 kez ¢alkalandiktan sonra kurutuldu.

- Ksilolde 10 dakika bekletildikten sonra entellan (Permount) ile kapatildi.

- Hazirlanan preperatlarda, 151k mikroskobunda x40 blyltmede, 20 biyuk
blylitme alaminda pozitif boyanan nikleuslar say1ldh.

3.4 Biokimyasal inceleme.

3.4.1 Katalaz

Katalaz tayini spektrometri (Shimadzu UV- 260, Japonya) esasina dayal1 katalaz
kitiyle (Sigma, ABD) olculmiistir *°. Kitin calisma yontemi asagida ayrintili olarak
aciklanmugtir.

Ayrraglar.

Potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) 500 mM
Kromojen ayirag
Sodyum asid ¢ozeltisi (Durdurma ¢ozeltisi) 15 mM
Katalaz pozitif kontrol

Timol % 0,1

Protein 30-50 mg/mL

3-10x10° U’/mL aktivite icerecek sekilde hazirlanir.
UV substrat gozeltisi™

Hidrojen peroksit 20mM
Hidrojen peroksid ¢ozeltisi % 3
Peroksidaz

25 °C ve pH 5.0'da substrat olarak ABTS kullammyla 6lc¢llen her mg kati madde
basina 800-1200 U olacak sekilde hazirlanr.
Enzim sulandirma tamponu
Potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) 50 mM
TRITON X-100 %0.1
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Ornek haarlans

Sican bobrek dokusu 1 x calisma tamponu (1 mL) eklenerek homojenizator
(Heidolph 50110) ile parcalanmustir. Her bir sigan bobregi 6rnegi igin reaksiyonda
kullanilacak hacim ve sulandirma asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Katalaz dlgiimiinde gereken 6rnek hazirlamsi i¢in hacim ve sulandirma
Protein derisimi Reaksiyon

Her reaksyon igin

icin gereken Reaksiyon iy
Doku sulandirma karlslmlng siiresi(dakika) AA520.graI1k (kor
X eklenen hacim Ornek)
miktar

Kér 1.20-1.32
(baslangiC Asz)

Sican bdbregi 0.3 mg/ml 5-10 uL 3 dak 0.28-0.57

Katalaz 10.000-kat1 2-4 uL 1 dak 0.36-0.71

standarti

UV dlgiim reaksiyonu.

Bu Olgim kinetik olarak 240 nm’'de hidrojen peroksidin absorbsiyonunun
azalmasinin  spektrofotometrik takibine dayanmir. Bu calisma hidrojen peroksid
konsantrasyonunun (10 mM) sistemdeki Kpy'sinin (1,2 M) ¢ok distik olmasindan dolay:
¢ok kisazaman dilimi ( 30 saniye) iginde gerceklesir.

Olciim reaksiyonu oda 1sisinda gergeklesir (yaklasik 25 °C). Calisma kinetigi
asagidaki degiskenleri igermektedir.

Baslangi¢ gecikme = 3saniye

Aralik = 5 saniye

Okunmalar = 7 saniye

K atalaz enzim reaksiyonu:
1. Ornek yukarida anlatilan sekilde hazirlandiktan sonra kuvartz kiivete konulur.
2. Kuvartz kivete 1x caligma tamponundan 490 pl kivete eklenip iyice alt Ust
edilerek karistirilr.
3. 0.5ml UV substrat ¢ozeltisi eklenerek iyice alt Ust edilerek karistirilip reaksiyon

baglatilir.
4. 30 saniye slireyle Az4o’ daki dists olculr.
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Not: Baslangi¢ Az4o 1 0.500 olmalidir.

Tablo 2. UV katalaz enzim reaksiyon semasi

Ornek hacmi 1 x caligma tamponu 20 mM H,0, cozeltis
Kor 0 500 pL 500 pL
Ornek 10 uL 490 pL 500uL
Hesaplanmas:
AA AA * |
- kér) Orn
Unite/ml = dak(kor) dak(mek)
V*0,0436

d= katalaz reaksiyonu icin olan 6rnekte orijinal sulandirma

V=Katalaz reaksiyonunda 6rnek hacmi

0.0436= 1™ hidrojen peroksid

1= ml’ deki reaksiyon hacmi

* U, Bir Unite katalaz substrat konsantrasyonu 50 mM olan hidrojen peroksidi,
pH 7.0 ve 25 °C’ sicaklikta bir dakikada 1 mikromol hidrojen peroksidi oksijen ve suya
ayirr.

** UV dalga boyu ol¢timlerinde kullanilir.

3.4.2 Siuperoksit Dismutaz Tayini

Prendp: Slperoksit Dismutaz (SOD), oksidatif enerji Uretimi sirasinda olusan
toksik slperoksit radikalerinin  (O) hidrojen perokst ve molekiler oksijene
dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullamlarak
olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum
klorit (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet: INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli
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formazan boyasimin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi
esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siperoksit radikallerini  ortamdan
uzaklastirarak 2 numaral1 formazan tepkimesini inhibe eder. Sonugta olusan kirmizi rengin
OD's SOD yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu aradaki farkin belirlenmesiyle SOD
aktivites dlgulir®.

. XOD .. . i
K santin— Urik Asit+O 1
(0]
INT = Formazan boyas @)
Veya
SOD
0O— 02+H202 (3)

Ayrraclar:

1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan silfonik asit) Tamponu

CAPS(pH 10,2) 50,00 mmol/L

EDTA 0,94 mmol/L

CAPS tamponu 2-8°C'da saklanmalidir.
2. Stok Substrat karisimi

Ksantin 1,0 mmol/L

INT 0,5 mmol/L
Substrat karisimi CAPS tamponuyla hazirlanmakta olup 2-8°C'da 10 gin dSireyle
dayaniklidir (Ornek 0,00152 g ksantin ve 0,00253 g INT 10 mL CAPS tamponunda
¢ozuldr.).
3. Gunlik Substrat Karisimi

005 mM Ksantin ve 0,025 mM INT hazirlamak amaciyla stok substrat
karisimindan 1 mL alimip 19 mL CAPS ile sulandirilir (1/20).
4. Ksantin Oksidaz (80 U/L)
Redigtile su ile hazirlanir. 2-8°C'da saklandiginda 2 hafta dayanur.
5. 0,01 M Fosfat Tamponu (pH 7,0)
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6. Standart (Sg)

Derisimi 5,6 U/mL olacak sekilde hazirlannms SOD ¢ozeltisidir. Bu liyofilize ayirag
10 mL bidigtile su ile sulandirilir. Standart egri giziminde kullanilacak olan diger SOD
derisimleri ise fosfat tamponuyla asagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlanmalidir. 2-
8°C'da saklandiginda 2 hafta dayanur.

Tablo 3. SOD derisim hazirlanms sekli

Standart Kullamlacak _ Eklenecek Fosfa_t Derisim
Standart ve Hacmi Tamponu Hacmi (U/mL)
S 5mL S 5mL 2,8
Sy 5mLS 5mL 14
S 5mLS, 5mL 0,7
S 3mL S 6 mL 0,23

S; kor olup sadece fosfat tamponu i cermektedir.

Ornegin Hazairlanmasi:

EDTA'lh veya heparinli tam kan 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek Ustteki
plazma atilir. Daha sonra eritrositler 3 mL %0,9'luk NaCl ile 4 kez yikanir. Her yikamadan
sonra stispansiyon 3000 rpm'de 10 dakika santrifilj edilerek eritrositler ayrilir. Yikanmus
eritrositler’den 0,5 mL alinarak soguk redigtile su ile 2,0 mL'ye tamamlandiktan sonra
karistirilir. +4°C'da 15 dakika bekletilir. Olusan lizat, 0,01 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile
seyreltilerek ylzde inhibisyon %30-60 arasina dustrtlir. Lizatin, insan ornekleri icin 20
kez (seyreltme faktori= 80) ve sigir ornekleri icin 50 kez (seyreltme faktori= 200)
seyreltiimesi 6nerilmektedir.

Yontem:
Ayrraclar, 1 cm 151k yoluna sahip kivetler icine asagidaki tabloda gogterildigi gibi
konulur.

AA¢ *100
% inhibisyon=100- —me/dk
ACahsmaKo'rU/dk




Tablo 4. SOD élcumui icin kullanilacak ayir aclar

CalismaKori Standart Seyrelmis Ornek
Seyrelmis 6rnek(mL) - - 0,05 (0,025)
Standart(mL) - 0,05 (0,025)
Fosfat tamponu(mL) 0,05 (0,025)
Substrat Karigimi(mL) 1,70 (0,850) 1,70 (0,850) 1,70 (0,850)

Kuvetler iyice karistirilr.

K santin Oksidaz(mL) 0,25 (0,125) 0,25 (0,125) 0,25 (0,125)

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra calisma koriniin, standartin ve 6rnegin 37°C,
505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangic absorbandari (A;) okunur. Ayni anda
kronometre calistirilarak 3 dakika sonra son absorbandlar: (Az) tekrar okunur.

Yorum ve Hesaplama:

Calisma korline ait deger inhibisyona ugramus tepkime olarak kabul edilir ve degeri
%100 olarak alinir. Tum standart ve ornekler icin % inhibisyon degeri ise bunlara ait
degerin calisma kortyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.

Standart hazirlama tablosunda verilen tim standart derisimleri, ayr1 ayri calisilarak
yuzde inhibisyon degerleri hesaplanir. Daha sonra, X (yatay) eksenine standart SOD
derisimlerinin (U/mL) logaritmik donisum degerleri, Y (dikey) eksenine sandartlara ait %
inhibisyon degerleri yerlestirilerek bir standart egri grafigi cizilir.

Az-Ar

AA/dakika = 3 dakika

% inhibisyon=100- AA
CalismaK oru/dk

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri ise bu
egri kullanmlarak bulunur. Tam kan SOD aktivites (U/mL), egriden bulunan bu degerin
seyreltme faktoriyle carpimi sonucu elde edilir. SOD aktivitesinin U/gHb biriminden
belirtilmesi ise asagidaki sekilde hesaplanarak bulunur.
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Ornegin SOD aktivites (U/mL)
Hemolizatin Hb Degeri (g/dL)

SOD aktivites (U/gHb) =

Dogrusal calisma alan icinde kalabilmek icin drnekler, calisma korline ait degerin
%30-60 arasinda inhibisyon verecek sekilde seyreltilmelidir.
Referans degerler her laboratuvar tarafindan belirlenmelidir.

3.4.3 Malondialdehit (MDA) Olglim Y éntemi

Prendgp: Malondialdehit lipit peroksidasyonunun sekonder Urini olup , lipitlere ait
peroksidasyonun belirlinmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. Malondialdehit,
aerobik kosullarda pH 3.4' te tiyobarbitirik asit ile 95°C’de inkubasyonu sonucunda
pembe renkli bir kompleks olusturur. Pembe reng 532 nm’'de spektrofotometrik olarak
olculir™.,

Ayrraglar

%8 ‘lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

%20’ lik Asedik Asit (CH3COOH)

Doymus NaOH ile pH 3'5' e ayarlanir.

%0,8'lik Tiyobarbitirik Asit (TBA)

Doymus NaOH ile pH 3'5'e ayarlanir
n-Butanol /Pridin Cozeltisi(15/1)

n-Butanol 14 ml

Piridin 1ml

GunlUk olarak hazirlanir
Stok Standart

1,1,3,3-Tetrametoksipropan (Y ogunluk 0,997 g/dL)
Standart Egri Cizimi
Stok standarttan 10 pL alinip,100 mL’ye saf su ile tamamlanir.
Hazirlanan stok standarttan 1/4, 1/5, 1/7, 1/10, 1/20, 1/40 derisimlerinde gunluk
gandartlar hazirlanir.
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Tablo 5. Standart egri cizimi icin gereken gunlik standartlar

Tip no 1.Top 2. Tap 3. Tup 4. Top 5 Tip 6. TUp 7.TUp
Kor Y. 1/5 17 1/10 1/20 1/40
Derisim (nmol/mL) 0 151,7 121,4 86,7 60,7 30,3 15,1
Standart (mL) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
% 8 SDS(mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
% 20 CH;COOH(mL) 15 15 15 15 15 15 15
% 0,8 TBA(ML) 15 15 15 15 15 15 15
Saf Su 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7

95°C’de 30 dakika inkubasyondan sonra ,musluk suyunda sogutularak Uzerine

n-Batanol/Piridin karisimi ilave edilerek karistirilir.

Saf Su(mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
n-But/Pri (mL) 50 50 50 5,0 5,0 5,0 5,0
0.5
0,45 A

0.4 /
0,33 //

0,3 /

s P

0 20 4d &0 80 100 120 140 160

Konsantrasyon ( nmol/ml )

Sekil 13. MDA Standart Egris

2000 g'de 10 dakika santrif)j isleminden sonra tstteki organik kisim amnarak 532
nm'’ de absorbans okunur. Standart egri ¢izilir

Ornek élguimii:

Ornek calismasi asagidaki tabloda belirtildigi bicimde hazirlanarak uygulanr.
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Tablo 6. MDA 0rnek calismasi icin gereken ayiraglar

Tup no Kor  Standart /7 Ornek
Derigim (nmol/mL) - 0,1 -
Plazma (mL) - - 0,1
% 8 SDS(mL) 0,2 0,2 0,2
% 20 CH;COOH(mL) 15 15 15
% 0,8 TBA(mML) 15 15 15
Saf Su 0,8 0,7 0,7

TUplerin icindeki ¢ozeltiler karstirilarak, 2000 g’ de 10 dakika santriftij edilir ve
Ustteki organik faz alinarak 532 nm’ de okuma yapulir.

Hesaplama: 532 nm dalga boyunda okunan ornekler iki sekilde degerlendirilebilir;
standart egriden karsilastirilarak derisimleri nmol/mL olarak hesaplanir. Bu ¢alismada
ikinci bir degerlendirme olan;

Ornek OD

40D Std Derisim

formala kullanid magtr.
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4 BULGULAR

4.1 Biyokimyasal Degerlendir me

4.1.1 Biyokimya sonuglarimn istatistikleri

Tanimlayici istatistikler

Yapilan calismada her grupta 6 sican olmak Uzere 5 farkli gruba ayri ayri yontemler
uygulanmis ve bu yodntemler sonucunda elde edilen Katalaz, MDA, SOD degerleri

incelenmistir.

Tablo7.5grup icin ortalama Katalaz, MDA ve SOD deger leri (Grup ortalamalari ve giiven
araliklari1 % 95 guven diizeyinde)

Grup Katalaz (k/g protein) MDA (mikromol/g protein) ~ SOD (U/mg protein)
1.Grup 0,628 + 0,124 92,113 £ 19,287 0,312+ 0,044
2.Grup 2,182 + 0,360 339,665+ 62,547 0,752+ 0,062
3.Grup 2,557 + 0,407 556,713+91,276 0,827+ 0,038
4.Grup 3,112+ 0,177 186,283+ 16,761 0,893+ 0,041
5.Grup 3,398 + 0,325 143,842+ 17,719 0,932+ 0,038

P <0,001 <0,001 <0,001
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Grafikler

Gruplaragore ortalama Katalaz miktarlar:

4,00
—~ 3,00
=
33
S5 200
S
¥ 2
(o))
=
= 1,00
0, 00 \ 1 \ 1 \

G up

Sekil 14. Gruplarin ortalama K atalaz miktarlari

Yukaridaki grafik gruplara gore ortalama katalaz miktarlarim gostermektedir.
Goruldugl Uzere, en gok katalaz miktar1 5. Grupta, en az 1. Gruptadir.

Gruplara gore ortalama M DA miktar:

MDA
(mikromol/g protein)

100 ] ’—‘

0 I I I I I
1 2 3 4 5

Sekil 15. Gruplarin ortalama MDA miktarlary

Y ukaridaki grafikte gruplara gore ortalama MDA miktarlar1 verilmistir. Ortalama

MDA miktar1 en cok olan 3. Grup, en az olan 1. Gruptur.
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Gruplaragore ortalama SOD miktar:

SOD (U/mg protein)
|

0,40
0,20 |
0,00 T \ T T 1
1 2 3 4 5
G up

Sekil 16. Gruplarin ortalama SOD miktarlari

Y ukaridaki grafikte gruplara gore ortalama SOD miktarlart verilmistir. Ortalama
SOD miktar1 en ¢ok olan 5. Grup, en az olan 1. Gruptur. Bu gruptaki SOD miktar: diger
gruplara kiyasla 6nemli derecede azdir.

Tablo 7'yi inceledigimizde, her U¢ olgiim icin anlamlilik dizeyi p<0,05'tir.
Dolayisiyla olgiimler istatistiktik olarak énemli olacak diizeyde gruplar arasinda farklt
bulunmustur. Gruplar arasinda 6lctiimler icinde farkliliga yol acan durumlar: saptamak
amaciyla ikili karsilastrmalar yapildiginda, asagida tablolarda verilen sonuglar elde
edilmistir.

Tablo 8. Katalaz dlgiminin gruplar arasnda ikili karsilastir ma sonuclari

ikililer Katalaz igin p degerleri
Grup 1 vs Grup2 <0,001
Grup 3 <0,001
Grup 4 <0,001
Grup 5 <0,001
Grup2vsGrup 3 0,032
Grup 4 0,002
Grup 5 <0,001
Grup 3vsGrup 4 0,002
Grup 5 <0,001
Grup4vsGrup 5 0,094
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Tablo 9. MDA dl¢iminin gruplar arasindaikili kar silastir ma sonuclari

ikililer MDA icin p degerleri
Grup 1 vs Grup2 <0,001
Grup 3 <0,001
Grup 4 0,003
Grup 5 0,079
Grup2vsGrup 3 <0,001
Grup 4 <0,001
Grup 5 <0,001
Grup 3vsGrup 4 <0,001
Grup 5 <0,001
Grup4vsGrup 5 0,0146

Tablo 10. SOD dl¢iiminin gruplar arasindaikili kar silastir ma sonuglari

ikililer SOD igin p degerleri
Grup 1 vs Grup2 <0,001
Grup 3 <0,001
Grup 4 <0,001
Grup 5 <0,001
Grup2vsGrup 3 0,006
Grup 4 <0,001
Grup 5 <0,001
Grup 3vsGrup 4 0,014
Grup 5 <0,001
Grup4vsGrup 5 0,0140

Anlamlilik diizeyi p<0,05 olan gruplar arasinda farklilik vardir. Buna gore;

KATALAZ

Katalaz doku ortalama degerleri; grup 1'de 0,628+0,124, grup 2'de 2,182+0,3599,
grup 3'te 2,557+0,407, grup 4'te 3,112+0,177, grup 5'te 3,398+0,325 k/g protein olarak
belirlendi (Tablo-7).

Katalaz 6lgimi igin Tablo 8'i inceledigimizde anlamlilik dizeyi grup 4 ve 5
karsilastirmasi disindaki tim durumlarda p<0.05'tir. Dolayisiyla grup 4 ve 5 Katalaz
OlcimU yonitnden benzer, diger tim gruplar istatistik olarak anlamli olacak diizeyde
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birbirlerinden farklhidir. DOrt ve 5 gruplar diger gruplarla karsilastirildiginda doku

katalaz seviyesi dnemli miktarda yuksektir.

MDA

Hucre icinde oksidatif hasara bagli lipid peroksidasyon Grtini olan MDA doku
ortalama degerleri; grup 1'de 92,11+19,29, grup 2'de 339,67+62,55, grup 3'te
556,71+91,28, grup 4'te 186,28+16,76, grup 5'te 143,84+ 17,72 mikromol/g protein
olarak belirlendi (Tablo-7).

MDA 0dl¢imu igin Tablo 9'u inceledigimizde anlamlilik dizeyi grup 1 ve 5
karsilastirmasi ve grup 4 ve 5 karsilastirmasi disindaki tim durumlarda p<0.05'tir.
Dolayisiyla grup 1 ve 5 ve grup 4 ve 5 MDA 6lcimi yoninden benzer, diger tim
gruplar istatistik olarak anlaml: olacak diizeyde birbirlerinden farklidir. Iki ve 3 grupta,
1, 4 ve 5 e gore doku MDA seviyesinin yuksek oldugu soylenebilir (p <0.05).

SOD

SOD doku ortalama degerleri; grup 1'de 0,312+ 0,044, grup 2'de 0,752+ 0,062,
grup 3'te 0,827+ 0,038, grup 4'te 0,893+ 0,041, grup 5'te 0,932+ 0,038 U/mg protein
olarak belirlendi (Tablo 7).

SOD dlgiimt igin Tablo 10'u inceledigimizde anlamlilik dizeyi grup 4 ve 5
karsilastirmasi disindaki tim durumlarda p<0.05'tir. Dolayisiyla grup 4 ve 5 SOD
OlcimU yonitnden benzer, diger tim gruplar istatistik olarak anlamli olacak diizeyde
birbirlerinden farklidir. DOrduncti ve 5 gruplarin diger G¢ gruptan farkl: olduklarin

%95 gliven duizeyinde sdyleyebiliriz.
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4.2 Histopatolojik Degerlendirme

Tanimlayici istatistikler

Tablo 11. Gruplara gore TubUler nekroz dagilimi
Tubller nekroz

%0-5'in %5-25'in %25-50"nin %50-75'in Toplam

arasinda arasinda arasinda arasidna
Grup1 2 4 0 0 6
Grup 2 0 1 2 3 6
Grup 3 0 2 1 3 6
Grup4 0 1 1 4 6
Grup 5 0 5 1 0 6
Toplam 2 13 5 10 30

TubUler nekroz verilerini, gruplara gore incel edigimizde;

1. 1.grupta tibiler nekroz seviyesi %5'in altinda olan sigan sayisi 2,%5-25 arasinda olan
sican say1si ise 4 tir.

2. 2.gruptatibuler nekroz seviyesi %5-25 arasinda olan 1 sigan, %25-50 arasinda olan 2
sigan, %50-75 arasinda olan 3 sican vardir.

3. 3.grupta tibller nekroz seviyesi %5-25 arasinda olan 2 sican, %25-50 arasinda olan 1
sigan, %50-75 arasinda olan 3 sican vardir.

4. A.grupta tibller nekroz seviyesi %5-25 arasinda olan 1 sican, %25-50 arasinda olan 1
sican, %50-75 arasinda olan 4 sigan vardir.

5. 5.grupta tibller nekroz seviyesi %5-25 arasinda olan 5 sican, %25-50 arasinda olan 1

sican vardir.
Tablo 12. Gruplara gor e inflamasyon dagilim
Inflamasyon
%0-5'in %5-25'in Toplam
Yok

arasinda arasinda
Grup 1 2 4 0 6
Grup 2 1 5 0 6
Grup 3 0 3 3 6
Grup4 0 4 2 6
Grup 5 0 5 2 6
Toplam 3 21 1 30




Inflamasyon verilerini, gruplara gore inceledigimizde ise;

1. 1l.grupta inflamasyon olmayan 2 sigan, inflamasyon seviyesi %5'in atinda kalan 4
sican vardir.

2. 2.gruptainflamasyon olmayan 1 sigan, inflamasyon seviyesi %5’in altinda kalan 5 sican
vardir.

3. 3.gruptainflamasyon seviyesi %5’ in altinda kalan 3 sigan,%5-25 seviyesi arasinda olan
3 sican vardir.

4. 4.grupta inflamasyon seviyesi %5’in altinda kalan 4 sigan, ,%5-25 seviyesi arasinda
olan 2 sican vardir.

5. 5.grupta inflamasyon seviyesi %5'in altinda kalan 5 sigan, ,%5-25 seviyesi arasinda

olan 1 sican vardr.

TUbUler nekroz yoniinden gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda, 5 grubun tubdler
nekroz ylzdelerinin istatistiksel olarak farkli olduklar1 yapilan ki kare testi sonucunda ede
edilmistir (p=0,037). Gruplardaki nekroz oranlari incelendiginde grup 1'deki tiim sicanlarda
%25'in altinda nekroz gorilirken, grup 5'teki sicanlarin biylk ¢ogunlugunda %5-25 arasinda
bir ylizdede nekroz gorildiigl saptanmustir. Grup 2, 3 ve 4'teki sicanlarda ise hekroz ylzdesinin
diger 2 gruptan oldukca yiksek oldugu (%50 nin Gzerinde nekroz) gézlenmistir.

Gruplar inflamasyon oranlar1 yoniinden karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistik
olarak fark olmadig: yapilan ki kare testi sonucunda gérilmustdr (p=0,188).

Onemli Not: Tibiler nekroz ve inflamasyon icin yapilan kategorik grup karsilastirmasinda
gruplardaki sican sayisinin yetersiz olmasindan dolayi, elde edilen istatistik analiz sonucunun
guctinuin distk oldugu g6z 6niinde bulundurul mal idhr.

Gruplar1 Apop Tag miktarina gére inceledigimizde; Tablo 13'te verilen sonuclar elde
edilmistir.

Tablo 13. Gruplara gére Apop Tag 6lglimleri

Grup Apop Tag
1.Grup 2,83+2,04
2.Grup 7,67+1,84
3.Grup 8,00+3,04
4.Grup 8,50+1,85
5.Grup 4,17+1,68

P <0,001
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Apop Tag

Sekil 17. Gruplarin Apop Tag ortalamalari

Tablo 130U inceledigimizde, anlamlilik diizeyi p<0,05'tir. Dolayisiyla Apop Tag
OlcimuU istatistik olarak 6nemli olacak diizeyde gruplar arasinda farkli bulunmustur.
Gruplar arasindaik olgimler iginde farkliliga yol agan durumlari saptamak amaciyla
ikili karsilastirmalar yapildiginda, Tablo 14'te verilen sonuclar elde edilmistir.

Tablo 14. Apop Tag dlciminin gruplar araanda ikili karsilastirma sonuclari
Apop Tagicinp

ikililer - :
degerleri
Grup 1vsGrup 2 <0,001
Grup 3 <0,001
Grup 4 <0,001
Grup 5 0,269
Grup2vsGrup 3 0,780
Grup 4 0,487
Grup 5 0,007
Grup 3vsGrup 4 0,675
Grup 5 0,003
Grup4vsGrup 5 0,001
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Apop Tag 6lcuimi icin Tablo 14’ G inceledigimizde grup 1'in grup 5 ile benzer ve
diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha disik oldugu
gorilmektedir. Ayrica grup 2, 3 ve 4’'n Apop Tag dlcimlerin benzer oldugu ve bu ¢
grubun Apop Tag 6l¢giiminin grup 5'ten istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha
yiksek oldugu gorilmektedir.

Sekil 18. 1. grup (kontrol), apop tag, iIHK, x400, Sekil 19. 1.grup (kontrol), HE, x 200, nor mal
normal tubdller oklarla gbsterilmistir tubdller oklarla gosterilmistir

Sekil 20. 2. grup (i/R), apop tag,iHK , x 400, Sekil 21. 2.grup (i/R), HE, x 200, nekr oza gitmis
boyanan apoptotik hiicreler oklarla tubdl epitel hiicreleri oklarla gosterilmistir
gosterilmistir

57



Sekil 22. 5. grup, apop tag, iHK, x 400, Sekil 23. 5.grup, HE, x 200, nekroza gitmis
apoptotik hicreler oklarla gosterilmistir tubdl epitel hiicreleri oklarla gosterilmistir
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5 TARTISMA

Renal kan akimuindaki ciddi azalma, yuksek enerjili fosfat tiketilmesi ve bunu
izleyen hiicre membramimin ana fizyolojik iyonlara gegirgenliginin bozulmasi, renal
hiicre hasarina neden olmaktadir. Bu hasarin derecesi iskeminin slresine ve uygun
kollateral dolasimin varligina gore degisiklik gostermektedir. Celiski gibi gorinse de,
kan akiminin tekrar baglamasi, daha fazla hiicre hasarina neden olmaktadir; bu da
reperfizyon hasar1 olarak bilinmektedir. Bobrek kanlanmasimin azalmasiyla, akim
iskemiye metabolik olarak daha hassas olan renal medullada yogunlasir. Bunun
sonucunda, degisik oranlarda kortikal nekroz ve glomeriler filtrasyonda azalma
meydana gelir. iskemi; renal tlbullerde genisleme, vazokonstriksiyon, 6dem, endotel
aktivasyonu ve tubiler hiicre dokilmesine neden olur. Endotel adezyon molekiltnin
ekspresyonu ve l6kositin endotele gocui ya da kemotaksisi artar®###.

Renal iskemi sonrasi oksijenlenmis kan ile reperflizyon uygulanmasi, serbest
radikallerin olusmasina, lipid peroksidasyonuna, polisakkarit depolimerasyonuna ve
DNA yapisinin bozulup, yikilmasina neden olur. Hasarlanmis endotelde vazodilatasyon
olmaz; vaskller diz kaslar etkili vazokonstriktorler salgilar ve siser. Bunun sonucunda
da vaskiler gecirgenlik artar. Renal distal nefronlarda, hiicreler arast birlesim yerleri
bozulur. Bu da sodyumun emilimini bozar hticre polaritesinin kaybina ve proksimal
tublllerde Na-K-ATPaz pompasinin bozulmasina yol agar. Vazokonstriksiyon, hiicre
sismesi, ekstraselUler 6dem olusur. Sonrasinda, l6kosit ve trombositlerin endotele
yapismastyla doku perfiizyonu daha da bozulur %%, Renal kan akiminda olusan
aksamalardan sonra tekrar akimin saglanmasiyla olusan reperflizyon sonucu doku hasari
olusur. Bu olaylar nonimmiinolojiktir *.

Belirli bir dizeye kadar olabilen oksidan molekul artis1 yine vicutta daima belirli
bir dizeyde bulunan dogal antioksidan molekiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Yani saglikli bir organizmada oksidan dizeyi ve antioksidanlarin
bunlar: etkisizlestirme guicti bir denge icindedir. Oksidanlar belirli diizeyin Uzerine ¢ikar
veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge bozulursa sbzkonusu oksidan molekdiller
organizmanin yap: elemanlar: olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli
enzimlerini bozarak zararl etkilere yol acarlar. Cogu hastaliklarda artmus reaktif oksijen
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radikalleri (ROR) hastaligin ana sebebi degildir. Ancak primer bozukluga ikincil olarak
olusurlar ve ardindan patogenezde yer alirlar®.

Normal bir insan bobreginde, bir saatten kisa siren sicak iskemi, gegici
disfonksiyondan baska hasar yapmazken, U¢ saat ve daha uzun siiren sicak iskemi ise
geriye doniisti olmayan hasara neden olmaktadir *. Bu calismada da iskemi siiresi 1
saatten daha kisa 30 dakika olarak uygulandi. Renal cerrahi operasyonlarda,
operasyonun geregi olarak, bébregin anatomik pozisyonunun bozulup farkli yonlere yer
degistirmesi durumunda renal vaskiler hilUstin etkilenerek kan akiminin azalmasi ya da
bobregin bazi bdlgelerinin basiya bagli olarak iskemide kalmasi kaginilmazdir.
Operasyonlardaki bu iskemi siiresi 5-10 dakika gibi kisa bir zaman olabilecegi gibi, 1
saate kadar da uzayabilir. Kan akiminmin tekrar saglanmasiyla, belirtilen /R hasar
meydana gelmektedir. Bizim calismamizda ise 30 dakika iskemi ardindan 24 saat
reperflizyon uygulandi.

Mark ve ark.*® ratlarda yaptiklar: bir calismada renal iskemide MDA artisinin,
reperflizyonla daha da arttigim gostermislerdir. Reaktif oksijen radikalleri; iskemiyle
hiicresel hasar olustugu zaman, hicre membranindaki poliansatire lipitlerin
peroksidasyonu sonucu membrandaki gecirgenligi bozar. Aym sekilde hiicre igindeki
mitokondri ve lizozomal membranlarinda oksidatif hasar olusup mitokondrial
membranda onarimi olmayan fosforilizasyon ve lizozomal membranda gegirgenlik
artisgina bagli hidrolitik enzimlerle hiicre yikimi meydana getirir. Tubtler hiicrelerde
ayni olaylar olurken, tubiiler transportta bozulur®*® . Oksidatif doku hasarinin géstergesi
olarak, 1980'li yillardan beri serum ve doku MDA degerlerine bakilmakta oldugunu
belirten Singh ve Chopra®’ ratlarda yaptiklar: renal I/R’ de renal oksidatif doku hasarinin
gostergesi olarak doku MDA diizeylerine bakmuslardir. Erdogan ve ark*® yaptig1 baska
bir calismada pyelonefrotik bobrekte yikselmis MDA seviyesini rolipram uygulamakla
kontrol grup seviyesine indirmigler. Bizim ¢alismamizda da doku hasarinin gostergesi
olarak renal doku MDA degerlerine bakilmis ve 2 (i/R ) grupta MDA degerlerinin 4 ve
5 gruplara oranla belirgin olarak arttigi gosterilmistir.

Superoksit radikallerinin yol actigi oksidatif hasara kars1 antioksidan savunmada
gorev alan ilk enzim, SOD'dur. SOD, superoksit radikallerini hidrojen peroksit ve
oksijene donistiirir °. CAT ya da GPx ise hidrojen peroksidi zararsiz yan riinlere
donUstardr. Bu yizden hiicresel hasarin siddetinde 6nemli rol oynarlar. Hidrojen
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peroksitin zararsiz hale getirilmesinde, glutatyon, glutatyon peroksidaz ile okside
glutatyona donusturaltr. Glutatyon okside glutatyona katalizlenirken glutatyon reduktaz
kullamlarak NADPH dretilir *°. CAT bir hemoproteindir ve aktif formda olabilmesi icin
NADPH'ye ihtiyag duyar. Bu yuzden NADPH SOD ve CAT'in is gorebilmesinde
onemli bir role sahiptir. NADPH seviyesi, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesine
baglidir. CAT baslica peroksizomlarda aktiftir. Katalazin Gretimi icin gerekli olan
NADPH pentoz fosfat yolunda uiretilmektedir™ .

Inoue ve ark.> artmus oksidatif stresi énlemek icin proksimal tiibiiler hiicrelerde
SOD ve CAT enzimleri ve mRNA duizeylerinin artmis oldugunu gostermislerdir.
Dobashi ve ark.>* sol bobrekte iskemi (30, 60, 90 dk) ve reperfiizyonu (2, 24, 72, 120
saat) farklh sirelerde yaptiklar: ¢alismada; iskemi siiresi uzadigi zaman, SOD, CAT ve
GPx aktivitelerinde anlamli azalma ve lipit peroksidasyon diizeyinde artma oldugu
bildirilmistir.

Gorir ve ark.>® yaptigi calismada oksidatif renal hasarda koruyucu etkiye sahip
SOD, CAT, NO ve zararlh etkiye sahip MDA seviyesinin yikseldigi ve bununda
rolipram verilerek SOD,CAT,NO seviyelerinin daha da yikseltildigi, MDA seviyesinin
ise dusuraldagi goralmustar.

Bizim yaptigimiz ¢alismada da rolipram verilen tzellikle 4 ve 5. gruplarda SOD
ve CAT seviyesinin yukseldigi, MDA seviyesinin distigi gorulda ki,bu da yukaridaki
calismalarla uyumluluk gostermektedir.

Renal transplantasyon, renal arter cerrahisi, renal timér cerrahisi, parsiyel
nefrektomi ve suprarenal aortik anevrizma tedavisinde degisik oranlardarenal i/R hasari
oldugu bilinmektedir. Goruntileme tekniklerinin de ilerlemesiyle, 6zellikle renal timér
cerrahisi ve diger renal cerrahi prosedirlerde nefron koruyucu cerrahi populer hale
gelmistir. Bu tir ameliyatlarda, 6zellikle 30 dakikadan uzun sicak iskemilerde, hiicresel
hasar1 en aza indirmek ve oksidatif hasara engel olmak icin eksojen farmakolojik

ganlardan faydalanmak gerekebilir 20'54. Ureteropelvik obstrilkksiyon cerrahisi gibi
elektif bir ameliyatta; bobregin basi ya da elevasyona bagli kisa sireli I/R hasarina
maruz kalmasi kaginilmazdir. Sirenin 30 dakikadan fazla olmasi durumunda, ameliyat
sonrasi olusan fonksiyon kaybr veya renal skar olusumunda ameliyatta olusan I/R hasar:
da ihmal edilmemelidir. BOyle bir durumda ameliyat Oncesi antioksidan veya

antioksidan 6zelligi olan gjan kullanma gerekliligi distinulebilir. Cerrahi olmayan renal
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hastaliklarda nefron koruyucu ve olasi oksidan hasardan korumak amaciyla mevcut
medikal tedaviye ek olarak farmakolojik ajan kullamlmasi da degerlendirmeye
alinabilir.

Rolipramin serbest radikal toplayici etkisi, antioksidan aktivitesi, antikarsinojenik,
antiiflamatuvar, antibakteriyel, immunosuppressif, etkileri oldugu yapilan calismalarla

30354853.555657 * Ancak; Rolipramin renal i/R hasarinda dokuyu koruyucu

goserilmistir
etkisi arastirilmamustir. Calismamizda Rolipramin renal 1/R hasarini 6nleyici veya
azaltict etkisini daha dnce yukarida genel bilgilerde anlatildigi gibi iskemi zaman
gelisen enflamasyon, ,tubller nekroz ve apoptozise bakmay: amacladik. Bulgularin
degerlendirilmesinde; bakilan 6rneklerde gercek anlamda enflamasyon gorilmemekle
beraber Rolipramin istatiksel olarak inflamasyonun siddetini ¢ok degistirmedigi
goruldi. Bunun disinda rolipramin, tibller nekroz ve apoptozisi Ozellikle 5 grupta
anlaml1 derecede azaltmasi ile I/ R hasarina kars: koruyucu etkisi oldugu gorilmiistir.
Sonug olarak; Rolipram, renal i/R hasarina yol acabilecek cerrahi girisimlerde
kullanilarak, olusabilecek oksidadif renal doku hasar: azaltilabilir ve renal fonksiyonun

ileri derecede bozulmasi engellenebilir kanisindayiz.
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