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1. OZET:

Amag: Deneysel olarak ratlarda, bobrekte iskemi-reperfiizyon hasart
olugturup, antioksidan olarak melatonin, PGE1 ve Vitamin E kullantminin bu hasar
izerine olan etkilerini histolojik ve biokimyasal olarak incelemek.

Gereg ve Yontem: 42 adet Wistar albino cinsi, estrus fazindaki disi ratlar
rastgele 6 gruba ayrildi.
1.Grup (Sham Grubu, n=7): Kontrol grubu. |
2.Grup (Iskemi Grubu, n=7): 60 dkbobrek iskemisi uygulandiktan sonra,
reperfizyon uygulanmayan grup.
3.Grup (Iskemi-reperfiizyon Grubu, n=7): 60 dk.bobrek iskemisi uygulandiktan
sonra, 60 dk reperfiizyon uygulanan grup.
4.Grup (Melatonin Grubu, n=7): 60 dk.bobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperfiizyondan 15 dakika 6nce 20 mcg/kg/IM melatonin verilen ve 60 dk reperfiize
edilen grup.
5.Grup (PGE; Grubu, n=7). 60 dkbobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperfiizyondan 15 dk once 20 mcg/kg/IM PGE; verilen ve 60 dk reperfiize edilen
grup.
6.Grup (Vitamin E Grubu, n=7): 60 dk.bdobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperfiizyondan 15 dk 6nce 500 mg/kg/IM vitamin E verilen ve 60 dk reperfiize
edilen grup.

Sol bobrekten doku MDA’Y, 1stk ve elektron mikroskobik inceleme igin
doku ornekleri alindi. %10’luk formaldehit ve gluteraldehit solusyonuna konuldu.
Alnan kan oérneklerinden biyokimyasal olarak SOD, GSH-Px, ve kan MDA
‘diizeylerine bakildi. Verilerin istatistiksel analizi i¢in Kruskall Wallis varyans
analizi kullanildu.

Bulgular: Ratlarda deneysel olarak olusturdugumuz bobrek iskemi ve
reperfiizyon hasarinda en fazla hasar iskemi-reperfiizyon grubunda saptanirken
(p<0.02, Mann Whitney U testi). Doku MDA duzeyi artarken, kan SOD ve GSHPx
diizeylerindeki azalma arasinda korelasyon tespit edildi. En az hasar melatonin
grubunda tespit edildi (p<0.02, Mann Whitney U testi). |

Sonug: Ratlarda deneysel olarak olusturdugumuz bobrek iskemi ve

reperfizyon hasarinda hasarlanmayr azaltmak igin, (gerek histolojik, gerek



biyokimyasal inceleme sonuglarinda) antioksidan olarak melatoninin, PGE; ve E
vitamininden daha etkili oldugu tespit edildi. Bu nedenle bobrek iskemi reperfizyon
olaylarinda ilk tercih melatonin olabilir kanaatindeyiz.

Anahtar  kelimeler: Bobrek, Iskemi-Reperfiizyon, antioksidan, 1g1k

mikroskobu, elektron mikroskobu.



2. ABSTRACT: ,

OBJECTIVE: To investigate the effects of melatonin, PGE, and E vitamine
as antioxidants in experimental renal ischemia-reperfusion injury in rats
histologically and biochemical.

MATERIAL AND METHODS: 42 adult female Wistar rats with fegular
estrous cycles were randomly divided into six groups. Group 1 (n=7) was the
control group; Group 2 (n=7): Only ischemia was produced in rats by clamping one
renal artery for 60 minutes.

Group 3 (n=7): Ischemia was produced in rats by clamping one renal artery for 60
minutes and reperfused for 60 minutes.Group 4 (n=7): Ischemia and reperfusion
was produced for 60 minutes Before fifteen minutes of reperfusion 20 mcg/kg/IM
melatonin was performed.

Group 5 (n=7). Ischemia and reperfusion was produced for 60 minutes Before
fifteen minutes of reperfusion 20 mcg/kg/IM PGE; was performed.

Group 6 (n=7): Ischemia and reperfusion was produced for 60 minutes.Before
fifteen minutes of reperfusion 500 mcg/kg/IM vitamin E was performed.

For light and electron microscopic investigations renal samples put into %10
formaldehyde and gluteraldehyde solutions. Renal tissue and blood
malondialdehyde (MDA) levels, superoxid dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSHPx) levels were determined. Kruskall Wallis analysis of variance
was used in the statistical analysis of data.

RESULTS: In experimental renal ischemia-reperfusion injury in rats, the
histological analyses of kidneys revealed that, the most extensive damage occured
at ischemia-reperfusion group (p<0.02, Mann Whitney U test), which correlated
with decrease in blood SOD, GSHPx and significiant increase renal tissue MDA
concentrations. In spite of this, the histological and biochemical analyses of rats
pretreated with melatonin showed the less damage (p<0.02, Mann Whitney U test).

CONCLUSIONS: In our study, bthe histological and biochemical analyses
revealed that; melatonin was more effective than PGE; and vitamin E as
antioxidants, in experimental renal ischemia-reperfusion injury in rats to réduced
the damage. Thus, melatonin may be the first preference in renal ischemia-

reperfusion injury treatment.



KEY WORDS:Renal ischemia-reperfusion, antioxidants, light microscopy,

electron microscopy.



3. GIRIS:
Genel Bilgiler:

3.1. Bobreklerin Gelisimi

Ara mezodermden koken alan urogenital plaktan ti¢ farkli bobrek sistemi
geligir: pronefroz, mezonefroz ve metanefroz. Dérdiincii haftanin baginda servikal
bolgede segmental olarak geligen pronefroz, dordincii hafta sonunda dejenere olur
ve geriye sadece pronefroz (Wolff) kanali kalir. Pronefroz gerilerken 7. servikal ile
4. lumbar somit arasinda segmental olmayan mezonefrojenik blastem gelisir. Wolff
kanalinin indiiksiyonu ile mezonefroz keseleri ve bu keselerden de gecici nefronlar
olusur. Ancak, 3. aymn baglangicindan itibaren mezonefrozun 1. lumbar segmente
kadar olan 5/6'ik bolimi korelir. Geriye kalan 1/61ik  bolimiinden ise
epigenitalisler ve | paragenitalisler ortaya c¢ikar. Wolff kanalindan isé ureter
tomurcugu geligir Metanefroz 5. hafia baginda gelismeye baglar ve iki yapidan
orijin alir: Metanefrojenik blastem ve treter tomurcugu. Metanefrojenik blastem
direter tomurcugu ile indiiklenir. Ureter tomurcugunun sag kismi ﬁretéri, geniglemis
kranial kismu ise pelvis renalisi olusturur. Her toplayici boru ardarda dallamir. Ilk
jenerasyon genigleyerek kaliks majorleri, daha sonraki jenerasyon kaliks minérleri,
geri kalanlar ise toplayici borular1 olugturur. Ureter tomurcugunun metanefrojen
blasteme indiiksiyonu ile her duktusun kargisina bir blastem kiimesi yerlesir. Sag ve
solda yerlegsen renal vezikillerle toplayict borular birleserek proksimal ve distal
tubuluslar olusur. Yani tireter tomurcugundan , iireter, renal pelvis, majér ve mindr
kaliksler ve sayisi 1-3 milyon arasi degigen toplayict tiibiil gelisir (47 ). Dorsal aorta
Bowman kapsiiliine girerken epitel hiicreleri dokiilir ve geriye kalan hucreler
episitleri yapar. Kalict bobrek 5. lumbal omur bolgesinde yerlesir. Ozetlersek
bobrek iki farkli kaynaktan a-) bogaltim birimlerinin olustugu metanefrik mezoderm
ve b-) toplayici sistemin kaynaklandig: treter tomurcugundan olugur. Metanefroz
veya kalic1 bobrek, birinci trimesterin sonunda fonksiyonel hale gelir. Idrar amnion
bosluguna geger ve amnion sivisiyla karigir . Bu kanigim, fetus tarafindan yutulur ve
bebegin sindirim sistemine girer. Burada emilerek kan dolagtmina geger ve tekrar
bobrekler tarafindan amnion sivisina atilir. Fetal yagam siiresince, yikim iirtinlerinin

atilmin plasenta iistlenmis oldugundan, bébrekler sorumlu degildir (47).



3. 2. Bobreklerin Morfolojik Yapist: »

Bobrekler, lumbar bolgede yerlegsmis bir ¢ift retroperitoneal organdir. Her
birinin iki ylizii (6n ve arka), iki ucu (iist ve alt) ve iki kenar1 (digta konveks, igte
konkav) bulunur. Her bobrek yaklagik olarak 10 cm uvzunlugunda, 6.5 cm
genigliginde ve 3 cm kalmlhigindadir. Erigkin insanda agirligi 120-170 gr arasindadir.
Genellikle sol bobrek sag bobrekten 1-2 cm daha yukan yerlesimlidir (35).

Sag bobrek 6n yiizde karacigerin sag lobu, duodenumun 2. kismu ve flexura
coli dextra ve sag glandula suprarenalis ile komgudur. Sol bobrek 6n yiizde sol
glandula suprarepalis, mide, dalak, pankreas, flexura coli sinistra ve jejunum
kivrimlar ile komgudur. Her iki bobrek arka yiizde ise tistte musculus diaphragma
ile, altta i¢ten diga dogru musculus psoas major, musculus quatratus lumborum ve
musculus transversus abdominis ile komgudur (35,78).

Bobrek yiizeyi digtan capsula fibrosa adi verilen bir kapsiille sartlidir. Her
bobregin medial yuzii konkavdir ve fibroz kapsill burada kesintiye ugrar. Medial
kenarin orta kisminda orgamin hilusu yer alir. Hilus kan ve lenf damarlar ile
sinirlerin girip ¢iktig1 yerdir. Bobregin dig kenar1 ise konvekstir. Ureterin iist ucu
hilusu dolduran bir genisleme yaparak pelvis renalisi (renal pelvisi) olusturur. Pelvis
" renalis, bobrek dokusu igine kaliks major denilen 2-3 tane kese seklinde uzanti
gonderir. Her kaliks majorden ise sayilan toplam 8-12 tane olan kaliks minorler
dallanir. Tim bobrek parankimasi hilustan igeriye dogru uzanan ve sinis renalis
denilen bir boslugu kusatir (35,81).

Bobregin i¢ yapist digta korteks, igte medulla olmak tizere iki farkli bolge
gosterir. Medullada sayilan 8-18 kadar olan ve medullar piramitler ya da renal
piramitler olarak bilinen konik sekilli yapilar bulunur. Medullar piramitlerin taban
kortekse bakar ve buradan kortekse dogru birbirine paralel olarak uzanan tubulus
demetleri veya striae medullarisler ¢ikar. Her striac medullaris, bébregin
fonksiyonel birimleri olan birkag nefronun diiz pargasi ile birlikte bir ya da daha
¢ok sayida toplayict kanaldan olugur. Medullar piramitlerin apikal yuzleri ise kaliks
mindrlerin limenine sokularak papilla renalisi olusturur. Genellikle 2-3 piramit
birleserek bir papilla iginde sonlanir. Kortikal doku medullay: digtan kusaﬁr ve
medullar piramitlerin arasina uzanarak pelvis renalise kadar iner ve Kolumna

Renalis Bertini olarak adlandirilan koyu renkli siitunlar olugturur (35,81).
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Sekil 1: Bobregin genel yapist (Temel Histoloji. A Lange medical book. 8. Baski. L.
Carlos Junqueira, Jose Carneiro, Robert O. Kelley (eds).1995; 359-377).
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Sekil 2: Nefronun sematik gorinimi (Temel Histoloji. A Lange medical book. 8.

Baski. L. Carlos Junqueira, Jose Carneiro, Robert Q. Kelley (eds).1995; 359-377).

Toplayict tubuluslar ve kanallar, nefronlarda uretilen idran toplayarak
bobrek pelvisine iletirler (81). Idrar olusumunda gérev alan bobregin fonksiyonel
alt birimlerine nefron (bobrek cisimcigi ) ismi verilir. Her bir nefron tek bagina idrar
yapma yetenegine sahiptir. Her iki bobrekte yaklagik 2.000.000 nefron vardir. Her
bir nefron temel olarak iki kistmdan olusur: 1-Glomerulus 2-Bowman kapsiilii (21).
Bowman kapsiilii iki tabakal epitel yapisindadir. Ig tabaka glomerulusu olusturan
kapiller yumagini gevreler ve visseral yaprak adini alir. Bobrek cisimciginin dig
tabakasini olusturan paryetal yaprak ise yass: hiicrelerden meydana gelir. Visseral
ve paryetal yaprak arasinda kapiller duvarindan ve visseral yapraktan siizilen
stvinin  toplandig1  uriner bogluk (Cavum Bowmani) bulunur. Her bobrek

cisimciginde, afferent arteriolin girdigi ve efferent arteriolin ¢iktifi bir damar



kutbu ile proksimal kivrimh tubulusun bagladig: noktada bir idrar kutbu bulunur.
Paryetal yapragin yasst epiteli idrar kutbunda izoprizmatik epitele dontisiir (35,81).

Bowman kapsiilii icerisinde yer alan glomerulus, 100-200 mikrometre (pm)
capinda ozel kapiller yumagidir (81). Insan ve sigan bobreklerinde glomeruler
kapillerler yuvarlaklagarak triner boslugun g¢ogunu dolduracak gekilde yumak
olugturmaktadirlar (68).

Glomerulusun yapisim visseral yapragin epitel hiicreleri olan podositler,
kapillerlerin endotel hiicreleri ve mezengial hiicreler olusturur (81). Visseral yaprak
damar kutbunda geriye donerek paryetal yaprak ile devam eder. Visseral yapragi
olusturan podositlerin hiicre gévdesinden birkag primer uzant: ¢ikar. Her bir primer
uzant1 ise pedisel denilen ¢ok sayida sekonder uzant1 olusturur. Pediseller tim
kapiller ylizeyine dagilmislardir Pediseller glomeraliin kapilerlerine sarimus
durumdadir. Sekonder uzantilar, bazal lamina ile dogrudan temas halindedir. Ancak
podositlerin hiicre gévdeleri ve primer uzantilart bazal laminaya degmez. Tek bir
podositten uzanan pediseller birden fazla sayida kapillere kenetlenmis '/diirumdadlr;
tek bir kapiller uizerinde bazal laminaya tutunan iki farkli podosite ait pediseller
birbiriyle degigimli olarak siralamirlar. Niikleuslan ile triner bosluga dogru ¢ikint1
yapan podositlerin hiicre govdesi organellerden zengindir, oysa ayakgiklar
(pediseller) organel yoniinden fakirdir Pediseller ¢ok az veya hi¢ organel
igermemelerine karsin ¢ok sayida mikrofilament ve mikrotiibtil bulundururlar.

Podositlerin sekonder uzantilani birbirleriyle aralarinda 25 nanometre
(nm)’lik mesafe olacak gekilde kenetlenirler; bu araliklara filtrasyon yariklan denir.
Komsu uzantilar: baglayan (bu sekilde filtrasyon yariklan arasinda kopri kurulur)
bir diyafram bulunur. Bu diyafram pencereli endotel hiicrelerinin diyaframiyla
hemen hemen aynt kalinhiktadir. Podositlerin sitoplazmasi ¢ok sayida serbest
ribozom, az sayida kaba endoplazma retikulumu sisternasi, seyrek mitokondriler ve
belirgin bir Golgi kompleksi igerir. Podositlerin sitoplazmasinda bunlarin
kasilabilmesini saglayan aktin mikroflament demetleri vardir.

, Glomerul kapillerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dig yiizeyini orten
podositler arasinda kalin (yaklagik 300-350 nm) bir bazal membran bulunﬁr. Bu
tabakanin kapilerlerdeki kanla idrar boglugunu birbirinden aywan bir filtrasyon

engeli olusturdugu diigiinillmektedir. Bu bazal membran kapillerin ve podositin
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olusturdugu bazal laminalarin kaynagmasindan meydana gelmigtir. Podosit ve
kapiller endotel hiicrelerinin ortak olarak olusturdugu glomeriiler bazal membranin
ii¢ tabakas: vardir. Ortada lamina densa, i¢te lamina rara interna, dista lamina rara
eksterna. Her iki yandaki lamina rara tabakalar1 daha fazla elektron-gegirgendir. Her
iki elektron-gecirgen lamina rara bunlan hiicrelere baglamaya yarayabilecek olan
fibronektin igerir. Lamina densa ise negatif yiklu bir proteoglikan olan heparan
siilfat igeren bir matriks iginde tip IV kollajén ve lamininin olusturdugu ag seklinde
bir yapidir. Yani glomeril bazal laminasi, lamina densanin fiziksel bir filtre olarak is
gordiigii, lamina raradaki anyonik bolgelerin ise elektriksel bir engel olugturdugu
segici bir makromolekiiler filtredir. Lamina rara interna kapiller endotel hiicreleri ile
lamina rara eksterna ise podosit ayakg¢iklan ile iligkidedir. Komgu pediseller 6 nm
kalinhiginda diyaframla birbirlerine baglanmigslardir. Glomeruler bazal membran,
histolojik kesitlerde periodik asid-schiff (PAS) ile kuvvetli reaksiyon gosterir
(68,81). Glomeruler kapillerlerin endotel hicreleri glomeruler filtratin siiziildigi ilk
bariyerdir. Endotel hiicreleri ince bir sitoplazmaya sahiptir. Organellerin ¢ogu
niikieus ¢evresinde yogunlagmigtir. Hem insan hem de si¢anda glomeruler endotel
hiicrelerinin  govdesinde mikrotubil ve ara (intermediate) filament aglar
gozlenirken, endotelyal fenestrasyonlar ¢evresinde mikrofilamentler dikkati
¢ekmektedir. Endotel hiicreleri 70-90 nm ¢apinda ¢ok sayida ve diizensiz
fenestralara sahiptir. Fenestralar sayica pencereli kapillerin bulundugu diger
organlardaki endotel hiicrelerindekinden daha fazladir. Bu hiicrelerde diger
pencereli kapilerlerde gozlenen kapiler agikliklarim birbirine tutturan ince diyafram
yapisi bulunmaz (81). Bu fenestralar, bazal membran ile kan arasindaki direkt
iligkiyi 6nlemekte, boylece biuyik molekiller igin bariyer gorevi gormektedir
(68,81). Glomerulus, Bowman kapsili i¢inde yer alan, birbirine paralel yerlesen ve
anastomozlar yapan kapiller bir yumaktir. Vucutta bulunan diger kapillerlerden iki
onemli farki vardir.1-iki arteriyal yatak arasinda yer alir (Afferent arteriyol —
glomerulus—efferent arteriyol). Bunun sonucu olusan glomerulus i¢i yitksek basing,
sivinin Bowman kapsiilii igine filtre olmasina sebep olur. 2-Glomeriiler membranin
yapisina bagl olarak gegirgenlik diger kapillerden daha fazladir. Glomeriiler
membran 6zellegmis bir yapidir ve baglica ii¢ kisimdan olusur. Bunlar igten disa;

endotel- bazal membran— epitel tabakasidir. Kapiller endotel hicreler arasindaki
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fenestralar ve bazal membran epitelyal yuzdeki slit por adi verilen siziilme yariklari
(filtrasyon slits) sayesinde, glomerulus membraninin bu segici gegirgenlik
ozelliginin iki nedeni vardir. 1-Slit porlarn biiyiikligi ( size selektivity ): Insiilin
(molekuil agirhg1 5000 dalton) rahatlikla gecerken, albumin (molekul agirligi 70.000
dalton) i¢in gecirgenlik pratik olarak sifirdir. 2-Elektriksel yiik (charge selektivity):
Glomerul bazal membranda bulunan negatif yiiklii proteoglikanlar tarafindan
olusturulur (21). Renal korpiiskill, mezengial hiicreler olarak adlandirtlan bir hiicre
grubu daha igerir. Bu hiicreler belirli yapisal Gzellikleri ile (6rnegin; centikli
niikleuslar1 ve hiicrenin membranina dik olarak diizenlenmis ince fibrillerin varligi
ile) podosit ve endotelyal hiicrelerden ayrilir. Mezengial hiicreler ve bu hiicrelerin
ekstraselliler matriksi mezengiumunu olusturur. Mezengial matriks, mezengial
hiicreler ile endotel hiicrelerini birbirinden aywran bir ag olusturur. Mezengial
hiicreler, glomeruler kapillerlerin bazal membram ile sarlirlar ve sitoplazmik
uzantilar1 ile endotel hiicrelerinin arasina sokulurlar. Yapisal ozellikleri perisite
benzer. Fonksiyonlarinin hepsi heniiz yeterince anlagilamamakla beraber fagositik
olduklan: bilinmektedir. Glomeruler bazal membranda birikmis olan artiklar1 ve
proteinleri tutarak uzaklagtirdiklar1 digtniilmektedir.  Ferritin  enjeksiyonu
yapildiktan sonra (elektron-dagitici, demir igeren bu protein elektron mikroskopta
kolaylikla taninir) mezengiyal hucrelerin sitoplazmasinin bu proteinle doldugu
goriliir. Bu hiicreler makrofajlar gibi davranarak sizme iglemi sirasinda bazal
laminaya biriken partikiilli maddeleri temizleme odevi goriiyor olabilir (81).
Ayrica, mezengial hiicre ve mezengial matriksin, epitelyal bazal membran
devamsizligi veya yoklugunda podositlere yapisal destek sagladiklann da ileri
siriilmektedir. Klinik olarak, belirli bobrek hastaliklarinda mezengial hiicre
proliferasyonu goriilebilir, boyle durumlarda anormal miktarda protein ve protein
komplekslerinin bazal membranda tutuldugu gozlenir (68,81).

3.3. Proksimal kivrimli tiibiil:

Bobrek cisimciginin idrar kutbunda, yasst paryetal epitel tek kath
izoprizmatik epitele doniigiir ve proksimal tubulusiarin kiviimli pargasi ile devam
eder. Kivrimli proksimal tubulus ortalama 14 milimetre (mm) uzunluéunda,
nefronun en uzun, en kivrimli, ve en genig ¢apli bolimidir. Tubulus Himeni 5-6

hiicre ile ¢evrelenmigtir. Hiicrelerin apikal yiizeyleri (izerinde yaklagik 1.0-1.3 um
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uzunlugunda, sikica paketlenmis mikrovilluslar firgams1 kenart olustururlar.
Firgams: kenar, glukozun hiicre yiizeyinden emilimini arttiran alkalin fosfataz
enzimi igermelerinden dolay1 kuvvetli alkalin fosfataz reaksiyonu gosterir. Aym
zamanda, kuvvetli PAS (+) reaksiyon da verir. Firgams: kenar altinda, apikal
sitoplazmada mikrovilluslarin  tabanlar1  arasinda makromolekiilleri emme
kapasitesinde Gnemli rol oynayan ¢ok sayida kanalikil yer alr. Apikal
membranlann i¢eri dogru yaptigt girintiler ise pinositotik vezikiilleri olusturur. Bu
vezikiller iginde glomeriill sizgecinden gegen makromolekiiller (esas olarak
molekiiler agirhigt 70.000 den diigiik olan proteinler) bulunur. Makromolekiillerin
pargalandig1 yer olan lizozomlarla pinositotik vezikiiller kaynasirlar ve olusan
monomerler dolagima geri doner. Bu hiicrelerin bazal boliimlerinde yogun membran
katlanmalar1 ve komgu hiicreler arasinda lateral kenetlenmeler bulunmaktadir.
Sodyum iyonlarinin aktif olarak hiicre disina atilmasindan sorumlu olan Na'/K'-
ATPaz (sodyum pompasi) bu bazolateral membranlarda bulunur. Mitokondriler
hilcrenin tabaninda yogunlagmistir ve hiicrenin uzun eksenine paralel dizilim
gosterirler. Mitokondrilerin bu sekilde yerlegsimi ve hiicrenin tabaninda membran
yiizey alanini arttiran bu diizenlenme, aktif iyon taginmasinda rol astlenen hiicrelere
ozgidiir. Lateral membran kenetlenmesinin ¢ok siki olmasi yiiziinden 1gik
mikroskobunda incelenen proksimal tiibl hiicreleri arasindaki hiicre siirlar
belirgin olarak segilemez (81). Intrasitoplazmik membran katlantilani ve bazal
mitokondriler, hiicre i¢ine geri emilen sivinin 6nce ekstraselliller ortama, oradan da
peritibiiler kan kapillerlerine ge¢mesini saglarlar (35,68,81). Proksimal tiibiilde
ultrafiltratin (su ve sodyum dahil) %50°si geri emilir, emilim izoozmotiktir.
Glomeril filtrata gecen sodyumun yaklagik %50°si proksimal tiibilden geri emilir.
Bu emilim aktif transport (bazolateral membranda bulunan Na-K ATP’az) ile
gerceklesir. Glomertilotibiiler denge, sempatik sinir sistemi, renin-anjiotensin
sistemi, atrial natriiretik faktor (ANF), paratiroid hormon (PTH), ve insiilin
proksimal tibiilde sodyum emiliminde etkili olan faktorlerin basinda gelir.
Katekolaminler, anjiotensin 2, PTH ve insilin sodyum ve su geri emilimini
artirirken ANF azalti. Bu faktorler arasindaki dengeyi belirleyen en énemli
parametre effektif plazma hacminin durumudur. Glikoz ,aminoasit ve diger organik

maddeler (tama yakin) sodyumun (Na” aktif transportuna (sekonder aktif
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transport,Adenozin tri fosfata -ATP- bagimh degil) eslik ederek tagmmrlar
(kotransport). Bobreklerin asit-baz metabolizmas: diizenlenmesinde dénemli rolleri
vardir. Asit-baz metabolizmas: ile iligkili olarak fizyolojik ve/veya fizyopatolojik
kosullarda olusan asitin nétralizasyonu ve glomeriiler filtrata gegen bikarbonatm
geri emilimi bobreklerde gergeklesir Bikarbonat geri emiliminin %8_5-90‘1
proksimal tiibiilde gergeklesir. Amonyum ve titre edilebilir asit Gretiminin de ¢cogu
nefronun bu bolimiinde gergeklesir. Proksimal tibiilde glutaminden amonyak
sentezlenir ve bu Hidrojen (H") ile birleserek amonyum iyonu (NH,) olarak sekrete
edilir. Penisilin, simetidin, salisilatlar, furosemid, kinidin gibi ilaglar, ve urik asit,
oksalat, safra tuzlari, kreatinin proksimal tiibiiliin ikinci kisminda sekrete edilirler.
Glomeriiler filtrata gegen kalsiyum (Ca*?), fosfat (PO4), ve magnezyum (Mg) gibi
iyonlanin da 6nemli bir kism proksimal tibilden geri emilir (21). Proksimal
tubulusun kiviimli pargasindan sonra gelen diiz parca medullanin dis zonunda
seyrettiginden, proksimal tubuluslarin dis segmenti olarak da isimlendirilir Diiz
parcada limen daha genistir Hiicre ozellikleri kivrimlt parganin. ‘6zelliklerine
benzemekle beraber mitokondrilerin yuvarlaklastigi ve azaldigi, mikrovilluslann
seyreklestigi ve boylanmin kisaldig, intrasitoplazmik membranlarin ve lateral
interdijitasyonlarin hemen hemen ortadan kalktig1 goriiliir. Ayrica, ¢ok az lizozomla
birlikte yine gok az endositotik vesikiil icerirler. Bu 6zelliklerinden de anlagilacagi
gibi, proksimal tubulusun diiz pargast absorbsiyon i¢in ozellesmemisgtir.

3.4. Henle kulpu:

Henle kulpu, proksimal ve distal tubuluslar arasinda yer alir Kisimlari
soyledir; proksimal kivrimli tubuluslara yapica benzeyen bir kalin inen kol, ince
inen kisim, ¢tkan ince kisim, ve yapica distal tibiile benzeyen kalin glkén koldan
olusan U seklinde yapidir (68,81).

Medullanin dis kisminda, dig ¢apt 60 um olan Henle kulpunun kalin inen
kolu 12 pm'ye kadar diiser ve inen kolun ince kismi olarak devam eder. Liimen
yass1 epitel ile ortilii oldugundan, bu béliimde limen genigtir. Epitelin yalmzca
gekirdekleri limene dogru hafif bir ¢ikint1 yapar. Henle kulpunun ince kisminda
fircamst kenar ortadan kalkar (35,81). Henle kulpu, idrarin konsantrasyon-diliisyon
igleminin olusumunda etkili olan nefron segmentidir. Idrar maksimum 1200

miliosmol / litreye (m.osm/lt) kadar konsantre edilebilirken 50-100 m.osm/lt’ye
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kadar da diliie edilebilir. Viicutta fizyolojik kosullarda sivi ve soliit birikmemesi igin
¢tkariimasi gereken minimum idrar miktart 0.5 It’dir. Idrann konsantre edilmesini
saglayan zit akimlar, zit akimlar arasi permaabilite farki ve enerji kaynagi henle
kulpunda mevcuttur. Giriste izotonik olan filtrat henleyi terkederken hipotonik olur.
Henle inen kolu suya gecirgen olup sodyuma gecirgen degildir. Bunun sonucu
henlenin inen tarafinda su interstisial araliga emilir ve henlenin tepesine kadar
limen igindeki filtrat gittikce hipertonik olur. Henle ¢ikan kolu ise inen kolun
tersine sodyuma gegirgen olup suya gegirgen degildir. Cikan ince kolda sodyum
kloriir (NaCL) interstisyal araliga emilirken, iire liimene salgilanir. Bu béliim suya
gegirgen olmadigindan lumendeki sivi gittikge diliie olur. Aym NaCL emilimi
henlenin kortikal ¢ikan kalin ayaginda da Na/K/CI pompas: ile devam eder.
Henlenin ¢ikan kalin kismit da ADH varhiginda bile suya gegirgen degildir. Sonug
olarak limendeki sivi distal tibiile ulastiginda hipotoniktir (yaklagik 150 mosm/It).
Glomeriiler filtrata gegcen sodyumun %40-45’i (henle ¢ikan kol ), suyun %401
(henle inen kol) henle kulpundan geri emilir. Henlenin inen kolunda, K* ve iire
salgis1 olurken, henlenin gikan kolunda K* geri emilimi olur. Magnezyum en gok
henle kulpunda geri emilir (21). Bitiin nefronlarin yaklagik yedide biri
kortikomediiller smirin yakminda bulunur, bunlara jukstamediiller nefronlar ad:
verilir. Diger nefronlara ise kortikal nefronlar denir. Biitiin nefronlar sizme, emilim,
ve salgilama iglemlerinde rol alirlar. Ancak jukstamediiller nefronlarin mediiller
interstisyumda hipertonik gradyam1 saglama konusunda o6zel bir 6nemi vardir.
Mediiller interstisyumdaki hipertonik ortam bobregin hipertonik idrar dretme
yeteneginin temelini olusturur. Jugstamediiller nefronlarin henle kangah c¢ok
uzundur ve bunlar medullanin derinliklerine dek inerler. Bu kangallar kisa bir inen
kol, uzun ince inen ve ¢tkan kollar ile kalin ¢ikan koldan olusmustur. Ote yandan
kortikal nefronlarda inen ince kollar ¢ok kisadir ve ¢ikan ince kol bulunmaz (81).

3.5. Distal kivrimh tiibiil

Henle kangalinin ¢ikan kahn kolu kortekse girdiginde histolojik yapisim
korur, ancak biiklimlenerek nefronun son kismi olan distal kivrimli tiibilleri
olusturur. Bu tiibiil tek katlt kiibik epitelle doselidir. Histolojik kesitlerde her ikisi de
kortekste bulunan proksimal ve distal tiibiiller arasindaki ayirim belli 6zelliklerine

bakilarak yapilir. Proksimal tiibiildeki hiicreler distal tubtilde bulunan hiicrelerden



15

daha buyik ve fircamsi kenarlidir. Firgamsi kenarlar distal tiibiil hiicrelerinde
bulunmaz. Proksimal tibiillerde bulunan hiicreler daha asidofiliktir. Distal
tiibillerin liimenleri daha genigtir ve buradaki hiicreler proksimal tiibiillerde
bulunan hiicrelerden daha yass: ve kiigiik oldugu igin, aym histolojik kesitte distal
tibil duvarlarinda daha gok sayida nitkleus ve hiicre gorulir. Proksimal tiibillere
6zgii olan apikal kanalikiil ve vezikiiller distal tubiil hiicrelerinde goriilmez. Distal
kiviimli tibal hiicrelerinin bazal membranlarindaki yogun invajinasyonlar ve
bunlarla iligkili mitokondriler, bu hiicrelerin iyon taginmasinda rol oynadiklarim
gostermektedir. Distal kivnimli tiibiiller kortekste izledikleri yol boyunca kendi
nefronlarina ait renal cisimcigin damar kutbuna degerler. Bu degme noktasinda
afferent arteriyol ve distal tiibiil modifiye olur. Distal kivriml: tiibul hiicreleri bu
jukstaglomeriiler bolgede prizmatik hale donugirken gekirdekleri de biraraya .
toplanir. Cogu hiicrenin bazal boliminde Golgi kompleksi bulunur. Mikroskopik
preparatlarda niikleuslarin yakin yerlesimi yiiziinden daha koyu renkli goriinen bu
distal tibiil segmenti makula densa olarak adlandinlir. Deneysel bul,gﬁiar, makula
densa hticrelerinin tiibuler sividaki klorir iyon igerigine duyarli oldugunu ve
glomeriildeki afferent arteriyolde kasilmaya yol acan molekiler sinyaller
olusturdugunu diigiindiirmektedir. Bu mekanizma ile makiila densa glomeriler
filtrasyon hizim duizenleyebilir (81). Distal kivrimhi tiibiil idrarin dilie edilmesinde
(seyreltilmesinde) nefronun birinci derecede sorumlu kismudir. Bu bolgede NaCl ve
suyun %3-5’1 geri emilir. Distal tiibil ilk kisimlan suya gecirgen degilken -
Antiditretik hormona (ADH) cevapsiz-, son kisim ve kortikal toplayic1 kanallarda
ADH etkisi goriilir ve ADH duyarh su emilimi gergeklesir. ADH yoklugunda bu
kisim suya gecirgen degildir. Bu segmentte ayrica bikarbonat, Ca ve Mg geri
emilimi de gerceklesir (21). Distal tubulusun kivrimli pargast, proksimal kivrimli
tubulustan daha kisa oldugundan (5mm uzunlugunda) kesitlerde daha az goriliir.
Kivrimh parga daha sonra toplayici tubuluslarla birlesir.

3.6. Toplayict tibiller:

Toplayict tubuluslarda birbirlerine baglanarak diiz toplayict kanallan
olustururlar. Bu kanallar Bellini'nin papiller kanallar1 adint alir ve piramitlerin

uclarina dogru giderek genisler (35,81).
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Toplayict tubulus ve kanallarin her ikisi de basit bir epitele sahiptirler. Kortikal
toplayici tubuluslar ve dallan yassi, bazen de kiibik sekilli (¢ap1 ortalama 40 pm)
hiicreler igerirler. Medullar toplayici kanallar kubikten prizmatige dogru degisen
hiicrelere sahiptirler. Bu tiibiiller medullanin derinine dogru indik¢e hiicrelerin boyu
uzar ve prizmatik olur. Piramidlerin ucuna yakin boliimlerde toplayict kanalin gapi
200 pum’ye ulasir. Toplayict sistemde, sitolojik olarak iki farkl: hiicre tipi bulunur.
Sistemin esas hiicreleri, toplayict duktus veya CD huicreleri olarak da bilinen agik
hiicrelerdir. Bunlar, soluk boyanan hiicrelerdir. Agik hiicreler tek bir silyuma ve
birkag kisa mikrovillusa sahiptir. Sitoplazmalar1 az sayida organel igerir ve elektron
gecirgen ozellikler tagir. Hiicrelerin bazaldaki membraninda hemen hi¢ invajinasyon
gorilmez. Diger hiicre tipi toplayici tiibiillerde ve korteksteki toplayici kanallarda
bulunan interkalar (IC) hiicrelerdir. Koyu boyamirlar. Onemleri anlagilamamustir.
Isik mikroskobu ile bakilinca toplayici tiibiil ve kanal hiicrelerinin hiicreleraras:
sinirlan net olarak segilebilir, ¢iinkii bitigik hiicreler arasinda lateral kenetlenmeler
bulunmamaktadir. Kortekste bulunan toplayic: kanallar, her mediiller 1gina bosalan
birkag kiigiik toplayzct tiibil araciligi ile dik agilarla birbirine baglanir. Medullada
gerceklestirilen idrar yogunlagtirma igleminde en onemli roli toplayict kanallar
oynar (81). \

3.7. Jukstaglomeruler apparatus (JGA)

Renal cisimcigin hemen bitigiginde afferent arteriyoliin tunika mediasinda
modifiye diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelere jukstaglomeriler (JG)
hiicreler adi verilir. Bu hiicrelerin gekirdekleri elips bigimindedir ve sitoplazmalart
PAS teknigi ile boyanan graniillerle doludur. Jukstaglomeriiler hiicrelerin salgis1 kan
basincinin saglanmasinda rol oynamaktadir. Distal kivrimli tibiillerde bulunan
makula densa, jukstaglomeriiler hiicrelerin yer aldig: afferent arteriyol kismna ¢ok
yakindir; arteriyoliin bu boliimii, makula densa ile birlikte jukstaglomertiiler aparati
olusturur. Jukstaglomeriiler aparatinin bir bolimuini de islevleri iyi anlagitlamamig
agik renk boyanan hiicreler olusturur. Bu hiicrelere ekstraglomeriiler mezangiyal
hiicreler, Lacis hucreleri, ya da polkissen (kutup yastig1) seklinde degisik isimler
verilir. Afferent arteriyoliin lamina elastika internasi jukstaglomeriiler hiicrelerin

bulundugu bolgede kaybolur.
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Elektronmikroskopla incelenen jukstaglomeriiler hiicreler, basta bol miktarda
Graniiler endoplazma retikulumu (GER), iyi gelismis Golgi kompleksi ve gaplari
yaklagik 10-40 nm olan salgi1 graniilleri olmak iizere protein salgilayan hiicrelere
ozgii ozellikler sergilerler. Jukstaglomeriler hiicreler, anjiyotensinojen denen
plazma proteinini anjiyotensin [ olarak adlandirilan inaktif dekapeptide
doniigtirecek olan renin hormonunu iretirler. Anjiyotensin I, akciger endotel
hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda bulunan doniigtiriicii bir enzimin etkisiyle iki
aminoasitini (histidin ve 10sin) kaybederek anjiyotensin II denen oktapeptide
doniisir. Onemli bir kanamadan sonra renin salgis: artar. Anjiyotensin II tiretilerek
hem arteriyoller daraltilir hem de adrenal kortekste tretilen aldosteron salgis: artar,
bu sekilde kan basincinin digmemesi saglamr. Aldosteron renal tibiiler hiicrelerine
(en ¢ok distal tiibullere ) etki ederek sodyum ve kloriir iyonlarinin emilimini arttirir.
Bu durum sivi hacmini arttirir ve kan basincimi yukseltir. Bagka nedenlere bagl
olarak (6rnegin sodyum kaybi, dehidratasyon) kan basincinin digmesi de renin
anjiyotensin II-aldosteron diizenegini aktive eder (35,81).

3.8. Bobrek medullast:

Birkag tane toplayici tiibil medullada birleserek papilla kanallar1 olarak
adlandirilan genis diz tibilleri olustururlar. Bunlarin papilla yiizeyindeki ¢ok
sayidaki agilimlan elek benzeri bir goriniim yaratir ki bu alan “area kribrosa”
(kribros alan) dir. Bu goninimdeki papilla, ¢ok katl: kiibik epitel ile kaplidir. Ancak
kribros alanindaki epitel genellikle papiller kanallarin epiteli ile sireklilik gosteren
basit prizmatik tiptedir (35).

3. 9. Interstisyum:

Nefronlar ile kan ve lenfatik damarlarin ¢evresinde bulunan bag dokusudur.
Bu doku miktan papilla ve medullanan i¢ bolimiine dogru giderek artar. Bobregin
korteksinde iki tip interstisyel hiicre saptanmugtir. En yaygin hiicre tipi fibroblastlara
benzemektedir ve komsu peritubuler kapillerler ile tubullerin bazal membrani
arasinda bulunmaktadir. Daha az sayldd ve daha kiigiik olan ikinci hiicre tipi ise,
lenfositlere veya mononiiklear hiicrelere benzemektedir. Bu hiicreler, lizozom ve
fagositik vakuoller ile birkag lipid damlas: igerirler. Fonksiyonlar yetérince
aydinlatilamamugttr, fibroblast benzeri hiicreler gibi interstisyumun ekstraselliiler

matriksinin  glikozaminoglikanlarin ve kollajen fibrillerini drettikleri ileri
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surilmektedir. Kugiik hucreler, lenfositlerden veya monosit-fagosit serilerinden
koken almis olabilirler ve immiin cevapta da rol oynayabilirler. Medullanin i¢
kisminda bulunan esas interstisyel hiicreler myofibroblastlara benzer. Bu hiicreler,
titbisler yapilann uzun eksenlerine dikey olarak diizenlenmiglerdir. Hiicreler, goze
garpan aktin filament bantlari, bol GER, iyi geligmis bir Golgi kompleksi ve
lizozomlar igerir. Sitoplazmadaki belirgin lipid damlaciklanmn ditiretik durumla
iligkili olarak artti§1 veya azaldigi gozlenmektedir. Bazi deneysel bulgular, bu
hiicrelerin, kan basincini azaltan hormon benzeri bir materyal salgilayabildiklerini
tespit etmistir. Ayrica, interstisyumda prostaglandinler ve prostasiklinlerin
sentezlendigi de bildirilmigtir (68). Medullar interstisyumda sentezlenen
prostaglandinlerin Henle kulpuna girdikleri ve distal tubuler sivi yoluyla kortekse
ulagarak damar genisletici etkilerini kullandiklan bildirilmektedir (21).

3.10. Bobrek dokusunda kan dolagimu:

Bobrekler kan damarindan zengindir ve dolasim kami her bes dakikada bir
bébreklerden geger. |
Bobreklere kan, Arteria renalis yoluyla gelir. Arteria renalis organa girmeden 6nce
genellikle iki dala (81), bazen de ii¢ dala (54) aynlir. Bu dallarin bir veya ikisi
pelvis renalisin oniinden, digeri arkasindan gegerek tekrar dallamirlar. Bu buyik
arterler arasinda anastomoz ya hi¢ yoktur ya da ¢ok azdir. Herbiri 3-4 piramidi ve
bunlarla ilgili korteksi kanlandirir. Bu beslenme alanina reniil denir. Bu dallar
hilusta tekrar dallanarak, renal piramitler arasindaki interlober arterleri olustururlar.
Kortikomedullar sinirda, interlober arterler dallanarak paralel uzanan arkuat
arterleri meydana getirirler. Arkuat arterlerden dallanan interlobiiler arterler ise
korteks iginde 1sinsal olarak seyrederler. Bu arterler, komsu medullar iginlar
arasinda yer alirlar. Interlobiiler arterlerden, glomerul kapillerlerine kan tagiyan ¢ok
kiiciik dallar ayrilir. Her bir dal bir glomerulusa girerek afferent arteriolii olusturur.
Afferent arteriol, glomerulus iginde dallanarak kapillerlere ayrilir. Bu kapillerler
sonra tekrar birleserek efferent arteriolii olusturur ve glomerulustan ¢ikar. Efferent
arteriol, proksimal ve distal tubuluslari besleyecek ve dusiik molekil agirhkl
maddelerle iyonlar1 dolagim sistemine tagiyacak olan peritubiiler kapillér agi
olusturmak tzere bir dal verir. Bu kapillerler, medullada diiz bir yol izledikten sonra

yeniden kortikomedullar sinira dogru kivrilarak vasa rekta ya da diiz damarlar adim
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alirlar. Inen damar strekli tip kapiller 6zelligi gosterirken, glkan damarnn endoteli
pencerelidir.  Glomerulden siizilen kam tagiyan bu damarlar medullanin
beslenmesini ve oksijen gereksinimini saglarlar. Kangal bigimindeki yapilar
yuziinden bu damarlar henle kangalinin interstisyumda olusturdugu yiiksek ozmotik
gradyant uzaga tasgimaziar. Dig korteksteki ve bobrek kapstlindeki kapillerler,
yildizst venlere donugiirler. Venler de arterlerle aym yolu izler ve ayni isimleri
alirlar. Kan, intelobiiler venlerden arkuat veﬁlere, oradan da interlober venlere akar.
Interlober venler birleserek renal veni olustururlar. Renal ven ise Vena cava
inferiora agilir (35,54,68,81).

3.11. Bobreklerin histofizyolojisi:

Bobrekler, i¢ ortamin kimyasal bilegiminin (homeostasisin) korunmas: igin
. gok onemli organlardir. I¢ ortamin kimyasal yapisinin bobreklerle ayarlanmasinda 3
mekanizma rol oynar:
1. Filtrasyon: Kan plazma sivisinin bir kismunin glomeruler kapillerlerden filtrasyon
yoluyla g¢ikarilmasidir. Kandan ayrilan filtratin igengi kan plazmast ﬂe aynidr.
Ancak, makromolekiiller glomerulus duvarim gegemedigi igin filtratta hemen hig
protein bulunmaz.
2. Reabsorbsiyon (aktif f)asif emilim). Filtrasyon ile kandan aynlan, ancak
homeostasis igin gerekli olan maddelerin tubuluslardan geri emilmesidir.
3. Ekskresyon: Viicut igin yararsiz ya da zararlt olan yabanct ve atik maddelerin
kandan alinip, tubulus stvisina verilmesidir.
Filtrasyon olayinin meydana geldigi glomerulus kapilerleri bazi 6zelliklere sahiptir.
Bu ozelliklerden birisi, kapillerlerin iki arteriol arasinda bulunrhas1d1r. Glomerulus
kapillerlerinin iki arteriol arasinda bulunmalarindan o6tiirti, kan basinci bitiin
kapiller boyunca aymdir. Ikinci 6zellik, bu kapillerler igindeki kan basinci, diger
yerlerdeki kapillerlerin kan basincinin iki kati1 kadaridir. Bu yuksek kan basmci
etkisiyle filtrasyon saglamr. Ugiincii bir ozellik, kapiller endoteli ile podositin
birlikte olugturduklari morfolojik yapr kan hiicrelerinin ve proteinlerin digan
¢ikmasini onlerler. Son olarak, glomeruler kapillerlerde sadece filtrasyon vardir,
reabsorbsiyon yoktur. Halbuki, sistemik kilcal damarlarda filtrasyonu daima bir geri

emilim izler. Biitiin bu ozellikler glomerulusu ideal bir siizge¢ yapar (21,35,81).
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Kan glomeruler kapillerlerden gegerken, afferent taraftaki hidrostatik basing
diger basinglardan fazla olacagindan, plazma sivisi siiziici membranlardan
siiziilerek kandan aynilir ve iiriner bosluga gecer. Kapillerlerin efferent ucuna dogru
kan suyunun azalmasi, buna kargilik protein miktarinin giderek artmasi ile protein
onkotik basinci da artar. Boylece, glomeruler kapilierlerin efferent ucunda filtrasyon
basinci iyice azalir veya sifir degere ulagir. Hidrostatik basing artarsa, filtrasyon
basinc artar ve dolayisiyla, glomeruler ﬁltraf miktari da artar (21).

Insanda, normal filtrasyon miktann dakikada 120-125 mililitre (ml) kadardir. Bu
miktar bir giinde 180-190 litreye ulagir. Ancak, giinliik insan idrarin miktar: 1500
ml.dir ve icerigi ultrafiltrattan farklidir. Bu da, glomerulustan siziilen ultrafiltratin
icerdigi su ve cesitli maddelerin tubuluslarda geri emildigini gostermektedir
(21,35,81).  Glomeruler siiziintii ile idrar arasindaki fark, tubiiler aktivitenin
gostergesidir. Her tubulusun degisik gorevleri vardir. Memelilerde, proksimal
tubuluslar glukozun, elektrolitlerin (Na", K*, PO’ gibi) ve suyun tubulus sivisindan
kana aktarilmast ile gorevlidir. Glukozun ve aminoasitlerin tamami ile su ve
sodyum klorid iyonlarmin %75-85’1 proksimal tubulusdan geri emilir. Glukozun
tekrar kana alinmasi, proksimal tubulus hiicrelerindeki 6zel bir tagima sistemi ile
olur. Glukozun emilimi sodyum esliginde olmaktadir. Glukoz ve sodyum, tubulus
hiicresi membraninda bulunan tagiyici bir molekiile baglanirlar ve hiicre igine
birlikte tagimrlar. Glukoz buradan difiizyon yoluyla hiicrelerarasi siviya, daha sonra
da kana girer. Glukozun kandaki yogunlugu arttik¢a, filtrata daha ¢ok glukoz geger.
Filtrata gecen miktar ¢ok fazla ise, bu fazlahk idrarla atilir. Insanda kan glukoz
miktar1, 100 ml kanda 90-100 miligram (mg) kadardir. Idrarda glukoz bulunmasina
glukoziiri denir (21,35). Tubuluslarda sodyumun geri emiligi aktif transport ile olur.
Sodyum, tubulus limenindeki filtrattan tubulus hiicresine pasif diffiizyonla
girerken, hiicreden interstisyel bogluga aktif olarak pompalamr. Viicuda gereginden
fazla sodyum girmis ise fazlasim bobrek idrarla atar, yeteri kadar sodyum yoksa
bobrek sodyum atilmasini en aza indirebilir. Bunu da glomeruler filtrasyon hizin1 ve
tubulus hiicrelerince geri emilimi ayarlayarak gergeklegtirir.Su ve klor pasif olarak
sodyumu izler. Klor, elektrik yiikii nedeniyle, su ise osmotik basing nedeniyle
sodyum geri emilimnini izler. Proksimal tubulus sonunda, glomeruler filtrattaki

suyun %75-85’1 geri emilmig olur. Boylece, proksimal tubulusdan gecgen
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ultrafiltratin hacmi azalir. Ancak, tuz ve su birlikte reabsorbe olduklarindan idrar
izoozmotik yapidadir. Glomeruler filtratta bulunan fosfatin bir kismi, potasyum
iyonlarimn ise tamam proksimal tubuluslarda geri emilir. Filtratta az miktarda
bulunan proteinin emilimi pinositozla gergeklestirilir (21,35,81). Proksimal
tubuluslarda, glukoz ve elektrolitler filtrattan geri emilirken, bazi maddeler igin bu
olayin tamamen tersi olur. Yani, penisilin gibi bazi maddeler, proksimal tubulus
hicrelerinin aktivitesiyle kandan alinir ve ultrafiltrata ilave edilir. Boylece, tiibiler
sekresyon yoluyla da idrarin igerigi degigir (21,35). Bobregin korteksinden
medullanin derinliklerine dogru gidildik¢ce sodyum konsantrasyonu artar, yani
hipertoniklesir. Henle kulpunun inen ince kismm suya ¢ok gegirgendir, buna karsilik
kat: maddelere az gegirgendir. Bu ozelliklerinden dolay:, inen ince kolda idrar
hipertonik bir yapr gosterir. Henle kulpunun g¢ikan ince kolu ise suya gegirgen
degildir, buna karsihik sodyuma ¢ok, iireye az gegirgendir. Sodyum pasif olarak
doku sivisina geger. Boylece, ¢ikan ince kolda idrar hipotonik 6zellik kazanir. Henle
kulpunun ¢ikan kalin kolu ise suya ve katt maddelere az gegirgendir. Burada, klor
tubulustan digart aktif olarak pompalanir, sodyum ise pasif olarak kloru izler.
Sonugta, distal tubulusa tuz yogunlugu digiikk yani, hipoosmotik bir siv1 girer
(21,35,81). '

Distal tubulusa gegen ultrafiltrat dakikada 16 ml kadardir, idrar olusumu ise
dakikada | ml kadardir. Yani, dakikada ultrafiltratin 15 ml'si distal tubuluslardan ve
toplayict kanallardan geri emilmektedir. Distal tubuluslarda ve toplayici kanallarda
suyun geri emilisi, arka hipofizden salgilanan ADH (vazopressin) etkisi ile olur.
Viicudun suya gereksinimi olunca, ADH salgilanir ve toplayict kanallarin epitel
‘hl'jcreleri suya gegirgen hale gelir. Distal tubuluslarda suyun geri emilimi viicudun
ihtiyact "oranmmda olur ve distal tubulus sivist hipoosmotiklikten ancak
izoosmotiklige kadar yogunlastirtlir. Distal tubulus sivisi izoosmotik olduguna gore,
toplayic1 kanallara izoosmotik siv1 girer. Burada suyun geri emiligi yine ADH etkisi
ile olmakla beraber, Henle kulpundan dokulararast siviya verilen sodyum
yogunluBunun giderek artmast da toplayict tubuluslardan suyun geri emilmesine
neden olur. Boylece, idrar hipertonik hale geger (21,81). Glomeruluslardan siiziilen
sodyumun %75-80’1 proksimal tubuluslarda geri emildikten sonra, geriye kalan

kismi Henle kulpunda pasif olarak, distal tubuluslarda ise aktif olarak emilir. Distal
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tubuluslarda geri emilim, adrenal korteksin zona glomerulosa tabakasindan
salgilanan aldosteron hormonu etkisiyle olur. Aldosteron konsantrasyonu yeterince
yiiksek oldugunda, distal tubuluslarda sodyumun emildigi, potasyum ve hidrojen
iyonlarinin idrara verildigi bir iyon degigim bolgesi bulunur (21,35,81). Su dengesi
kismen hipofizin arka lobundan salgilanan ADH ile kontrol edilir. Yiiksek miktarda
su alinmasi ADH iretimini durdurur; toplayici kanallarin duvarlari suya kargt
gecirgenligini kaybeder ve su emilmez. Bunun sonucu olarak ¢ok miktarda
hipotonik idrar uretilir, ozmotik denge i¢in gereken iyonlar tutulurken su atilir. Az
miktarda su alindiginda ya da ¢ok buyiik miktarda su kaybedildiginde (agir1 terleme,
ishal) toplayict kanallarin duvarlan suya kars: gegirgen hale geger, bu sekilde su
emilir ve idrar hipertonik olur. Adrenal korteksin steroid hormonlari, esas olarak da
aldosteron, filtrattaki sodyumun distal tiibiillerden emilimini arttirir, boylece idrarla
sodyum kaybini azaltir. Aldosteron aynm zamanda potasyum ve hidrojen iyonlarinin
atilmasini da kolaylagtirir.(21,81).

Ozetle, viicut su ve tuz dengeleri birbiri ile yakin iligkidedir. Viicutta yeteri
kadar tuz olmaz ise, su da viicutta tutulamaz. Su ve tuz dengeleri hormonlarla
diizenlenir. Hormonlar bobregi etkileyerek su ya da tuz emilimini ve idrarla su ve
tuz ¢ikanlmasini ayarlarlar. “

Sonugta, organizmanin i¢ ortamu igin gereksiz ve zararli olan maddeleri tasiyan
idrar, toplayici1 kanallar yoluyla pelvis renalise gelir, buradan tureter yoluyla idrar

kesesine iletilir (21).



3.12. ISKEMI-REPERFUZYON HASART: |

Bir organa gelen kan akiminin gesitli nedenlerle (6zellikle vaskiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya
durmastna iskemi denir. iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku
hasar1 ortaya gikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin bitinlaga
kaybolur hatta hiicresel olim meydana gelir. Reperfiizyon ise dokunun
kanlanmasmin yeniden baglamasidir. Iskemik bir dokuda kan akimmin yeniden
baglamast durumunda (reperfizyon), Ozellikle dokuya gelip yerlesen
polimorfontikleer lokositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri
(SOR) dokudaki yikim artiricr etki yapar. Bu olaya reperfiizyona baglt doku hasari
denir (19). Boylece dokuda Iskemi-Reperflizyon hasari ortaya ¢ikar. Uriner sistemin
6nemli bir bolimiinii olusturan bobrekler, belirli yabanci maddelerin ve
metabolizma (riinlerinin viicuttan uzaklagtinlmasi, asit-baz ve su dengesinin
korunmasi, elektrolit ve wvicut isistnin kontrol edilmesi, yani homeostasis igin
ozellesmis bir ¢ift organdir. Bobrekler bu fonksiyonlarim filtrasyon, aktif ve pasif
emilim ve ekskresyon gibi bir dizi islem araciligtyla gergeklestiritler (21,81).
Bobreklerde aymi zamanda eritropoetin, renin, vitamin D nin hidroksilasyonunu
saglamak, Prostoglandin E1, (PGE,;), PGE-2 ve PGI-2 gibi vazodilatator,
tromboksanlar gibi vazokonstriktér maddeler sentezlenir. Parathormon, insiilin ve
glukagonun yikiminda rol alirlar (21). Yasamsal 6nemi olan bobrekler, bu kompleks
ve Ozel yapilarindan 6tiirii pek ¢ok bilim adaminin arastirma konusu olmustur.

Ozellikle bobrek transplantasyonu, sok, kardiovaskiiler cerrahide ve Crush
sendromunda bobrege bir siire veya tamamen kan akiminin kesilmesi durumlarinda
bobrekte de Iskemi-Reperfiizyon hasari ortaya ¢ikar (38). Bobrek
transplantasyonunda, erken stcak iskemi siresinde, renal fonksiyonlarin korunmasi
onemlidir. Soguk iskemiye maruz kalan kadavra bobreklerde bu durum daha da
onem kazamr. Renal transplantasyonda reperfiizyon 6nemli bir basamaktir. Iskemik
bir organda reperfiizyon sonrasinda SOR olusumu organa zarar verir. Iskemik renal
hasar bobrek kan akiminin bozulmasi sonucu ve perfiizyonun tekrar saglanmasi
sirasinda olmak lizere iki evrede gelisir. Iskemi sirasinda gelisen ATP kajrbl ve
akimin tekrar saglanmasi ile buraya gelip yerleserek SOR agiga ¢ikaran
polimorfoniikleer lokosit (PMNL)’ler biiyiik hiicre kayiplarina neden olabilecek bir
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dizi reaksiyon baglatmaktadir. Bobrekler sokta gelisen vazokonstriikksiyondan
etkilenmekte ve bu siirecte geligen iskemik hasar transplantasyon sonrasi bobrek
fonksiyonlarinin belirleyicisi olmaktadir. Hicreler oksidatif hasari onleyen yok
eden ya da kismen azaltan mekanizmalara sahiptir. Amag, doku hasarina yolagan
olayin etkisiyle tetiklenen biyokimyasal mekanizmalari external yolla verilen
maddelerle bir yada birkag basamakta engelleyerek organizmaya yardimc: olmaktir
(4). Iskemi-reperfiizyon hasarindan korunmak igin serbest oksijen radikallerinin
etkisini ortadan kaldirmak i¢in antioksidanlar kullanilabilir (40,42,74,80,82).

Amag¢: Deneysel olarak ratlarda, bobrekte iskemi-reperflizyon hasart
olugturup, antioksidan olarak melatonin, PGE1 ve Vitamin E kullaniminin bu hasar

lizerine olan etkilerini histolojik ve biokimyasal olarak incelemek.
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3.12. ISKEMI-REPERFUZYON HASARL: |

Iskeminin siiresine ve siddetine bagh olarak iki tiirli hiicresel zedelenme
ortaya ¢ikar.

3.12.1. Geri doniiglii zedelenme

3.12.2. Geri dontigsiiz zedelenme

3.12.1. GERi DONUSLU ZEDELENME:

Hipoksinin ilk zarar verdigi yer , hiicrenin aerobik solunumudur.
Mitokondriumdaki oksidatif fosforilasyonu engeller. ATP olusumu yavaslar ve
durur. ATP kaybi hiicre i¢inde gesitli sistemleri yaygin olarak etkiler. Ozellikle
hiicre zarinin quabain duyarht adenozin trifosfat aktivitesinin azalmasi zarda aktif
sodyum pompasmnin yetersizligine yol acarak hiicre i¢i sodyum birikimi ve
hiicreden potasyumun digar1 atilimina yol agar. Solid materyalin birikimine
izoozmotik su birikimi eglik ederek akut hiicresel sisme olusur (19). Iskeminin ilk
dakikalarinda agiri stimiile olan glikolitik yol, ortamda sitrat, laktat, nikotin amid
adenin diniikleotid (NADH) birikimi ve doku asidozunun gelismesiyle inhibe olur.
Iskemik dokuda var olan oksijen ise oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin
yetersiz kalir ve glikolizis sonucu olusan piruvatin Krebs siklusuna degil de laktata
doniigii gergeklesir. Boylece glikojenden ATP olusumu ile hiicre enerji kaynaklar:
korunur. Glikojenin hizla azaldig: histolojik olarak PAS ile boyamada gorilebilir.
Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat
birikimine neden olur. Sonugta hiicre i¢i pH’y1 diigiiriir. Sonraki safha GER’lardan
ribozomlarin ayrilmast ve polizomlarin monozomlara pargalanmasidir. Eger hipoksi
devam ederse, zar gegirgenligi artar ve mitokondriyon fonksiyonlar azalir. Hiicre
yiizeyinde tomurcuklanmalar olugur. Sitoplazmada ya da disinda organel zarlan gibi
plazmadan koken alan, konsantrik laminali myelin figiirler sekillenir. Bu sirada
mitokondriyumlar normal, sigsmig ya da yogunlagmistir, endoplazmik retikulum
(ER) genislemis ve tiim hiicre belirgin olarak sigmistir. Tiim bu bozukluklar oksijen
verilince geri doniiglidir. Buna ragmen eger iskemi siirerse, geri doniigsiiz
zedelenme olugur (19).

3.12.2. GERI DONUSSUZ ZEDELENME:

Geri doniigsiiz zedelenme yapisal olarak mitokondriyum ve kristalarinda

agin1 vakuolizasyon, plazma zarinda agirt zedelenme, lizozomlarda sigme; 6zellikle
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iskemik alan yeniden beslenirse hiicre i¢i yogun kalsiyum tutulumu ile birliktedir.
Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondriyum matriksinde geligir.
Mitokondriyumda geri déniissiiz zedelenmelerin bu erken bulgulari 30-40 dakika
(dk) sonra gorilebilir. Proteinler, temel koenzimler, riboniikleik asit (RNA)’ler asir1
gecirgen zarlardan siirekli kaybedilir. Hiicreler, hiicre ici yiksek enerjili fosfatin
yapiminda kullamlacak ATP’nin yeniden olusumu igin yasamsal 6nemi olan
metabolitlerini de kaybederler. pH’ nin diigmesi lizozom zarlarinin zedelenmesiyle
enzimlerinin sitoplazmaya gegerek, asit hidrolazlarin aktiflesmesiyle sitoplazmik ve
¢ekirdek yapilarin sindirimine neden olur. Hiicre oliiminii izleyerek, hiicre
organelleri devamli pargalanir ve hiicresel enzimler hiicre digi mesafeye sizarlar.
Sonugta olii hiicreler myelin olusumlar ve fosfolipidden olusan biiyiik kitlelere
donugiirler. Bunlar daha sonra diger huicreler tarafindan fagosite edilirler veya yag
asitlerine parcalanirlar. Bu yag asitlerinin kalsifikasyonuyla kalsiyum -sabunlar
olugur (19). g

Hiicre igine kalsiyum girigiyle kalsiyamdaki net artig hiicrenin iyonik
dengesini bozar. Bundan sonra kalsiyum mitokondri igine sizmaya basglar.
Mitokondrinin kalsiyumla yiiklenmesi ATP iiretimi i¢in olmayip, kalsiyumun
varligiyla proteazlar ve fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin aktivasyonu,
serbest yag asidi ve lizofosfolipidlerin salinimina bagh olarak hiicre membraninda
toksik etkiler olusur. Bu etkilerin yanminda aragidonik asit metabolizmasi
baglatilarak, reperfiizyon sirasinda sitotoksik tiriinler ve radikal tiirevleri retilir.
Proteazlarin aktivasyonu, hiicre iskeletinin par¢alanmasina neden olur. Enzim
sisteminde degigmeler meydana gelirken yine reperfiizyon esnasinda SOR’nin
olusumu- gergeklesir ve hatta artar. BOylece iskemi sirasinda olusan bir¢ok olay
reperfiizyon sirasinda olusacak olan hasarlara zemin hazirlar. Iskemi sirasinda
olusan hasarlarin, reperfiizyon hasarlan igin baglangi¢ teskil ettifi saptanmugtir
(38).

Burke TJ. Ve ark (13) renal iskemi veya sonrast uygulanan intrarenal
kalsiyum kanal blokerlerinin etkilerini, fonksiyonel, morfolojik ve mitokondri
yoniinden incelemigler. Kopeklerde, iskemik renal yaralanmada, 15tk ve
elektronmikroskopik  incelemede tibuler nekroz ve hiicre zedelenmesi

saptamiglardir.
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Goujon JM ve ark. (28), soguk iskemiye maruz birakilan izole, perfiize
domuz bobreklerinde, proksimal tiibil hiicre yaralanmasini histolojik olarak
incelemigler. Proksimal tibiil degisikliklerinin iskemi siiresiyle arttigi, 48 saat
soguk bekleme sonunda, hiicrelerin kismen veya tumiiyle nekrotik ve sismis
oldugunu gozlemisler. Fircams: kenarda kaybolmalar ve bazal vakuolizasyonda
artig izlemigler. 72 saat soguk bekletilen grupta az miktar mitotik figiirlerin nekrotik
hiicre gevresinde gozlendigi, hiicrelerdeki initokondrilerde 6nemli derecede sisme
oldugu bildirilmisgtir.

Deneysel ¢aligmalar, reperfizyonun akut fazi sirasinda dnceki iskemik doku
iizerine ek bir hasar yiikledigini gostermigtir. Reperfiizyon hasar1 olarak bilinen bu
ardisik olaylar; intraselliiler enzimlerin salimimini potansiyalize eder, Ca*? un hiicre
icine girigi, sarkolemmal fosfolipidlerin bozulumu ve hiicre membranlarinin
dagilmas; bitiin bunlar tek bagina veya kombine olarak, sonunda, hiicre 6liimiiyle
sonuglanir. Bu degisiklikler, iskemi sirasmnda degil de, daha ¢ok reperfiizyon
sirasinda meydana geldiginden “Reperfiizyon Hasar1>> olarak bilinir (2,7,45).

Reperfuzyon hasarinin bilinen en az ii¢ bilegeni mevcuttur, mikrovaskiler
hasar, hiicre nekrozu ve hemoraji. Iskemiye maruz kalan her organda reperfiizyon
hasar1 olusup, iskemi sirasinda biyokimyasal olaylarin olusumuyla kendini gosterir
ve sonugta siiperoksit anyonu (O2), hipoklorik asit (HOCL) ve hidrojen peroksit
(H20,) gibi reaktif oksijen metabolitleri yamnda Ca' artar ve sarkolemmal
fosfolipidlerin kayb1 meydana gelir (2,91).

Reperfiizyon hasarinda en énemli roli PMNL’ler oynar. Iskemik dokuya
gelen ve yerlesen polimorfonukleer hiicreler birgok yoldan etki ederek iskemik
‘dokuyu yok ederler. Polimorfoniikleer hiicreler, endotel lokosit adezyon molekiilii
(ELAM-1), interselliller adezyon molekili (ICAM-1), vaskiler hiicre adezyon
molekiilii (VCAM-1), L-selektin gibi adezyon molekiillerine tutunarak iskemik
dokuya yerlesirler (33,34). Bu hicreler, iskemik dokuyu hem oksidatif (oksijen
radikalleri ile) hem de nonoksidatif yollé tahrip ederler. Notrofil graniilleri, vaskiiler
yaralanmaya neden olabilen bir ¢ok hidrolitik enzim ve antimikrobiyal polipeptid
icerirler (33) Iskemik dokudaki polimorfoniikleer hiicre bagiml yikimda vayrlca
fosfolipaz iiriinteri (33,34) Tromboksan-A2, prostoglandin E2, lokotrien C4, D4, B4
ve Platelet agrege edici faktor (PAF) uretilir. Bunlar da gesitli yollardan doku
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hasarimi artirir (92). Uriner sistemin onemli bir boliimiini olugturan bobrekler,
belirki yabanci maddelerin ve metabolizma wriinlerinin viicuttan uzaklastiriimas,
asit-baz ve su dengesinin korunmasi, elektrolit ve viicut isisinin kontrol edilmesi,
yani homeostasis igin 6zellesmis bir ¢ift organdir. Bébrekler bu fonksiyonlarimi
filtrasyon, aktif ve pasif emilim ve ekskresyon gibi bir dizi iglem araciligiyla
gerceklegtirirler (21).

Bobrekler ayn1 zamanda eritropoetin ve renin sentezlemek, ayrica vitamin
D’nin hidroksilasyonunu saglamak gibi endokrin fonksiyon da gériirler (21). Tiim
bu fonksiyonlarindan 6tiirti yasamsal énemi olan bobrekler pekgok bilimadaminin
aragtirma konusu olmustur. Sok, kardiyovaskiiler cerrahi, organ transplantasyonu
gibi durumlar organda iskemi-reperfiizyon hasarina neden olur. Bu galismanin
amact; deneysel olarak olusturulan, ratlarda bobrek iskemi- reperflizyon hasarinda
antioksidan (melatonin, PGE1,Vitamin E) kullaniminin etkilerinin biyokimyasal,

151k ve elektron mikroskobik incelenmesidir.
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3.13. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TURLERI:

Ilk kez organik serbest radikal tamimi 1900 yilinda Gomberg tarafindan
yapilmugtir. Serbest radikal, en az bir ¢iftlesmemiy elektron tagiyan atom veya
molekil anlamina gelir. Yikli veya yiksiz olabilen bu atom veya molekiil
¢iftlenmemis elektronunu bagka bir molekiile vererek veya bagka bir molekiilden
elektron alarak daha stabil hale gelme egilimindedir. Boylece serbest radikaller son
derece reaktif ozellik tagirlar (5,6,67). |

Serbest radikallerin zararli etkileri uzun zamandir bilinmektedir; ancak
organizmada fagositoz olayinda ve hiicre biitiinliginin korunmasinda,
mitokondrial oksidasyon ve hemoglobinin oksijen tagimast gibi biyolojik islevlerde
yararli olduklari gosterilmistir (7,25). Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Aerobik . metabolizmas: olan
memelilerdeki baglica serbest radikal kaynag: olan oksijenden tiireyen partikiillere
reaktif oksijen partikilleri (ROP), veya serbest oksijen radikalleri (SOR) denir.
Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda yer alan tek elektron aktarmalar1 sonucunda
olugsan  partikiillerdir ~ (2,20,70).  Iskemi-reperfiizyon,  hiperoksijenasyon,
inflamasyonlu hastaliklar, toksik doku yaralanmalari gibi durumlarda SOR’lerinin
onemli rol oynadig: agiktir. Bununla birlikte SOR araciligiyla nétrofiller; bakterileri
oldiirmekte, radyasyon; normal ve malign dokulara zarar vermekte, bir ¢ok ilag
kanserojen, toksik ajan etkisi gostermektedir (12,25,58) Serbest radikallerin genig
bir hastalik grubunda etkin oldugu Bulkley tarafindan basitlestirilmig bir tablo ile su
sekilde 6zetlenmistir (12).
1-Normal biyolojik iglemler: Oksijenli solunum, katabolik ve anabolik iglemler.
2-Oksidatif stres yapict durumlar:

a-) Iskemi-reperfiizyon sendromlari: Miyokard infarktiisii, mide mukozasinda stres
ilseri, nekrozitan enterokolit, organ prezervasyonu ve transplantasyon, sok sonrasi
karaciger yetmezligi, serebral iskemi, kol ve bacak iskemisi: postreperflizyon
sendromu, akut renal tiibiiler nekroz |

b-)Toksik doku yaralanmalari: Aspirasyon pnomonisi, pankreatit, 6zefajit

c-)Iltihabi hastaliklar: Nétrofil fagositozu, artrit, iltihabi barsak hastallklafl, bag

dokusu hastaliklari, immun yetmezlikler.
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d-)Eksojen toksik ajanlar: Radioaktivite, alloksan, karbon tetra kloriir,
kemoterapétik ajanlar, nitrofurantoin, paraquat.

e-) Ksenobiotiklerin etkisi: Inhale edilenler, aliskanlik yapan maddeler, ilaglar.
f-)Stres ile artan katekolaminler.

g-) Fagositik inflamasyon hiicrelerinde salgilanma.

h-) Genel: Yaglanma, dolasim goku, periferik 6dem.

Oksijen kaynakli ve oksijen kaynakli oimayan serbest radikaller tablo 1°de
Ozetlenmigtir (5).

Tablo 1. Serbest Radikaller

Oksijen Kaynakli Serbest Radikaller

Radikaller Reaktif olmayan Radikaller
Siiperoksit radikali (0, ") Singlet oksijen ( 'Oz )
Hidroksil radikali(OH *) Hidrojen peroksit (H,03)
Peroksil radikali (ROO *) Peroksinitrit ( OCCO )
Nitrik oksit radikali (NO *)

Alkoksi radikali (RO *)

Oksijen Kaynakli Olmayan Serbest Radikaller

1.Karbon kaynakl serbest radikaller: Triklor metil (CCI)

2 Siilfiir kaynakl: serbest radikaller : Thiyl (RS®) radikali
3.Nitrojen kaynakli serbest radikaller: Fenildiazin (C¢H2N:N)
4.Gegis metal kompleksleri: Fe™/Fe ", Cu?/Cu?

Reaktif oksijen tiirlerinden en énemli 3 tanesi; siiperoksit (O;" ~), hidrojen peroksit (H,0;) ve
hidroksil iyonlandir (OH °) (16).

3.13.1. SERBEST RADIKALLER:

3.13.1.a. Siiperoksit Radikali (O;" ")

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest stiperoksit radikal anyomi (02°7) meydana gelir. O, + € — 0"~
Superoksit radikali, oksidatif enzimler olugumuyla mitokondri, kloroplast, nikleus,
mikrozomlarda ve hatta fagositik tipteki biitiin hiicrelerde; monosit, makrofaj ve
nétrofillerde daima olugmaktadir (10,26). Stuperoksit radikali solunum hiicrelerinde

¢ogunlukla suya indirgenerek tiketilir. Bu reaksiyon, stiperoksit radikali gibi ara
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triinler salinmaksizin siyaniir tarafindan inhibe edilen sitokrom oksidaz ve ‘mavi’
bakir oksidaz tarafindan gergeklestirilir (27). Siiperoksit, bir serbest radikal olmakla
beraber kendisi organizmaya direkt olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen
peroksit kaynag1 olmasi ve ge¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (2).
Superoksit radikali bir kez olugursa kendiliginden yada hizli olarak siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile inaktive edilir ve hidrojen peroksit (H; Oy) olusur (25).
0"+ 0" +2H — %P5 H,0, + 0;*~
Siiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon
tepkimesi denir (2,19). Ortamda biriken siiperoksit radikallerinin girebilecegi
baslica tepkimeler agagidaki gibi 6zetlenebilir.

1. Siiperoksit  radikali yukarida verilen tepkimelerle kendiliginden
dismutasyona ugrayabilir.
2. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,) meydana gelebilir.
3. SOD enziminin yetersiz kaldigi bir ortamda, siiperoksit radikalleri kendi
dismutasyon triini olan H;O, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve
singlet oksijenin (‘0;) iiretimine neden olur (Haber-Weiss reaksiyonu) (25).
Hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek OH" ve 'O, meydana gelebilir.

0,"” +H;0, - '0,+OH' +O0H"
Bu radikaller siiperoksidin kendisinden ¢ok daha reaktif ve toksiktir. Bu nedenie
siiperoksit radikalleri ortaya c¢ikti§i anda ortamdan uzaklagtinlamazsa diger
radikallerinde go6rilmesi kaginilmazdir (44). SOD aktivitesi azalacak olursa
ortamda siiperoksit radikali birikir ve diger radikaller de ortaya g¢tkar. Canlilarda
superoksit radikalinin tretildigi bolgelerin baginda mitokondri gelir. Onemli 6lgiide
siiperoksit radikalleri fagositoz sirasinda, fagositoz yapan hiicreler tarafindan
(notrofil, eozinofil ve makrofajlar) amagli ve enzimatik olarak uretilirter (77).

3.13.1.b. Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin spontan veya SOD ile katalizlenen
dismutasyon reaksiyonuyla veya molekiiler oksijenden iki elektron alarak
indirgenmesiyle meydana gelir (2,6).

Hidrojen peroksit ciftlenmemis elektron icermez ve bu yiizden gercekte serbest

radikal degildir. Bununla birlikte demir, bakir gibi gecis metalleri varhgmnda
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siiperoksit radikali ile reaksiyona girer ve bilinen en etkin oksidan ajan olan
hidroksi radikalini (HO") meydana getirir (2,6,65).
H0,+ 0, — OH" + OH™ + O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu
ya katalizor varliginda ya da katalizorsiiz cereyan edebilir. Fakat katalizorsiz
reaksiyon olduk¢a yavasg ilerler. Demir ile katalizlenen ikinci sekli ise gok hizlidir.
Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe™) siiperoksit radikali tarafindan ferro demire
(Fe'?) indirgenir. Sonra bu ferro demir kullamlarak “Fenton reaksiyonu” ile
hidrojen peroksitden OH * ve OH ~ uretilir. Reaksiyon mekanizmas: agagidaki
sekildedir (2,6,25).

0" +Fes” —» O, + Fey

Fe2++H202 —> Fe3++OH' + QH~

0,"” + R0, —» OH®+ OH™ + O

3.13.1.c. Hidroksi Radikali (OH °)

Hidroksi radikali (OH"), hidrojen peroksidin gegis metallerinin varliginda
indirgenmesi ile (Fenton reaksiyonu) meydana gelir. Son derece reaktif bir oksijen
radikalidir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Meydana geldigi ortamda buyik hasara
sebep olur. Tioller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden bir proton kopararak
yeni radikallerin ortaya ¢ikmasina sebep olur (2).

3.13.1.d. Singlet Oksijen (‘0,)

Singlet oksijen ortaklanmamig elektronu olmadif: igin radikal olmayan
reaktif oksijen molekuliidiir. Serbest radikal reaksiyonlari sohucu meydana geldigi
gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan baska bir
orbitale yer degistirmesiyle meydana gelir (2).

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R"),
peroksi radikalleri (ROO®), alkoksi radikalleri (RO®), thiyl radikalleri (RS") gibi
Snemli serbést radikaller de meydana gelir. Bunlardan 6zellikle poliansatire yag
asitlerinden (PUFA) meydana gelen peroksi radikali yar1 6mrii uzun olan bir

radikaldir (2).



Singlet oksijen radyasyon sonucu olusabilecegi gibi invivo olarak sitokrom
P-450, prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyeloperoksidaz reaksiyonlari ile de
enzimatik olarak olugabilmektedir (29).

3.13.2. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikaller siirekli olarak endojen ve ekzojen kaynaklar yoluyla

tiretilmektedir (2).
3.13.2.a. Serbest radikallerin endojen kaynaklar:
a. Fagositler
b. Mitokondrial elektron transport sistemi
c. Mikrozomal elektron transport sistemi
d. Ksantin oksidaz
e. Arasidonik asit metabolizmasi
f.  Endojen ve ekzojen substratlarin otooksidasyonu
g. Solubl oksidaz enzimler
h. Gegig metalleri
3.13.2.b. Serbest radikallerin ekzojen kaynaklart:
a. Radyasyon
b. Hava kirliligi
¢. Sigara dumani
d. Hiperoksit ¢evre

e. Farmakolojik bazi ilaglar

3.13.3. SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI:

Serbest radikalller, hiicrelerin lipid, protein, Deoksiriboniikleik asit (DNA),
‘karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerini etkilerler (39,76).

3.13.3.a. LIPID PEROKSIDASYONU:

Membran yapisim1 olugturan poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) SOR
tarafindan sekonder lriinlere (peroksitler, alkoller, aldehitler Ornegin;
malondialdehit, etan, pentan v.b.) yikilma reaksiyonuna lipid peroksidasyonu denir
(18).

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini agacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada gesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin

tiim biyiik simflar1 serbest radikallerden etkilenir ama en hassas olam lipidlerdir
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(2,25). PUFA’nin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukga
zararhdir. Cinkii kendi kendini devam ettiren otokatalitik bir reaksiyondur ve
olusan hasar geri doniigiimsiizdiir (2).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan PUFA zincirinden bir hidrojen atomu uzaklagtiriimast
ile baslar (2,19). Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligini kazanir.
Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Olusan
lipid peroksi radikalleri (LOO®), membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugumuna yol agarken, kendileri de
aciga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksidlerine (LOOH) déniigiirler
(2). Peroksitlerin kendisi serbest radikal olarak gorev yapar ve otokatalitik zincir
reaksiyonunu baglatir. Bu da doymamig yag asitlerinin daha fazla kaybina yol
agarak agirt membran hasarmna yol agar (19).

Ucg veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbutirik asitle olgulebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir. Bu metod
lipid peroksit seviyelerin Olgiilmesinde sikiikla kullanilir. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori degildir, fakat lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir (2).

Siklik peroksitler yeniden diizenleme ile endoperoksitlere daha ileri oksidasyon ile
de MDA’ya donugebilirler . Lipid peroksidasyonuna yol agan lipid radikallerinin
olusumu ve artig1 gekil 3°de 6zetlenmigtir (25).
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Sekil 3: Lipid peroksidayonuna yol agan lipid radikallerinin olusumu ve artis1.

MDA ve 4 hidroksinonenal gibi bazi Uriinler membranlardaki deformite ve
permeabiliteyi artirirlar. Membran komponentlerinin polimerizasyonu ve capraz
baglanmalarina neden olan MDA i¢ membranin ozelliklerini degistirir. Ayrica
diffiize olabildiginden DNA’mn nitrojen bazlar ile reaksiyona girmektedir. MDA
bu 6zelliklerinden dolayi, mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (2).

Lipidlerden, aragidonik asit metabolizmas: sonucu serbest radikal iiretimine

“enzimatik lipid peroksidasyonu” diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “non-enzimatik lipid peroksidasyonu” ad: verilir (2).
Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle olugturdugu basit
kelatlar1 -Fe™?— Adenozin difosfat (ADP)-, hem, hemoglobin ve myoglobulini de
igeren bazi demir proteinleri, lipid hidroksiperoksitlerini bozarak peroksidasyonu
sonlandirmaktadir (2).

3.13.3.b. Proteinlere etkileri:

Proteinler serbest radikal etkisine kargi, PUFA’dan daha az hassastirlar ve
baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarimin hizla ilerleme ihtimali daha azdir.
Doymamug bag ve siilfir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi
yitksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi

amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler (2,5).
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Hem proteinleri de serbest radikallerden onemli oranda zarar goriirler.
Ozellikle oksihemoglobinin superoksit radikali veya hidrojen peroksit ile
reaksiyonu methemoglobin olugumuna sebep olur (2). Prolin ve lizin; siiperoksit
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali iireten reaksiyonlara maruz
kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler (2).

Fazla miktarda disiilfid bag: igeren ekstraselliiler proteinler ,-immunglobulin
G (IgG), albumin gibi- hidroksil ve peroksi radikal saldirtsina daha hassastirlar
(2,25).

3.13.3.c. Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri:

Niikleik asitler ve deoksiriboniikleikasit (DNA) tizerine serbest radikal
etkisiyle;, DNA zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalar ve
hasar olugur (5,25). Reaktif oksijen tek iplik¢ikii DNA hasar1 yapar ve iplik¢iklerin
kirilmasina neden olur. Sonugta mutajenez, karsinojenaz, kromozomal degigimler,
hiicre buytimesi ve farklilagmasinda degisiklikler gorilir (2,5,25).

3.13.3.d. Karbonhidratlara etkileri:

Karbonhidratlarin  proteinlere baglanmasi, proteinleri serbest radikal
hasarina daha duyarli kilar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelirler (2,5,25).

3.13.4. Antioksidan savunma sistemleri:

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢ok sayida hiicre
koruyucu enzimleri ile kargi koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasari
smrlandirilmaya caligilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin Dbirbirleri arasindaki iligki bir denge
olugturmaktadir (22,97).

Lloberas N ve ark. (50), antioksidan tedavinin postiskemik renal oksidatif
stresiy, PAF ve PAF benzeri lipidleri azaltarak ve renal dokuya lokosit
infiltrasyonunu azaltarak yaralanmay1 azalttigim saptamislar.

Antioksidan defans sistemi su yollarla radikal hasarin1 engellerler:
1-Oksijenin uzaklagtiriimasi veya lokal oksijen konsantrasyonlarinin azaltiimasi,
2-Katalitik metal iyonlarinin uzaklagtiriimasi,
3-Anahtar roliindeki serbest oksijen radikallerinin (02 ve H,0,) uzaklagtirilmasi,

4-Hasan baslatici serbest radikallerin (OH, LO Ve LOO') temizlenmesi,
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5-Zincirleme devam eden reaksiyonlarin kirilmasi,

6-Singlet oksijenin temizlenmesi

Belirli bir diizeye kadar olabilen okside molekiil artigt yine viicutta daima belirli bir
diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedirler. Saghkli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin
bunlarn etkisizlestirme giicii bir denge igindedir (20).

Antioksidanlar genel olarak endojen ve eksojen antioksidanlar olmak tizere
iki grupta incelenir.

3.13.4.a. Endojen antioksidanlar

3.13.4.a.1. Enzimatik Antioksidanlar (sitokrom oksidaz, siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S transferaz, glutatyon rediiktaz).

3.13.4.a.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar : Vitamin (Vit) E, Beta
karoten, Vit C, Glutatyon.

3.13.4.a.3. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar (iirik asit, sistin,
albumin, melatonin, biliiribin vb.). g

3.13.4b. Eksojen antioksidanlar: (propil galate, desferroksamin,
kalsiyum antagonistleri vb.).

Viicutta enzimatik ve nonenzimatik ¢ok cesitli antioksidan savunma sistemleri
vardir (2,5,6).

3.13.4.a.1. Enzimatik Antioksidanlar:

Hiicre iginde oksijenin metabolize edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen
ara metabolitlerini azaltmak igin hizli ve spesifik (enzimatik) olarak caligirlar.
Antioksidan savunmada oncelikle etkili olanlar enzim sistemleri; enzimatik
antioksidanlardir. Bunlar superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir (2).

Hiicre igi antioksidanlar:

Sitokrom oksidaz sistemi, hiicre i¢i oksijenin %95-99’unun detoksifikasyonunu
saglar.

Siiperoksit dismutaz Cu, Zn, Mn, Fe), siiperoksit radikalinin (O2) katalitik Qlarak
uzaklagtirilmasim saglar. ‘

Katalaz, H;O;’in (yiiksek konsantrasyonda bulundugunda) uzaklagtirilmasini saglar.
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Glutatyon peroksidaz, H,O, ‘in ve lipid hidroperoksitlerinin uzaklastiriimasini
saglar (22).

3.13.4.a.1.1. Sitokrom Oksidaz Sistemi:

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eder.
40, +4H +4¢ — 2H0
Hiicredeki oksijenin % 95-99 kadarmm etkisiz hale getirir (5). Ancak siiperoksit
tretimi gogu zaman bu enzimin kapasitesini agar ve diger antioksidan enzimler
devreye girer (2).

3.13.4.a.1.2. Superoksit Dismutaz (Superoxide oxido reductase, EC
1.15.1.1)
Siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit anyon serbest radikalinin (O*) hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii katalize eden hucre igi bir enzimdir.
Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur (10). Serbest radikallere kars
organizmada ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir. SOD, katalaz ve Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px)’dan farkl olarak serbest radikali substrat olarak kullanir (95).

20, +2H° —%P 5 H,0,+ O,
Siiperoksit dismutazin kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna gore 3 major formu
vardir. En sik bulunami bakir-¢inko igerir (Cu-Zn SOD), sitosolde bulunur.
Okaryotlarin karakteristik bir enzimidir. Mangan igeren ise mitokondride bulunur
(Mn SOD). Ugiincii tip ise demir igerir (Fe SOD) ve bakterilerde bulunur (2,5,25).
Cu-Zn SOD 21 nolu kromozomda, Mn SOD ise 6 nolu kromozomda lokalizedir
(2). Sitozolik Cu-Zn SOD siyanidle inhibe edilirken, mitokondrial Mn SOD inhibe
olmaz (2). Her iki SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir. Enzimin fizyolojik
fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin
zararl etkilerine karg1 korumaktir. Baylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Bu
enzim sayesinde intraselliller siiperoksit dizeyleri digik tutulur. SOD’un
ekstraselliler aktivitesi gok dugtiktir (2).

SOD enziminin katalizledigi reaksiyonun son triinii olan H,0O,; Cu-Zn SOD
ve Fe SOD izoenzimlerini inaktive etmektedir, ancak H,O; nin Mn SOD iizerine

etkisi yoktur (98).
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SOD enziminin aerobik hiicrelerin timiinde bulundugu ancak anaerobik
hiicrelerin ¢gogunda bulunmadig: bilinmektedir (98).

Stiperoksit radikalleri spontan olarak dismutasyona ugrayabilirler. SOD
enzimi dismutasyon hizini1 10 kez artirir. Boylece siiper oksitin bagka substratlarla
reaksiyonlagmasi ve daha toksik etkili OH® radikallerinin olusumu SOD tarafindan
engellenir (25).SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldirilmesinde de rol
oynar (2).

Bugiin aerobik canlilarin her hiicre ve organelinin siirekli olarak siiperoksit
radikali trettigi ve bu radikaller ile meydana gelen toksik etkilere karst tek
enzimatik koruyucu mekanizmann SOD oldugu bilinmektedir (2,25).

3.13.4.a.1.3. Katalaz (H,O: : H,O2 oxido reductase, EC 1.11.1.6):

Katalaz glikoprotein yapisinda olup karbonik anhidraz enzimi ile beraber
bilinen en hizhi enzimdir. Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan bir hem enzimidir. Yizde 20 oraninda sitoplazmada ve %80. oraninda
peroksizomlarda lokalizedir. Aktif merkeze bagli bir hem grubu iceren 4 alt
birimden olugmaktadir. Molekiiliin alt birimlerinin ayrilmas: enzim aktivitesinin
kaybina yol acar. Gorevi hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktir Kanda,
kemik iliginde, miikoz membranlarda, bobrekte ve karacigerde bulunur (2,5).
Ancak katalaz, hidrojen peroksidin iretildigi tim hicresel komponentlerde
bulunmaz, bu nedenle radikallere karsi korumada ikincil derecede énemli oldugu
kabul edilir (5,25).

Katalaz, H;O,’in olusum hizinin disiik oldugu veya elektron vericisinin
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatif reaksiyonla;

H,0; + AH, —“* 2H,0+ A

H,0;’in olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonla;

H,0; + H0, —* 5 2H,0 + O,

Hidrojen peroksidi suya donugtirerek temizler (70). Bu reaksiyon daha ¢ok H,0,
konsantrasyonunun  arttii  durumlarda g¢ok  onemlidir.  Disik  H;O,
konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar (6rnegin; glutatyon peroksidaz) devreye

girer (22).
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Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit, metil hidroperoksitleri, etil
hidroperoksitleri gibi kiicilk molekiillere karsidir. Buyik molekilla lipid
hidroperoksitlerine ise etki etmez (2).

3.13.4.a.1.4. Glutatyon Peroksidaz (Glutathione: H,O, Oxido reductase, EC
1.11.1.9)

Hucre i¢i bir enzimdir. Normal kosullarda hiicrede bulunan H,O,’nin
detoksifikasyonundan esas olarak glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sorumludur.
GSH-Px, lipid peroksidasyonunun baslamasini ve geligmesini engelleyici 6zellikte
olan bir enzimdir (52). Selenyuma bagimh ve bagimsiz olmak tizere 2 farkl tipi
vardir. Selenyuma bagimli olan GSH-Px hem H;0;’yi hem de lipid
hidroperoksitlerini (LOOH) metabolize ettigi halde; hiicrenin mitokondri (%30) ve
sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olan selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise
yanlizca lipid hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir (70). Karaciger, bobrek
korteksi, iskelet kasinda bulunur. Bobrek medullasinda selenyum bagimli ve
bagimsiz GSH-Px esit miktardadir (98). Hidrojen peroksitin bu enzim tarafindan
yikilmasinin énemi KESHAN HASTALIGI adi verilen bir kardiyomiyopati
tiirinden tammlanmugtir. Bu hastalik selenyumdan fakir topraklarda yaygin olarak
goriiliir. Diyetle selenyum verilmesi ile engellenebilmektedir (22).

Glutatyon peroksidaz enziminin katalize ettigi reaksiyon ile, membran
lipidlerinin ve hemoglobinin, peroksitler tarafindan oksidasyonu oOnlenir. Bu
reaksiyon hemoglobinin methemoglobine oksidasyon oranimi azaltarak eritrositin
omrani uzatir (22).

GSH-Px asagidaki reaksiyonlar1 katalizler (2,70).

H,0,+ 2GSH— @™ GSSG+ 2H;0

LOOH +2 GSH — "™, GSSG +LOH +H,0

Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PHGSH-Px): Selenyum atomu
ihtiva eden membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkole indirgeyen sitosolik bir
enzimdir (2,5).

Membranlara bagl en 6nemli antioksidan olan E vitamini yetersiz oldugu
zaman PHGSH-Px membranin peroksidasyona karsi korunmasini saglar (2,70).
GSH-Px’in fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Eritrositlerde de

oksidan sisteme kars1 en etkili antioksidandir (2). GSH-Px ve katalaz enzimleri
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hiicrenin farkli bolimlerinde lokalize olmalarindan dolayr karacigerde endojen
olarak olugsan H,O, seviyesini diizenlemede birlikte etkinlik gosterir (70).
3.13.4.a.1.5. Glutatyon S transferazlar (E.C.2.5.1.18)

Glutatyon S transferaz (GST) herbiri iki alt birimden olugmug (dimerik) bir
enzimdir. Bagta aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
peroksitlerine kargt GST’ler selenyum bagimsiz GSHPx aktivitesi gostererek bir
defans mekanizmasi olustururlar. GST’ler geleneksel olarak 3 sitozolik bir de
mikrozomal olmak Uizere dort ana gruba ayrilirlar (2).

3.13.4.a.1.6. Glutatyon Rediktaz (NADPH: Oxidized glutathione oxido
reductase EC 1.6.4.2)

Antioksidan savunmamn etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmig
glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmig glutatyona (GSH) dontsmesi gerekir.
Glutatyon rediikktaz, NADPH (Rediikte nikotinamid adenin diniukleotid fosfat)
varhiginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu Kkatalizler. Bu
oksidorediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise FAD (Flavin
adenin diniikleotid fosfat)’dir. Glutatyon rediktaz sitosol ve mitokondride
lokalizedir (70).

"GSSG + NADPH +H' —guworredikaz____ o 5 GSH + NADP'
NADPH/NADP" ve GSH/GSSG oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan stres
ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin  belirtisidir.  Olusan
NADP'(Okside nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)’nin tekrar NADPH’a
doniisebilmesi igin G.6.P.D (Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz) enzimine gerek duyulur
(70).

' 3.13.4.a.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar.

3.13.4.a.2.1. E Vitamini

E vitamini peroksit ve hidroperoksitleri hidrojen iyonlari ile doyurup,
peroksit radikallerinin aktivitesini azaltarak otooksidasyonun baslaticis1 olan bu
reaksiyonlar: inhibe eder (56). GSH-Px’a benzer etki gostererek hiicresel zar
oksidasyonunu 6nleyerek dokularin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii saglar (56).
E vitamini biyolojik sistemler igin oénemli bir antioksidandir. a-tokoferol biyblojik
membranlarin lipid tabakalarinda mevcuttur ve énemli bir yapisal rol oynar (62). E

vitamini askorbik asit (AA) tarafindan rejenere edilebilir (23).
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3.13.4.a.2.2. Beta Karoten

A vitamininin 6ncii maddesi olup, plazmada alfa-tokoferolden elli kat daha
az bulunmasina ragmen benzer sekilde serbest radikal tutucu olarak gorev yapar ve
doku hasarlartn1 6nler. Yagda eriyen bir vitamin olan beta-karoten, alkoksil ve
peroksil radikallerinin etkin temizleyicisidir (60).

3.13.4.a.2.3. C Vitamini (Ascorbik Asit)

Non membrandz serbest radikal toplayicisi olarak goérev yapar. Insanlar, diger
primatlar, kobaylar ve meyve yiyen yarasalarin, L-glukonolakton oksidaz enzimini
icermedikleri i¢in sentezleyemedikleri esansiyel bir diyet vitaminidir. AA, kollagen
biyosentezinde kullanilan prolin hidroksilaz ve dopamini noradrenaline donistiiren
dopamin-betahidroksilaz i¢in 6nemli bir kofaktordiir. AA, giighi bir rediikleyici ajan
ve antioksidan olup siiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona
girerek bir ara uriin olan semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik
asiti (DHA) olusturur (25) Biyolojik ortamlarin gogunda askorbat olarak bulunan C
vitamini hiicre digt sivilarin en énemli antioksidamidir. Kornea, lens, adrenal ve
hipofiz bezlerinde yiiksek konsantrasyonda bulunur. Ayrica beyin, kalp, karaciger,
dalak, bobrek ve pankreas dokulan yiiksek miktarda C vitamini igerirler (70,77).
"3.13.4.2.2.4. Glutatyon )

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, intraselliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptiddir (70,77).

Canlilarin yasayabilmesi i¢in yiksek miktarda redikte glutatyon (GSH) ve
digiik miktarda okside glutatyon (GSSG) gereklidir (5,25). Glutatyon organizmanin
tim hicrelerinde bulunan, hiicrenin protein yapist disindaki silfidril grubu
Jigeriginin % 90 kadarimi olusturan bir tripeptiddir. Serbest bir siilfidril grubuna
sahip olan rediikte glutatyon hiicre i¢i stilfidril tamponu olarak etkilidir ve hiicreleri
oksidatif hasara karsi korur (5,70). Eritrositlerde bulunan GSH, hemoglobinin
sistein gruplarim ve diger hiicre proteinlerinin tiol gruplarim indirgen sekilde tutar.
Boylece hemoglobini oksidasyondan 'koruyarak hiicrenin  bitiinliguni saglar.
Ayrica niikleofilik bir yapiya sahip olan GSH elektrofilik karakterdeki karbon
atomlar1 ve Zn, Cd, Hg, Cu, Pb gibi atomlarla kompleks olugturarak agir metéllerin

viicuttan atilmasina yardimci olur (70).



Glutatyon, baz1 aminoasitlerin hiicre igine taglnmasmda, biyotransformasyon
ile olusan maddelerin detoksifikasyonunda da goérev alir (70). Glutatyonun
peroksitlerle ve disilfitlerle reaksiyonu sonucu GSSG olusur. GSSG
konsantrasyonundaki artis, oksidan stresin bir gostergesidir (70). GSH serbest
radikallere karsi savunma sisteminin anahtar bilesenidir. Gerekli GSH/GSSG
oranlar1 glutatyon rediiktaz ve G.6.P.D enzimleri tarafindan saglanir (2,25).

3.13.4.a.3. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar

Bazi durumlarda rik asit, sistin, albumin, biluribin, seruloplazmin,
transferrin, laktoferrin, ferritin, kreatinin ve ostrojenler de serbest radikallere karsi
koruyucu rol oynarlar (2,5).

Ayrica son zamanlarda tizerinde ¢ok durulan melatonin en zararh radikal
olan OH' radikalini ortadan kaldiran ¢ok giighi bir antioksidandir. Bu yiizden
giiniimiize kadar bilinen antioksidanlarn en giigliisii olarak kabul edilmektedir (2).

3.13.4.b. Eksojen Antioksidanlar
1. Besinlerdeki dogal antioksidanlar. A, C, E vitamini ve Beta karoten.

2. Besinlere eklenen antioksidanlar. Bitilat hidroksitoluen,  biitiilat
hidroksianizol, sodyum benzoat, etoksikuin, propil galate, Fe-stiperoksit dismutaz.

3. Diger antioksidanlar (farmakolojik). Beta blokerler, kalsiyum antagonistleri,
siilfidril igeren anjiotensin converting enzim (ACE) inhibitorleri ve desferroksamin

gibi (2,5).
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3.13.5. Deneylerimizde kullandigimiz Antioksidanlar:

3.13.5.1. Melatonin

3.13.5.2. PGEI1

3.13.5.3. VitE

3.13.5.1. MELATONIN

Pineal bez beyin igerisinde lokalize endokrin bir organ olup, yillardir bu
kiigiiciik organ Uzerinde yogun calismalar yapilmaktadir. 1958 yilinda Lerner
tarafindan yapilan ¢aligma swrasinda pinealden salgilanan ve kurbagalardaki
melanofor hiicreleri agrege ettigi i¢in melatonin adi verilen hormonun kesfi ile
pineal bez daha da 6nemli bir organ haline gelmigtir (87).

Melatonin (N-asetil 5-Metoksitriptamine) bir indolamin tirevidir ve viicutta
primer olarak pineal bezden salgilanan, biitiin vertebralilarda gece en iist seviyelere
ulagan artis ve gindiz azalma seklinde sirkadiyen salimim ritmi gosteren bir
hormondur (64). Tiim canlilarda gece daha fazla miktarda salgilanan melatoninin
sirkadiyen ritimde salgilandigi kabul edilir. Insanda normal sartlarda gece serum
melatonin diizeyi giindiiz degerinden 5 ile 10 kat fazladr (65).

3.13.5.1.a. Sentez ve ritmik salinim:

Melatonin biyosentezi igin ilk once kan dolagimindan triptofan’in
pinealositlere alinmasi gerekir, daha sonra hidroksilaz enzimi tarafindan 5-OH
triptofan’a déniigtiriliir. 5-OH triptofan ise L-Aromatik amino asit dekarboksilaz
tarafindan serotonine doniigtirilir. Serotonin pineal bezde vicudun diger
organlarindan daha fazla oranda bulunur (64,87). Serotoninin melatonine
déniigimiinde etkili olan N-Asetil transferaz (NAT) ve Hidroksi indol-O-metil
transferaz (HIOMT) aktivitelerinin pineal bezde gece daha yilksek oldugu
belirlenmistir. HIOMT enzimi pineal bez disinda melatonin sentezleyen retina, kalp
gibi dokularda da bulunmaktadir. Melatoninin pineal bezde belirgin bir metabolik
ritmik aktivite gostermesinin ilk bulgusu, melatonin sentezi ve salimmuinin karanlik
(gece) ile baslayip aydinlik (giindiiz) ile sonlanmasidir. Bu siklik salmm hemen
daima hipotalamustaki suprakiyazmatik g¢ekirdegin fotik stimulusla noronal
aktivasyonu sonucu olugur. Bu néronal aktivasyon ve pinealin bir foton(")roendokrin

iletici gibi iglev gormesinde pinealdeki serotonin diizeyinde meydana gelen



varyasyonlar da 6nemli bir yer tutmaktadir. Canlilarda melatonin sentezi periferik
sempatik sinir sistemi yolu ile 151k karanlik déngiisiiniin kontrolii altindadir (96).

Melatonin dolasima gectikten sonra plazma albiiminine gevsek olarak
baglamir. Bu indole yapt hepatik mikrozomlarda hizli bir sekilde %70-80°i
hidroksile olarak silfat ile, %5’i glukuronit ile konjuge edilir. Melatoninin
yarilanma omrii 20-40 dakika arasinda olup karacigerden ilk geciste %901
metabolize olur. Baglica karacigerde metabolize edilmekle birlikte bobrekte de
metabolize edilir ve 6-OH melatonine doniistariilerek metaboliti idrar yolu ile atilir
(16).

Pineal bezdeki hiimoral sentez gece suprakiyazmatik g¢ekirdekten gelen
adrenerjik uyarimla (norepinefrin) pinealosit membranindaki o ve B reseptorleri
araciligs ile olur. Reseptor uyarimu ile hiicre igi adenilat siklaz enzimi aktive olarak
cAMP diizeyini artirir, cCAMP ise hiicre i¢i melatonin iiretiminde etkili bir enzim
olan NAT artigina yol agarak melatonin sentezini artirir (16). Pineal bezin melatonin
uretiminden sorumlu baglica organ oldugu gorisi, diffiiz néroeridokn'n sistem
(DNES)’ in bir bolimi olarak kabul edilen APUD (Amine prekursor uptake and
decarboxilation) hiicrelerinde melatoninin dikkat ¢ekici oranda belirlenmesiyle
tartistlmaya baslanmistir. Enterokromaffin hiicreler (EC) GIS’ in temel serotonin
tireten ve depolayan hiicreleridir. Melatonin barsak mukozasinda iretilir ve EC
hiicrelerine lokalize olur (15).

Melatonin pineal bezin yanmi swra retina, tikriik bezleri ve barsakta
sentezlenip salgilanir. Ayrica karaciger, bobrek, adrenal bezler, tiroid, timus, hava
yollari, plasenta ve endometriumda, DNES hiicrelerinde, mast hiicreleri, naturel
killer, eozinofilik lokositlerde de belirlenmistir. Bu bolgelerde sentezlenen
melatonin giin boyunca etkili olan kan diizeyini olustururken, sirkadiyan ritmi ise
pineal bezden sentezlenip salinan melatonine baghdr (15,64). Melatoninin
reseptorlerinin otoradyografi ve/veya radyoreseptor ¢alismas: ile barsaklarda,
bobrek, akciger, kalp, vas deferens ve kan damarlarinda oldugu tespit edilmistir
(15). |

3.13.5.1.b. Melatoninin metabolizmasi:

Pineal bezden dolasima verilen melatonin, kanda serbest veya albumine

bagli (%70) olarak taginabilir. Serbest veya albumine bagl melatonin, rahatga
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BOS’a gegebilir. Melatonin primer olarak karacigerde ve sekonder olarakta
bobreklerde metabolize olur. Karacigerden ilk geciste yaklagik %90°1 metabolize
olur ve mikrozomal enzimler tarafindan, 6. konumda hidroksilasyona ugrayarak 6-
Hidroksimelatonine doniigiir. Bu madde daha sonra klasik olarak mikrozomal faz 1
ve faz 2 gibi ardigik reaksiyonlar olan deaktivasyon ve detoksifikasyona ugratilarak
bityiik oranda siilfat veya daha az olarak glukronid konjugat1 halinde itrah edilerek
idrarla atilir (96). Melatoninin beyindeki metabolizmas: ise periferden farklidir.
Beyinde melatoninin biiyiik bir kismi (%12) N-asetil-5-Metoksikiniirenamine ve
daha sonra N-Gamma asetil-5-Metoksikiniirenamine doénugiir. Bu metabolitler
fizyolojik olarak aktiftirler ve 6zellikle melatoninin sirkadiyen ritmiyle ilgilidirler.
Ayrica prostaglandin sentez inhibitori olduklart da daha onceki galigmalarda rapor
edilmistir. Eksojen melatonin demetilasyon ile N-asetil serotonine de doniiserek
hidroksilasyon ve neticesinde konjugasyon ile melatonin haline donigir. Burada
melatoninin kendi prekiirsoriine doniigmesi melatonin sentezinin kompleks bir
feedback mekanizmayla kontrol edildigini dagtindiirmektedir (16,96).. -

3.13.5.1.c. Melatoninin fizyolojik fonksiyonlar::

Melatoninin etkileri yalmzca deney hayvanlarinda degil, insanda da yaklagik
kirk yildir yogun sekilde arastirimaktadir Melatoninin en iyi bilinen etkisi tireme
fizyolojisi tizerinedir. Bunun yaninda pineal bez ve melatoninin gesitli olay ve
siireclerle ilgili olabilecegini belirten yayinlar meveuttur (43). Insanda melatoninin
kismen de olsa ilgili olabilecegi olay ve siirecler soyle siralanabilir:

A-  Ureme
-Menstriiel siklus

| -Spermatogenez
-Hipotalamik amenore
-Premenstriiel sendrom
-Puberta prekoks
-Puberta tarda

B- Noropsikiyatri:
-Uyku bozukluklari
-Anoreksiya nervosa

-Epilepsi
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-Mevsimsel affektif bozukluklar
-Sizofreni

-Depresyon

C- Diger

-Bagigiklik

-Kanser

-Yaglanma

-Termoregilasyon

-Antioksidan etki

Tiroid ve adrenal bez tizerine olan etkiler

Melatoninin en iyi bilinen etkileri treme fizyolojisi ile ilgili olamdir.
Ovulasyon esnasinda LH (luteinizan hormon) artis1 ile birlikte plazma melatonin
diizeyinde azalma meydana gelmesi ve pubertal gelisim siirecinde gece melatonin
salgilanmasinin  giderek azalmasi, pineal bezin insanda hipotalamus-hipofiz-
gonadlar sistemi tizerinde inhibitdr bir etkiye sahip olabilecegini diigiindiirmektedir
(41). Ayrica, hipotalamik amenoreli kadinlarda, hipogonadotropik hipogonadizmde,
oligoazospermili ve azospermli erkeklerde premenstriiel depresyonlu kadinlarda,
serum melatonin dizeyinin anormal bulunmasi bu diisiinceyi desteklemektedir (41).
Melatonin, immiinitenin néroendokrin kontroliinde énemli bir hormondur. Pineal
bezin baskilanmasi veya ¢ikarilmasi immiiniteyi olumsuz etkiler. Maestroni; T
helper tip 2 lenfositler iizerinde melatonin baglanma bélgelerini tespit etmistir.
Giordano ve Palermo; intravenoz verilen eksojen melatoninin, antikorlarmn eslik
ettigi hiicresel sitotoksisiteyi artirdigini saptamigtir (59).

Meme kanserinin etyolojisinde uzamig Ostrojen fazlaligi olmasi ve
melatoninin overlerde Ostrojen tiretimini olumsuz etkilemesi; meme kanseri geligimi
ile pinealden melatonin saliniminin azalmasi arasinda bir iligki olabilecegi gériiginii
dogurmustur (79). Ozellikle hormon bagimli timér tirleri ile gergeklestirilen
caligmalar, malign hastaliklarla melatonin arasinda bir iliski oldugunu
dusuindirmektedir. Ratlarda meme kanseri olugumunu eksojen melatonin olumsuz;
pinealektomi olumlu yonde etkilemektedir. Bu etkinin, prolaktin saliniminin veya
kanser hiicrelerindeki Ostrojen reseptorlerinin sayisinin veya kanser hiicrelerindeki

Ostrojen reseptorlerinin sayisinin azalmasinin bir sonucu oldugu diigiiniilmektedir.
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Melatoninin dstrojene duyarl: insan meme kanseri hiicreleri lizerine antiproliferatif
etkisi vardir; ancak Ostrojen reseptorii tagimayan meme kanseri hiicrelerini
etkilememektedir (43).

Klasik antitiimor tedavinin etkisiz kaldig: ‘ilerlemis renal hicreli kanser,
malign solid tiimér, malign melanoma ve benzeri hastaliklarin tedavilerine eklenen
melatoninin potansiyel bir ajan oldugu belirtilmistir (43). Malign hastaliklarin
tedavisine eklenen melatoninin belirli ajanlarin antimitotik etkilerini artirmakta;
kemik iligine toksik etkilerini azaltmaktadir (43).

Antistres etkileri olan melatoninin serum diizeylerinin gesitli psikiyatrik

hastaliklar sirasinda tipik degisiklikler gosterdigi ileri siriilmektedir (64)

3.13.5.1.c.1. Melatoninin antioksidan etkisi:

Melatoninin prekiirsorleri olan triptofan ve 5-OH triptaminin antioksidan
aktivitesi gosterilmig bir gergektir. Bu aktivite oksijen serbest radikallerini
yakalayan molekiildeki indol yapisina dayanir (16,64,65). Melatonin hidrofilik
oldugu kadar biyiik miktarlarda lipofilik olup organizmamin biitin subselliiler
kompartmanlarina ve hiicre c¢ekirdegine ulagabilir ve kan-beyin bariyeri gibi
engelleri de kolayca gegerek genig bir dagilimda oksidatif koruma saglayabilir (59).
Melatoninin hiicre niikleusuna 'girerek DNA’y1 oksidatif hasardan koruyucu etkisi
diger antioksidanlara ustiinliigii bakimindan 6nemlidir. Antioksidan 6zelligi, giicla
bir hidroksil ve peroksil radikallerini tutucu aktivitesine dayamir. Indol
cekirdegindeki 5 pozisyonunda metil grubunun OH ~ sogutma yetenegi icin gerekli
oldugu ve yan zincirdeki asetil grubunun bir toplayici olmamasina ragmen
sinerjistik aktivite gosterdigi bir ¢ok aragtirmada saptanmistir (16).

Serbest oksijen radikallerinin yiiksek seviyeleri kardiyomiyositlerde kalsiyum
pompasinin aktivitesini baskilar, melatonin ise bu pompanmn aktivitesinde artiga
neden olur. Melatonin subselliiler kompartmanlara kolayca girmesine ragmen
bilinen bir toksik etkiye sahip degiidir. Canlilarda endojen olarak {iretilen
melatoninin agirt miktarlarint viicuttan uzaklastiracak mekanizmalar mevcuttur.
Insanlara ¢ok yiiksek dozlarda (300 mg/giin) ve uzun periyotlarda (5 yildan ‘fazla)

verildigi zaman dahi yan etki olugturmadigi, bazi antioksidanlarin kismen
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prooksidan etkisi mevcut iken melatoninin boyle bir etkisinin olmadig

bildirilmektedir (16).

Melatoninin antioksidan etkisine en az iki mekanizma aracilik eder. Birinci etkisi
reseptorlerden bagimsizdir ve melatoninin toksik radikaller Gzerine gosterdigi
etkisidir. Direkt olarak hidroksi ve peroksi radikalini onleyici etkisi, melatoninin
hidroksi radikaline elektron ilave edince indolil katyon radikal gikarak siiperoksit
anyon radikalini 6nlemektedir (98). Ikinci etkisi ise genomdaki reseptorler
tizerinedir ve reseptor aracihif: ile radikali detoksifiye eden enzimi ortaya gikarir.
Melatoninin oksidatif hasara karst koruyucu olan bagka bir mekanizmasi ise nitrik
oksit sentaz’1 inhibisyonudur. Nitrik oksit sentaz, nitrik asit diretir ve siiperoksit

anyon varliginda yiiksek toksik etkili hidroksi radikaline indirgenmektedir (16).

Hidrojen peroksit’in melatonine bagli NADPH; ile enzimatik nétralizasyonu
(pentoz yoluyla aktivasyonu) bu hormonun c¢esitlendirilmis metabolik yolunu
tammlar. Genel olarak melatonin hiicreye NADPH, vererek esdegerlerini azaltici
etki gosterir. Bu ozelligi ile OH gibi radikal tirleri igin bir tﬁzak olusturur.
Melatonin membranlar ve sitosol iizerine gosterdigi etki igin ayrica membran
reseptoriine ihtiyag duymamaktadir. Bu durum mubtemel hiicre i¢i reseptorin
varligim diglamamaktadir. Oksidatif stres, radikal atak, hiicre proliferasyonu,
yaglanma gibi durumlarda melatoninin faaliyeti niikleer diizeylere ulagmaktadir.
Melatonin direkt olarak Glutatyon peroksidaz’i ve G¢PD’yi (pentoz yolunda) aktive
ederek H,O,’nin OH a doniisimuni onler (16,64,65). |

Melatonin farmakolojik dozlarda GIS’de seratonin antagonisti olarak etki
| gosterir ve mukozal kan akimim artirir. Kan akimindaki etkiyi norepinefrinin
etkisini potansiyelize ederek indirekt olarak gosterir. Diisilk dozlarda melatonin,
intestinal hiicre proliferasyonunu azaltirken, yiksek dozlarda artinr (64). Lipit
peroksidasyonu esnasinda {iretilen ve hiicre membramnda genig c¢aph lipit
yikilmasina onciilik eden peroksi radikalini engellemede vitamin E’den daha etkili
oldugu gosterilmistir (65). Iyonize radyasyon ve karsinojen etkili safrole maruz
kalan hayvanlarda DNA hasarm bityiik 6lgiide azaltan melatonin ayrica bakteriyel
endotoksinlerle muhtelif organlarda ortaya ¢ikan serbest radikallerin hasarim da

azaltir (65). Fizyolojik melatonin konsantrasyonlarinda nitrik oksit sentaz’1 inhibe
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ederek peroksinitrit ve OH radikallerinin tretimini azaltir. Veya uretilen radikalleri
notralize ederek etkisini azaltir. Melatonin prekirsérleri olan triptofan ve 5-OH
_triptaminin SOR tutucu etkileri vardir. Antioksidatif etkinin bir kism1 invivo olarak
melatoninin karacigerde metabolize edilmis formu 6-hidroksi melatonini takip
edebilir (64,65).

Kunduzova OR ve ark.(46) iskemi-reperfiizyon sonrasi melatonin ile renal
disfonksiyonun, apopitotik ve nekrotik hicre Ohiminin ve kaspaz-3
aktivasyonunun onlenmesti i¢in bir ¢caligma yapmiglar.Sonugta, en yaygin tibiiler
nekrozun reperflizyondan 24-48 saat sonra, kan iire, nitrojen ve kreatininin hafif
yitkselmesiyle koordine olarak meydana geldigi, melatonin verilen grupta lipid
peroksidasyonun  korundugu, doku yaralanmasindan renal fonksiyonun
korunmasinin gostergesi olarak kan iire nitrojeninin ve kreatininin distik olmasiyla
melatoninin korudugu gozlenmis. Yani, melatonin iskemi-reperfiizyon hasarinda
koruyucu etki gostermigtir.

3.13.5.2. PROSTAGLANDIN E;:

Prostaglandinler (PG’ler), karbon zincirinin ortasinda bir siklopentan halkasi
bulunan eikozanoidlerdir. Halka tizerinde ve ona bagh iki yan zincir Gzerinde keto
(okso) ve/veya hidroksil grubu igerirler; ayrica alifatik zincir tizerinde bir, iki veya
ti¢ ¢ift bag bulunur. Hepsinde bulunan ortak bir ¢ift bag C-13 ve C-14 arasindaki
trans ¢ift bagidir (30).

Siklopentan halkasindaki substituentlerin durumuna gére EF. D AB ve C
 diye ayrnlirlar. Prostaglandin E’ler, F’ler ve D’ler dogrudan dogruya siklik
endoperoksid ara urinlerinden olugurlar ve bunlara primer (veya stabil)
prostaglandinler ad1 verilir. Primer prostaglandinlerin gesitli hiicre tiplerinde yaygin
sekilde dagilmig ve biyolojik yonden onemli olanlan E ve F grubu
prostaglandinlerdir. PGD’ler insanda sadece trombositlerde ve mast hiicrelerinde
bulunur. PGA’lar, B’ler ve C’ler, E grubu prostaglandinlerden tiirerler ve biyolojik
onemleri yoktur. Her bir grup igindeki iiyeler, alifatik yan zincirler igindeki
doymamig bag sayisim gosteren ve grubu belirleyen harfin alt kismina konulan 1,2
ve 3 sayilar ile simgelenirler. Halka iizerinde 2 hidroksil grubu iceren prostagléndin
F’lerin oo ve B izomerleri vardir. Viicutta sadece o izomerler olusur, f§ izomerler

olusmaz. PGE’lerde halka tizerinde bir keto ve bir de hidroksil grubu bulunur (30).
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3.13.5.2.a.Biyosentez: ‘

Belirli yag asitlerinden prostanoid sentezini yapan enzim sistemi viicutta
hiicre gesitlerinin tiimiinde bulunur. Bu nedenle viicutta PGE’ler ve PGF’ler gibi
primer prostaglandinlerin sentez edilmedigi doku yok gibidir (30).
Prostaglandinlerin biyosentezi ti¢ basamaklidir:
1-Membran fosfolipidlerinden serbest yag asitlerinin olugmasi.
2-Serbest yag asitlerinin siklooksijenazlarla siklik endoperoksidlere oksidlenmesi.
3-Siklikendoperoksidlerden prostaglandinlerin olugmasi (30).

Prostaglandin biyosentezinde polienoik yag asidi prekirsorlerinden ilk iki
reaksiyon, prostaglandin endoperoksid sentaz ile katalize edilir. Birgok hayvanda
mevcut olan bu membrana bagli hemoprotein (eritrositlerde ve lenfositlerde
olmamakla birlikte), tiim viicuda dagilmigtir. Aragidonik asitten prostaglandinlerin
sentezi, stabil olmayan bir C 15-hidroperoksi-C9, C11-endoperokside (PGGz) yol
acarak, bir pentan halkasinin (siklooksijenaz agamasi) oksijenasyonu ve
siklizasyonu ile baglar. Daha sonra aym enzim tarafindan kataliz edilmig
peroksidaz, C 15-hidro peroksi grubunu, endoperoksid PGH2 olusturarak, bir
hidroksil grubuna indirger. Siklooksijenaz reaksiyonu, aspirin ve indometazin gibi
steroidal olmayan antienflamatuar ilaglarla inhibe edilir (11).

3.13.5.2.b. PGE;’in renal sistem lizerine farmakolojik ve fizyolojik etkileri:

Hem renal medulla hem de renal korteks prostaglandinleri sentez eder. Fakat
medullanin sentez kapasitesi korteksinkinden ¢ok daha biyuktiir. PGE1, PGE2 ve
PGI2 vazodilatator etkileri yoluyla glomeriiler filtrasyonu artirirlar.  Bu
prostaglandinler aymi zamanda su ve sodyum atilimim da artirirlar. Su klirensindeki
artis muhtemelen, ADH nin adenil siklaz iizerindeki etkisini hafifletme sebebiyle
olur. Natriiiretik etkinin, distal tiibillde sodyum rezorpsiyonunun dogrudan
inhibisyonu ile ya da artmg mediiller kan akim: ile olup olmadig: kesin degildir.
Kivrim ditiretigi furasemid, etkisinin bir kismum siklooksijenaz aktivitesini uyararak
olusturur. Normal bobrekte bu, vazodilatatér prostaglandinlerin sentezini artirir. Bu
yiizden kivrim diiiretigine hastamin cevabi, eger aym zamanda bir siklooksijenaz

inhibitérii verilirse, azalacaktir (11).
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3.13.5.3. E VITAMINI: |

E vitamini biyolojik sistemler i¢in 6nemli bir antioksidandir. a-tokoferol
biyolojik membranlarin lipid tabakalarinda mevcuttur ve 6nemli bir yapisal rol
oynar (32). E vitamini terimi yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi
kapsar. Bunlar temelde 2 metil 6 kroman halkasi igerirler ve 2.karbona baglh 16
karbonlu fitil yan zinciri kapsarlar (2,70) (Sekil 3).
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Sekil 4. a-tokoferoliin yapisi.

D a-tokoferol en genis dogal dagilimi ve en biiyiik biyolojik aktiviteyi
gosterir. Antioksidan aktivitesi en yitksek olan tokoferol D a-tokoferoldiir. o-
tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek E vitamini
konsantrasyonlar: mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur (2,30).

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. E vitamini
hububatlarin yag fraksiyonu, musir yagi, pamuk yagi, soya yagi, et, hayvansal yag,
karaciger, balik eti, tavuk eti ve yumurtada bulunur (2,30). Diyetle yagda ¢6ziinmiig
olarak alinir. Yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir. Emilimi igin yag emilimi
ve safra asitleri normal olmalidir (2,31). Onemli bir endojen ve eksojen antioksidan
olarak hiicresel ve hiicrealti membranlarin biitinliiginin korunmas: a- tokoferoliin
baslica fonksiyonlarindan biridir (5,30).

Lipid peroksidasyonunu onleyen ve olustugunda nétralize eden en giigla
antioksidan faktor E vitaminidir; viicudun diger antioksidan sistemleri (C vitamini,
glutatyon peroksidaz ve beta karoten gibi) s6z konusu olay iizerinde E vitamini
kadar etkili degildir (2,30). Bir molekiil o-tokoferol 100 molekiil PUFA’nin
peroksidasyonunu engelleyebilir (2). Lipidde ¢o6zuntrlugiinin yiksek olmasi

nedeniyle kolayca membran fosfolipidlerine diffiize olabilmekte ve 20 karbonlu
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doymamig yag asitlerini  indirgeyerek serbest oksijen radikallerinin
biyomembranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyonunu ¢nlemektedir (2,5,73).

E vitamini zincir kirici bir antioksidan olarak bilinir. Ciinkii fonksiyonlari
lipid peroksi radikallerini (LOO®) pargalamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarin: sonlandirmaktir (2).

LOO* + a -tokoferol OH ———— LOOH + « - tokoferol - O°

Sonugta olusan tokoferoksil radikali nisbeten stabildir wve lipid
peroksidasyonunu kendi kendine baglatmak igin yeterince reaktif degildir (2,25,73).

E vitamini radikali par¢alanmadan 6nce askorbik asit ve glutatyon tarafindan
yeniden indirgenebilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest
radikallere karg: birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Enzim olugan peroksitleri
ortadan kaldirirken, E vitamini peroksitlerin: sentezini engeller (2). E vitaminini
destekleyen glutatyon peroksidaz molekiiliinde fonksiyonel 6nemi olan selenyum
iyonudur. Selenyum viicutta E vitamininin gereksinimini azaltir (30). E vitamininin
immun sistem fonksiyonlarini diizenledigi bilinmektedir. Hem humoral hem de
hiicresel immun sistemi giglendirir (51). E Vitamini, spesifik olarak T helper hiicre
iiretimini stimiile eder (51).

Eritrosit membran stabilitesi igin esansiyel olan E vitamininin hemolizi
engelledigi ve eritrositlerdeki oksidatif hasar1 6nledigi bilinmektedir (69). Ayrica
iskemi ve reperfiizyon ile iligkili peroksidatif hasari engellemede de etkilidir (5).

Immunolojik  fonksiyonlarin  bozuldugu ve - lokosit membran
permeabilitesinin arttit yanikli hastalarda, E vitamininin 16kosit membran
permeabilitesini stabilize ettigi gosterilmigtir. E vitamininin bu etkisi membran
vlipidlerinde bulunan PUFA’nin oksidasyonunun inhibisyonuna baglhdir (93).
Bununla beraber E vitamininin insan graniilositlerinde NADPH oksidorediiktaz
enzim sisteminin selektif bir inhibitorii olarak gorev yapabilecegi bildirilmistir. Bu
bulgu yogun E vitamini alimmi takiben enfeksiyonlann arttiini gosteren
caligmalarla uyumludur (2,32). Topik veya sistemik olarak verilen E vitamininin

yara iyilesme zamanim 6nemli oranda azalttig1 tespit edilmigtir (61).
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4-GEREC VE YONTEM

4 A. Gereg:

4. A.1. Denek se¢imi:

Bu deneysel ¢aligma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda 1 Mayis- 1 Haziran 2002 tarihleri arasinda, 200-250
gr agiwhigindaki eriskin digi Wistar Albino cinsi 42 rat uizerinde yapildi. Ratlar 6
gruba boliinerek, deney sonuna kadar yedigerli kafeslerde tutuldu. Hayvanlarin
beslenmesinde standart pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi. Estrus fazindaki
ratlarda, 30 mg/kg/intraperitoneal pentobarbital uygulandiktan sonra orta hat
insizyonu yapilarak her iki ren bulundu. Ratlarda sol bobrek iskemisi olugturmak
igin, hilustaki damarlar klemplenerek iskemi saglandi. Altmig dakikahk iskemiyi
takiben 60 dakikalik reperfiizyon uygulandi.

4.A.2. Deneysel gruplarin olugturulmast:
1.Grup (Sham Grubu, n=7): Batin agild1. Sol bobrek ¢ikarildi. Bobrek doku ve kan
ornekleri alindi. e
2.Grup (iskemi Grubu, n=7): 60 dk. bobrek iskemisi uygulandiktan sonra,
reperfiizyon uygulanmayan grup.
3.Grup (Iskemi-reperfiizyon Grubu, n=7): 60 dk.bobrek iskemisi uygulandlkt;in
sonra, 60 dk.reperfiizyon uygulanan grup.
4.Grup (Melatonin Grubu, n=7). 60 dkbobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperfiizyondan 15 dakika once 20 mcg/kg/intramiiskiiler (IM) melatonin verilen ve
60 dk reperfiize edilen grup.
5.Grup (PGE: Grubu, n=7): 60 dkbobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperfizyondan 15 dk énce 20 mcg/kg/IM PGE, verilen ve 60 dk reperfiize edilen
grup.
6.Grup (Vitamin E Grubu, n=7): 60 dkbobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperflizyondan 15 dk once 500 mg/kg/IM vitamin E verilen ve 60 dk reperfiize

edilen grup.

4.A.3. Operasyonun Yapilist:
Ratlara operasyondan 18 saat dnce sadece su igmelerine izin verildi. Vajinal

smear takiplerinde estrus fazinda oldugu saptanan ratlara genel anestezi olusturmak
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amaci ile, 30 mg/kg/intraperitoneal pentobarbital (IP) uyguland:. Operasyondan
yaklagik 2 dakika kadar 6nce karin trag1 yapilan hayvanlarda operasyon sahasi %10
Povidon 1odine ile temizlendi. Yalnizca insizyon uygulanacak saha acik kalacak
sekilde steril olarak ortiildi. Steril aletler kullanilarak orta hat karn insizyonu ile
laparotomi yapildi. Sol bobrek, hilus seviyesinde vaskiiler klemp kullanilarak 60 dk.
iskemi edildi. 60 dk. iskemiyi takiben 60 dk. reperfuzyon uygulandi. Sham
grubunda, sadece batina girilerek bobrek doku ve kan 6rnekleri alindi. 2. Grupta,
bobrek iskemisi uygulandiktan sonra reperfizyon ve tedavi uygulamas: yapilmadi.
3. Grupta, 60 dk.lik bobrek iskemisini takiben 60 dk. reperfiizyon uyguland: ve
herhangi bir tedavi verilmedi. 4. Grupta, bobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperfizyondan 15 dk once 20 mcg/kg dozda melatonin (N-asetil 5-
Metoksitriptamine, 1 gr flakon, Sigma Chemical Co St. Louis USA) intramiiskiiler
olarak uygulandi, 60 dk. reperfiize edildi. 5. Grupta, bobrek iskemisi uygulandiktan
sonra reperfizyondan 15 dakika once 20 mcg/kg dozda PGE, (prostavasin 20
ugr/ml, Schwarz-Pharma Mainheim, Almanya) intramuskuler olarak uyguland:, 60
dk. reperfiize edildi. 6. Grupta, bobrek iskemisi uygulandiktan sonra
reperflizyondan 15 dk 6nce 500 mg/kg vitamin E (Evigen Ampul, Aksu ilag,
Istanbul, Tiirkiye) intramuskuler olarak uygulandi, 60 dk. reperfize edildi.

4.A 4. Orneklerin Alinmast:

Histolojik inceleme ve doku MDA 6l¢iimii i¢in sol bobrek 6rnekleri alindi.
Sol bébrek dokusunun bir kismi, 151k mikroskop takibi igin %10°luk formaldehit
i¢ginde, bir kismu elektron mikroskop takibi i¢in, gluteraldahit solusyonu iginde
tespit edilerek histolojik inceleme igin ayrildi. Bobrek dokusunun kalan kismu,
soguk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra, doku MDA tayini i¢in aliminyum
folyo kagida sarilarak galigma yapilincaya kadar —70 °C’de derin dondurucuda
sakland:.

Biyokimyasal olarak, plazma malonildialdehid (MDA), eritrosit Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve Eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD) ol¢limii i¢in kan
ornekleri alindi. Kan 6rnekleri her grupta deney sonunda, vena cava inferiordan
alindi. Elde edilen kan, plazma ve hemolizat hazirlanmasi i¢in hemoliz olmadan

EDTA’l vakumlu tiiplere aktanldi
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4.B. ORNEKLERIN INCELENMESI:

4.B.1. HISTOLOJIK INCELEME:

Tiim gruplardan alinan ve %10’luk formaldehit i¢ine alinan 6rnekler tesbit
edilerek rutin takip islemlerinden gegirildi. Parafin bloklara gémiilen dokulardan 5
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize edilerek Hematoksilen-
Eozin (H-E), PAS boyasi ve Masson trikrom boyalan ile boyanarak gk
mikroskobunda degerlendirildi.

Istk mikroskopik inceleme glomeriil yapisinda ve tibiler yapidaki

bozukluklarin varli1 acisindan olusturdugumuz histolojik grade skalasina gore
(yok=0 puan, var=1 puan, ¢ok var=2 puan) degerlendirildi.
Elektron mikroskopik incelemede bazal membran bozuklugu, tiibiil ve mitokondrial
yapt degigikliklerinde artig, miyelin figiirlerin varligi agisindan olusturdugumuz
histolojik grade skalasina gore (yok=0 puan, var=1 puan, ¢ok var=2 puan)
degerlendirildi.

4.B.2. ORNEKLERIN BIYOKIMYASAL OLARAK INCELENMESI:

4 B.2.1. Doku MDA Diizeyleri:

Lipid peroksidasyonunun son urinii olan malonildialdehid (MDA) tayini,
dokuda Ohkawa (51) tarafindan belirlenen yontemle spektrofotometrik olarak
yapild1.

Prensip: Dokuda da lipid peroksidasyonunun olgimii; pH:3.5 ve aerobik
sartlar altinda, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile doku homojenatinin kaynar su
banyosunda 1 saat inkiibasyonu sonucu lipid peroksidasyonunun sekonder uriini
olan MDA ile TBA ’nin olusturdugu pembe renkli kompleksin spektrofotometrik
olarak 6l¢iimii prensibine dayanir.

4.B.2.2. Plazma Lipid Peroksit (LPO) Olgiimii:

Lipid peroksidasyonunun son irinii olan malonildialdehid (MDA) tayini,
plazmada Satoh (69) ve Yagi’den (93) modifiye edilen bir yontemle
spektrofotometrik olarak Schimadzu UV-]ZOI spektrofotometresi kullanilarak
yapildi. ' |
Prensip: Plazmada bulunan lipid peroksidasyonunun sekonder tiriinii olan MDA,

aerobik sartlarda, pH:3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile 95 °C de
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inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks olusturur. Bu pembe rengin 532 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiimi ile MDA miktar: saptanur.

4 B.2.3. Eritrosit Stuperoksit Dismutaz (SOD) Tayini:

Eritrosit SOD enzim aktivitesi, Randox firmasinin enzimatik metodla calisan
RANSOD adl: ticari kitt kullamilarak 6lgaldi (61).

Prensip: SOD, oksidatif enerji uretimi sirasinda olugan toksik stiperoksit
radikallerinin (0O;) hidrojen peroksit Ve_> molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olugturulan
siiperoksit  radikallerinin,  2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum
klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet:INT) ile meydana getirdigi kirmiz1 renkli
formozan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin okunmast
esasia dayamir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksidi ortamdan uzaklagtirarak
formazon reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta kirmizi renkteki azalmanin
belirlenmesiyle SOD aktivitesi olguliir. Kirmiz1 rengin siddeti SOD aktivitesinin

buiyuikligi ile ters orantilidir.

4.B.2.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi:

Eritrosit GSH-Px aktiviteleri, Randox Laboratories Ltd. United Kingdom
ticari firmasmn enzimatik-UV metotla ¢alisgan RANSEL adli ticari kiti (Katalog
No: RS 504) ile Olimpus AU-600 otoanalizériinde Olgilda. Bu kit Paglia ve
Valentine metodu (53) esas alinarak hazirlanmistir.

Prensip: GSH-Px, kimen hidroperoksit (ROOH) varhiginda redikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder.
Olusan GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimu ile GSH” indirgenir. GPx
aktivitesi, NADPH”in NADP"e yiikseltgenmesi ile olugsan absorbans farkinin
okunmasi ile olgiliir.

4.C. Istatistik Analizler:

Deneysel g¢aligmalar sonucu buiunan verilere grup sayisi 6, birbirinden
bagimsiz ve n< 30 oldugu i¢in Kruskal wallis varyans analizi yapildi. p<0.05
bulunmasi iizerine Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi. p<0.02
anlamh kabul edildi. Doku histopatolojisi ile diger parametreler arasinda Spearman

bagint1 analjzi yapuldi (s, p, n).
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Verilerin istatistiksel analizi ve grafik ¢izimi igin SPSS 9.0 for windows

paket programi kullanildi (1)..
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5. BULGULAR: _

Iskemi, iskemi reperfiizyon ve ilag uygulanan gruplarda sol bébrekte renk
degisimi (agik kirmizi=normal bobrek, Kiremit kahverengisi=diger gruplar) tespit
edildi. Ancak bu renk degisimi arasinda gruplarda gozle goriiliir bir fark yoktu.

5.A. Bobrek dokusundaki histolojik degisiklikler:

Sol bobregin gerek isik gerekse elektron mikroskopik incelemesinde, en
siddetli hasarin iskemi reperfiizyon uygulanan grupta (G3) oldugu tespit edildi.
Uygulanan ilaglar i¢inde en etkilisi sirayla melatonin, PGE1 ve Vit E olarak tespit
edildi.

5.A.1. Istk mikroskop bulgular::

H-E ve PAS boyasi uygulanmig kontrol gruplarinda, bébrek dokusunun
glomeriil yapisi, bowman kapstlii ve araligi, proksimal ve distal tiibiiller normal
yapi gosteriyordu (Resim 1, 2).

Iskemi grubunda, H-E ile boyamada, bobrek korteksinde bag doku igerisinde
ve glomeriillerde yaygin kanama alanlan ve tibiiller arasindaki yapida geniglemeler
gorilmektedir (Resim 3). PAS ile boyamada ise, glomeriil bazal membraninin, yer
yer bozuldugu gozlenmektedir ( Resim 4).

Iskemi-reperfiizyon (I-R) grubunda, glomeriil ve bag dokusunda meydana
gelen degisiklikler, daha da siddetliydi. Iskemik glomeriil yapisi, bowman kapsiil
araliginda genigleme, PMNL hiicre gogi, yaygin kanama alanlan izlenmektedir.
Tibiiler yapilarda pargalanmalar izlenmektedir (Resim 5, 6). Ayni grupta PAS ile
boyanmig bébrek dokusunda, glomeriil bazal membran yapisinda bozulmalar
izlenmektedir (Resim 7). I-R grubunda bobrek medullasinda tibiil yapilarindaki
liimene diigen tiibiil hiicreleri ve yapisal bozulmalar izlenmektedir. Tubul yap:
aralarinda da kanama alanlan izlenmektedir (Resim 8, 9). 3’li boyamada ise yine
artmms kanama alanlan izlenmektedir (Resim 10).

Iskemi-reperfiizyon uygulanip melatonin verilen grupta, glomeriil ve tiibiil
yapilarinin I-R grubuna gore oldukga iyi korundugu gozlenmektedir (Resim
11).Aym: grupta PAS ile boyamada glomeriil bazal membran ve proksimal ve distal
tiibiil bazal membran yapilarinin oldukga iyi korundugu gozlenmektedir (Resim 12,

13). I-R uygulamp melatonin verilen grupta, 3’li boyamada, tiibuler yapilarin

~ o, VCASLAUGRETIM widi.d

pOKIMANTASYON MERWEZ!
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korundugu, tibiller arasi bag dokuda az kanama alanlari, bowman arahifinda
nisbeten az genisleme gézlenmektedir (Resim 14).

I-R uygulanip prostoglandin E; verilen grupta, glomeriil ve tiibiiler yapilarin
diizensiz gorinimli oldugu, tibiler hicrelerin tubil limenine dokuldiigi
secilmektedir.Bag dokuda yer yer geniglemeler mevcuttur (Resim 15).Ayni grupta,
PAS boyast ile boyamada, glomeriil bazal membraninin yer yer koptugu, tibtler
hiicrelerde bozukluklar ve ara bag dokuda kanamalar izlenmektedir (Resim
16).Yine aym: grubun Masson Trikrom ile boyanmasinda glomeriil yapilar1 normal
goriiniime sahipken, tiibiiler yapilarda ara ara bozulmalar ve ara bag dokuda kanama
alanlan gozlenmektedir (Resim 17).

I-R uygulanip E vitamini verilen grupta, glomeriil yapisinda ve tiibiiler
yapilarda bozulmalar izlenmektedir. Yaygin kanama alanlart mevcuttur. Tubiil
limeninde yaygin vakuolize yapilar gozlenmektedir (Resim 18). Aym grubun PAS
ile boyamasinda, glomeriil bazal membraninda yer yer kopmalar, tiibiil liimeninde
yaygin vakuolize yapilar gézlenmektedir (Resim 19).

5.A.2. Elektronmikroskop bulgulari:

Kontrol grubunda 6zellesmis filtrasyon rolii olan renal glomeril kapiller
endotel hiicreleri ve podosit uzantilart olan pedisellerin bazal lamina tlizerine belirli
araliklarla yerlestigi gorilmektedir. Pediseller arasinda ve endotel hiicreleri
arasindaki agikliklar normal yapida izlenmektedir. Glomeriil bazal laminasi, ortada
lamina densa her iki yaninda lamina rara yer almaktadir (Resim 20, 21, 22).

Iskemi grubunda glomeriil kapillerlerin endotel hiicreleri arasindaki porlar
da herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Yer yer glomerill bazal membranda
incelmeler mevcut idi, podosit ve pedisellerde herhangi bir degisiklik yok idi
(Resim 23). Kapiller endotel hiicre ¢ekirdeginde kromatin yogunlagmast izlenmekte
idi (Resim 24). Glomeriil kapillere yakin idrar kutbunda yer alan proksimal tubiil
hiicrelerinin  stoplazmasinda mitokondri yogunlagmast s6z konusu idi.
Mitokondrilerin diizensizlestigi daha yuvarlak gézlendigi ve kristalarinin yer yer
kayboldugu izlenmekte idi. Proksimal tiibiil hiicrelerinin bazal yuzeyindeki
membran katlantilarinda diizensizlikler izlenmekteydi. Mitokondri yogunlugﬁndan

dolay, normalde gozlenen diger hiicre organelleri ve sitoplazmasi net

izlenemiyordu (Resim 25, 26).
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I-R grubunda glomeriil kapiller yumakta mezenjiumda artig, glomeriil bazal
membran yapisinda bozulmalar vardi. Pedisellerde yer yer diizensizlesmeler
gorilliyordu (Resim 27). Ozellikle Lamina densa ve rara’mn yogunlugunda
farkhiliklar vardi (Resim 28, 29). Proksimal tibil hiicrelerinde mitokondrilerin
olduk¢a yogun olup sitoplazmada paketlendigi gozlendi. Fircams: kenarda azalma
ve boyunda kisalma gibi dizensizlikier izlendi. Proksimal tiibiil hiicrelerinin hem
apikal hem bazal yansi dizensizlikler gosteriyordu. Ozellikle bazal yariminda
invajinasyonlarindaki duzensizlikler yapiya hakimdi. Bazal lamina yapist da
duzensizlegmisti ve hiicrenin bazali gibi oldukca kalin olan bazal lamina yapisi
invajinasyonlar gosteriyordu. Proksimal hiicre g¢ekirdegi heterokromatikti. Yer
yerde hiicrelerin bazal laminadan aynildigi gozlendi (Resim 30). Distal tiibiil
hiicresinde ise yine bazal membranda kalinlagma mitokondrilerde yer yer krista
kayb1 ve gekillerinde yuvarlaklagma izlenmekteydi. Hiicrenin apikal yariminda
sitoplazmada ve organellerde diizensizlesmeler ve miyelin figirler izlenmekteydi
(Resim 31). ,

I-R uygulanip melatonin verilen grupta glomeriil bazal membranin ara ara
kalinlagsma gostermesine ragmen nisbeten kontrole yakin bir goriiniimde oldugu
sadece aradaki mezenjial bag dokuda az bir artis oldugu gozlendi. Pedisel yapilar
olduk¢a diizgiin izlendi. Kanlanmanin artmig olmasina bagli olarak Kkapiller
liimeninin eritrositlerle tamamen dolu oldugu go6zlendi (Resim 32). Proksimal
tilbilde bazal laminanin nisbeten kalin oldugu hiicre i¢inde kalan mitokondrilerin
yuvarlak ve paketlenmis oldugu gozlendi. Lizozomlarda artig izlendi. Hicre
icindeki diger organeller segilemedi. Bazal ve apikal yiizeydeki diizensizlikler fazla
degildi. Aynmi sekilde firgamsi kenarda normale yakin gorinim sergiledi.
Mitokondrilerin nispeten krista yapilarini korudugu goézlendi (Resim 33, 34).

I-R uygulanip PGE1 verilen grupta glomerill bazal membran yapisinin
bozuk oldugu go6zlendi. Bazal membran iizerine oturmug pedisel yapilarinda
diizensizlikler izlendi. Mezenjiumda bag doku artis1 var idi (Resim 35). Kapiller
endotel yapisinda bozukluklar ve pedisellerde diizensizlikler var idi (Resim 36).
Proksimal tiibiilde yapisal degisikliklerin devam ettigi goriildii. Hiicre i¢inde niyelin
figiirler sekillenmigti. Ozellikle hiicrenin apikal yariminda artmig sayida vakuoller

gozlendi. Bazal membran yapisinda kalinlagma ve diizensizlik gozlendi (Resim 37).
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I-R uygulamp E vitamini verilen grupta glomeriil bazal membran yapisinin
oldukga kalinlagtigi, yapisinda bozulmalar oldugu ve elektron yogunluklarimin
degistigi gozlendi. Glomeriller kapillerler eritrositlerle tamamen dolu idi. Mezenjial
bag doku artim: mevcut idi (Resim 38). Bazal membran yapisinn oldukga bozuk
oldugu gozlendi (Resim 39). Proksimal tiibiil hiicresinin genel goériiniimii dejeneratif
degigiklikler sergilemekteydi. Sitoplazmada ¢ok sayida vakuolize yapilar
sekillenmisti. Cok sayida irili ufakl lizozorhlar gozlendi. Miyelin figurler izlendi.
Bazal membran yapist bozulmustu. Paketlenmis mitokondri yapilarinin
seyreklestigi gozlendi (Resim 40).

Tablo II’de bobrekteki histolojik degisikliklerin 15tk ve elektron mikroskopik
goriniimlerinin gruplar arasindaki kargilastirmasi gosterildi.

Tablo II: Tuim gruplarin bobrek histolojisine ait 151tk ve elektron mikroskopi
sonuglari. Degerler ortalama + SD olarak belirtildi.

Parametre G1(S) G2(D) G3(1-R) (P
Bobrek HHE (puan)  [0.330.5° 14405 |23+05' |*

Bobrek e'm (puan) 0.4+0.5° |[7.4+1.5* |[113+08" |*
G4 G5 G6 p
Bobrek H+E (puan)  [0.440.5° [140.5° [1.540.5%7 |*

Bobrek e'm (puan) 1.8+0.7° |4.4+1.1° |7+1.4° *

- *=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.
Not: Ayni satirdaki farkli rakamlar, ikili kargilagtirmalarda ortalamalar arasinda
anlamh fark oldugunu go6stermektedir (p<0.02, Mann Whitney U Testi).
- Rakamlandirmada ortalamalar kiigiikten buyiige dogru siralandi.
Tabloda gérﬁldugij gibi iskemi bobrekte olumsuz yonde etki ederken, iskemi-
reperfiizyon bu hasart daha da artirmaktadir (Resim1-10). Antioksidan kullanim,
dzellikle melatonin en etkili bulunurken, PGE1 ikinci sirada etkili bulundu. Vit. E
en az etkili bulundu (Resim11-19).

5.B. Lipid Peroksidasyon Uriinleri:

Lipid peroksidasyonunun doku ve plazmadaki son tiriinii malondialdehitdir.

Doku ve plazma MDA diizeyi dokudaki hipoksik hasara bagh olarak artar. I-R
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grubunda gerek doku gerekse plazma MDA diizeyleri en yﬁksek iken, melatonin
grubunda, ilging olarak bu degerler Sham grubundan dahi az bulunmustur.

Tablo II’de doku ve plazma MDA diizeylerinin tiim gruplar arasindaki
karsilagtirmalarn gosterildi. .
Tablo III: Tam gruplarin doku ve plazma MDA diizeylerine ait sonuglar. Degerler
ortalama + SD olarak belirtildi.

Parametre G1(S) G2() |G3({-R) |P
Doku MDA 22+4° 33+2°  [98+10" [*
(nmol/g.yas doku )

‘Plazma MDA (nmol/L) |1.840.3* |2.7+0.4* [3.6+0.5! |*
G4 (M) |G5(®G)|G6(VE) |P
Doku MDA 2141.4° |25+1.6 |48+8.9* |*

(nmol/g.yas doku )
Plazma MDA (nmol/L) |1.7402* |2+0.14° [2.3+0.1% [*

*=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.
Not: Aym satirdaki farkl: rakamlar, ikili karsilagtirmalarda ortalamalar arasinda
anlamli fark oldugunu » gostermektedir (p<0.02, Mann Whitney U Testi)
Rakamlandirmada ortalamalar kiigiikten biiytige dogru siralandi.
5.C. Antioksidan savunma sistemine ait biyokimyasal parametreler:
Antioksidan savunma sistemine ait olan eritrosit SOD ve GSH-Px diizeyleri
yine Iskemi-Reperfiizyon grubunda anlamli olarak diigiik bulundu. Ilging olarak Vit
E grubunda GSH-Px degerlerinin Sham grubuna ¢ok yakin oldugu tespit edildi.
Ancak SOD tuizerine en etkili ilag yine melatonin olarak tespit edildi. Tablo III’de
eritrosit SOD ve GSH-Px diizeylerinin tiim gruplar arasindaki karsilastirmalari
gosterildi.
Tablo IV: Tum gruplarin eritrosit SOD ve GSH-Px duzeylerine ait sonuglar.
Degerler ortalama + SD olarak belirtildi.
Parametre Gl G2 G3 |P
SOD (IU/gHb) ~ |2542+109' |2001£108% | 1357117 | *
GSH-Px (IU/gHb) |7.340.5' 16.140.7> |3.7+0.4° |*
G4 GS - G6 |P
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SOD (IU/gHb) 2514+241" |22714256' |1625+216° [ *
GSH-Px (IU/gHb) |7+03' . [7.1x12' [73x02'! |*
*=p<0.05, Kruskall Wallis Varyans Analizi.

Not: Aym satirdaki farkli rakamlar, ikihi karsllastirmalarda ortalamalar arasinda

anlamh fark oldugunu gostermektedir (p<0.02, Mann Whitney U Testi).
Rakamlandirmada ortalamalar kiigtikten biiylige dogru siraland:.

5.D. Doku histolojisi ile diger parametreler arasindaki Spearman Baginti
analizi:

Sperman bagmntt analizinde bobrek histolojisi (1stk M) ile Siiperoksit
dismutaz arasinda (-) bagint1 (r=-0.8, p=0.000, n=42), doku/plazma Malondialdehit
diizeyi arasinda (+) bagit1 (r=+0.7, p=0.000, n=42), glutatyon peroksidaz arasinda
(-) bagmti (r=-0.4, p=0.000, n=42) saptandi. Tim bu parametreler arasindaki
bagintilar ise Matriks bagint1 grafigi ile Sekil 5’de gosterildi.

=07 4 | =08 +
Isude M. Om -+ | OWEmeH
T o0 LR
B [=ci3]
=08 “"ﬂ:
Dol MDA E
Elektron M.
a Gl
v G2
+ G3 :
<G4 GSH-Px
0G5
oGs

Sekil 5. Doku histolojisi ile diger parametreler arasindaki Sperman baginti analizi.
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5.E. ISIK ve ELEKTRON MIKROSKOBIK GORUNUMLERE AIT RESIMLER:
5.E.1. Isik mikroskobik goriiniimlere ait resimler:

5.E.2. Elektron mikroskobik gériintimlere ait resimler:
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Isik mikroskobik goriiniimlere ait resimler

Resim 1: Kontrol (sham) grubuna ait bobrek dokusu. G: Glomeriil. B: Bowman aral;gl. M: Makula
densa. P: Proksimal tiibiil. D:Distal tiibiil. HLE. X 20, ’

i W F Sy A %

Resim 2: Kontrol (sham) grubuna ait bobrek dokusn. G: Glomeriil. B: Bowman aralig. M: Makula
densa. P: Proksimal tiibiil. D:Distal tiibiil. PAS. X 40.
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Resim 3: Iskemi grubunda bobrek korteksi bag dokusu igerisinde ve glomeriil yapisinda yaygin
kanama alanlarn izlenmektedir. GK: Glomeriil kanama alanlan. BK: Bag dokudaki kanama alanlari.
D: Distal tiibiil. T: Tisbiil arasinda genislemeler (Ok). H.E. X 40.

Resim 4: Iskemi grubunda PAS’la boyamada Bowman psijlﬁ azal membranimnmn bazi alanlarda
biitiinliigiiniin bozulmaya basladigs gozlenmektedir (Ok). PAS. X 40.
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Resim 5: Iskemi- Rerﬁizyon grubunda, glomeriil (G) yapisinin iskemik oldugu Bowman arahg1mn
(BA) genigledigi ve ara bag dokuya polimorfoniikleer hiicrelerin infiltre oldugu gézlenmektedir
(oklar). T; Tiibiiller arast artrms kanama alanlar1. HE. X 10.

Resim 6: Iskemi-Reperfiizyon grubunda, tiibiiler yapida bozulmalar (sift ok) polimorfoniikleer hiicre
g6¢ii (ok) izlenmektedir. HE. X 40. .
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ORIV AW T ;
Resim 7: Iskemi-Reperfiizyon grubunda, glomeriil bazal membran yapismda bozulmalar
izlenmektedir (Oklar). PAS. X 40.

Resim 8: iskemi-Reperfiizyon grubunda, bobrek medullasinda tiibiil yapilarmdaki limene diisen
tiibiil hiicreleri ve yapisal bozulmalar izlenmektedir. (Oklar). HE. X 40.

.



70

Resim 9: Iskemi-Reperfiizyon grubunda, tiibiil yap aralarinda da kanama alanlan izlenmektedir
(Oklar). H.E. X 40.

Resim 10: Iskemi-Reperfiizyon grubunda, iiclii boyama ile ara bag dokudaki artinis kanama alanlan
izlenmektedir (Oklar). Masson Trikrom X 40. '
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Resim 11: Iskemi-Reperfiizyon uygulanip melatonin verilen grupta, glomerill (G) ve tiibiil
yapilarinin iskemi-reperfiizyon grubuna gére oldukga iyi korundugu gézlenmektedir (Oklar). HE. X
40.

Resim 12: Iskemi-reperfiizyon uygulanip melatorin verilen grupta, glomeriil bazal membran (GBM)
ve tiibiil bazal membran yapilannin oldukea iyi korundugu gézlenmektedir (Oklar). PAS. X 20.
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Resim 13: Iskemi-reperfiizyon uygulanip melatonin verilen grupta, glomeriil bazal membran (GBM)
ve tiibiil bazal membran yapilannn oldukga iyi korundugu gézlenmektedir. (Oklar). PAS. X 40.

Resim 14: Iskemi-Reperfiizyon uygulamip melatonin verilen grupta, Masson Trikrom boyamada,
tiibiiler yapilarin korundugu (T), tiibiiller arasi bag dokuda az kanama alanlan (oklar), Bowman
aralipimda (BA) nisbeten az genisleme gozlenmektedir. Masson Trikrom. X 40.

'
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Resim 15: iskemi-Reperfiizyon uygulamp PGE; verilen grupta, glomeriil (G) ve tibiiler yapﬂarni M
diizensiz goriiniimlii olduguy, tiibiiler hiicrelerin tiibiil limenine (TL) dokiildiigii segilmektedir. H.E.
X 40.

N . g ’
Resim 16: Iskemi-Reperﬁizyon uygulamp PGE, verilen grupta, PAS boyasi ile boyamada, glomeriil
bazal membranmin (BM) yer yer koptugu, tiibiiler hiicrelerde bozukluklar (T) ve ara bag dokuda
kanamalar izlenmektedir (Oklar). PAS. X 40.
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Resim 17: Iskemi-Reperﬁizyon uygulanip E vitamini verilen grupta, glomeriil yapisinda (G) ve
tiibiiler yapilarda (T) bozulmalar izlenmektedir. Yaygin kanama alanlan (Oklar) mevcuttur. Tiibiil
liimeninde yaygin vakuolize yapilar (¢ift oklar) gozlenmektedir. H.E. X 40.

Resim 18: Iskenli-Reperﬁiiyon uygulamp E vitamini verilen g;rubuh, glomeriil bazal membraninda
kalinlagmalar (oklar), tiibiil limeninde yaygin vakuolize yapilar (cift oklar) gozlenmektedir. PAS. X
40. ‘ '
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Resim 19: Iskemi-Reperfiizyon uygulamp E vitamini verilen grupta glomeriil yapis1 (G) normal,
tiibiiler yapilarda (T) degisiklikler ve ara bag dokuda kanama alanlant gozlenmektedir (Oklar).
Masson Trikrom. X 40.
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Elektron mikroskobik goriiniimlere ait resimler

22 A I |
Resim 20£ Sham (kontrol) grubuna ait bbrek glomeriil yapisinn elektron mikroskopik goriniimii.
Glomeriiler kapillerler (k) ,podosit (po) ve kapiller endotelini cevreleyen bazal lamina iizerine oturan
pediseller izlenmektedir (pe). Kapiller endotelyum (ke), eritrosit (€), endotel hiicresi (eh), bazal
lamina (BL), filtrasyon yariklan (oklar). Kursun sitrat- Uranil astetat boyast. X 3000.

Resim 21‘: Sham (kontrol) grubuna ait bobrek glomeriil yapisinin elektron mikroskopik goriniimii,
Glomeriiler bazal laminas: ortada lamina densa (d) her iki tarafinda lamina raralar (r) secilmekte.

Pediseller arasindaki filtrasyon variklan (oklar), eritrosit (¢). Kurgun‘sitrat— Uranil astetat boyasit. X
7000.
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Resim 22: Sham (kontrdl) grubuna ait bébrek glomeriil yaplsl elektron mikrosopik gorunumu
Glomeriiler bazal lamina, ortada lamina densa (d) her iki tarafinda lamina raralar (1) secilmekte.
Pediscller arasindaki filtrasyon yariklan, (oklar) ve endotele ait porlar ® gérﬁlmélétedir. Kursun
sitrat- Uranil astetat boyast. X 12000.

Resim 23: Iskemi grubti: Glomeriill bazal membraminda yer yer bozulmalar mevcuttu (OKk).
Pedisellerde (pe) herhangi bir degisiklik yoktu. Endotel (en). Kursun sitrat- Uranil astetat boyasi. X
3000.



78

Resim 24: Iskemi grubundaki bobrek dokusunun elektron mikroskopik goriiniimii. Kapiller endotel
hiicre cekirdeginde (¢) kromatin yogunlagmasi (kr) izlenmekte. Kursun sitrat- Uranil astetat boyasi.

X 7000.

|
Resim 25: Iskemi‘ grubundAki bobrek dokusunun elektron ﬁﬁkroskopik goriniimii.: Proksimal tiibiil
hiicrelerinin sitoplazmasmda belirgin mitokondri yogunlagmasi izlenmektedir. Mitokondrilerin (mi)
diizensizlestigi yuvarlak gozlendigi ve kristalaninin yer yer kayboldugu izlendi.(Oklar), mikrovilliis

(mv), lizozom (L), eritrosit (e). Kursun sitrat- Uranil astetat boyast. X 3000.

'
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Resim 26: Iskemi grubundaki bobrek dokusunun elektron mikroskopik gériiniimii. Proksimal tiibiil

hiicresinin bazal yiizeyindeki membran katlantilan diizensiz gozlenmektedir. (oklar). Kursun sitrat-
Uranil astetat boyasi. X 7000. "

¥ I s i

Resim 27: Iskemi reperfiizyon grubundaki bobrek dokusunun elektron mikroskopik gorimiimii.

Mezengiumda (m) artis (oklar), glomeriiler bazal membran yapisinda bozulmalar izlenmektedir. (¢ift
ok). Mezengial hiicre (mh), endotel (en). Kursun sitrat- Uranil astetat boyaSL X 3000.
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Resim 28: Iskemi reperfiizyon grubundaki bobrek dokusunun elektron mikroskopik goriintimi,
Ozellikle lamina densa ve raranin yogunlugunda farklilikiar belirgin olarak secilmektedir (oklar)

Pedisellerde (pe) yer yer diizensizlesmeler dikkati cekmektedir. Kurgun sitrat- Uranil astetat boyasa.
X 7000.

Resim 29: Iskemi reperfiizyon grubundaki bobrek dokusunun elektron mikroskopik goriiniimii.
Ozellikle lamina densa ve raranm younlugunda farkliliklar vard.(oklar). Kursun sitrat- Uranil
astetat boyast: X 12000.
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grubundaki bébrek dokusunun elektron mikroskopik gériinimii .
Mikrovillus yapisinda azalma (mv) ve boyunda kisalma gibi diizensizlikler izlenmektedir. Bazal

Resim30: Iskemi réperﬁizyon

lamina (BL) diizensizligi dikkati cekmektedir. Hiicre cekirdegi () heterokromatikti, yer yer hiicrenin
bazal laminadan ayrildig: izlenmektedir. (gift ok), lizozom (1). Kursun sitrat- Uranyi{,laétetat boyasi, X
3000.

Resim 31: Iskemi repefﬁiiyon grubundakl bobrek dokusunun elektron mikroskopik gérimiimii.

Proksimal tiibiil hiicresinde bazal laminada (BL) kalmlagma, sitoplazmada mitokondrilerde yer yer
krista kaybr ve sekillerinde yuvarlaklagmalar (oklar), miyelin figiirler (cift ok), lizozom (L) ve
vakuolize (v) yapilar gozlenmektedir. Kursun sitrat- Uranil astetat boyasi. X 4400.
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Resixﬁ 32: Iskem;-Reperﬁizyon uygulanip melatoniﬁ verilen bobrek dokusuni k elektron
mikroskopik goriniimii. Glomeriiler Bazal Lamina (BL) ara ara kalinlasma gostermesine ragmen
kontrole yakin bir goriiniim sergilemektedir. Pedisel (pe) yapilan oldukea diizgiindii. Kanlanmamn
artmasi nedeniyle kapiller liimenin tamamen eritrositlerle (e) dolu oldugu gﬁzlenniéktedir. Endotel
hiicresi (en). Kursun sitrat- Uranil astetat boyasi. X 3000.

Resim 33:
Iskemi-Reperfiizyon
uygulanip melatonin verilen
boébrek dokusunun elektron
mikroskopik goriiniimii. Bazal
laminada (BL) orta siddette
kalinlagma mevcuttur.
Proksimal tiibiilde sitoplaz-
madaki mitokondri-lerin (mi)
yuvarlak sekilli ve oldukca
yogun oldugu izlen-mektedir,
Mikrovilluslar (mv) normale
yakin goriilmektedir.
Lizozomlarda (L) artis izlen-
mektedir Kursun sitrat- Utranil
astetat boyasi. X 3000.




Resim 34: Iskemi-Reperfiizyon uygulamp melatonin verilen 'b(‘ibrek dokusunun elektron
mikroskopik goriiniimii. Bazal laminada (BL) orta siddette kalinlasma mevcuﬁu. Proksimal tiibiilde
mitokondrilerin (mi) yuvarlak ve paketlenmis oldugu izlenmektedir. Mitokondrilerin nispeten krista
yapilarina sahip oldugu gézlenmektedir. Mikrovilluslar (mv) normale yakin gorillmekteydi. Lizozom
(L). Kursun sitrat- Uranil astetat boyast. X 7000. ’

! . T 'W@ L 3
Resim 35: Iskemi-Reperfiizyon uygulanip PGE, verilen bobrek dokusunun elektron mikroskopik
gorimiimii. Bazal lamina (BL) yapisun bozuk oldugu gozlenmektedir. Pedisellerde (pe)

diizensizlikler izlenmektedir. Mezengiumda artis mevcuttur. Oklar). Eritrosit (e). Kursun sitrat-
Uranil astetat boyast. X 3000.
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Resim 36: Iskemi-Reperfiizyon uygulamp PGE, verilen bobrek dokusunun elektron mikroskopik
goriiniimii. Kapiller endotelde (en) ve pedisellerde (pe) diizensizlikler mevcuttur. Kursun sitrat-
Uranil astetat boyasi. X 4400.

Resim 37 Iskemi-
Reperfiizyon uygulanip PGE,; verilen
bobrek dékusunun elektron
mikroskopik goriiniimii. Bazal lamina
(BL) yapisinda  kalinlagma ve
diizensizlik  mevcutdur.  Ozelikle
hiicrenin apikal yanminda artnus
sayida vakuoller (v) gozlenmektedir.
Proksimal tiibillde hiicre iginde
miyelin figir (cift ok) izlenmektedir.
Hiicre sitoplazmasi igine dogru yer
degistiren mikrovillus yapilan dikkat
¢ekmektedir. Kursun sitrat- Uranil
astetat boyasi. X 7000.
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Resim 38: iskemi-Repeﬁ ugﬁlémp E vitamini verilen bobrek dokusunun elektron
mikroskopik goriniimii. Glomeriiler bazal lamina (BL) yapisi yer yer diizensiz gorilmektedir.
Glomeriiler kapiller yapis: eritrositlerle (¢) tamamen dolu goriinmektedir. Mezengial bag doku artisa
mevcuttur (Oklar). Kursun sitrat- Uranil astetat boyasi. X 3000.

Resim 39: Iskemi-Reperfizyon uygulamp E vitamini verilen bobrek dokusunun elektron
mikroskopik goriiniimii. Bazal lamina (BL) ve pedisel (pe) yapilannin olduk¢a diizensiz oldugu
gozlenmektedir. Kursun sitrat- Uranil astetat boyasi. X 12000.
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Resim 40: Iskemi-Reperfiizyon uygulamp E vitamini verilen bébrek dokuéﬁnun elektron
mikroskopik goriiniimii. Bazal lamina (BL) yapis1 diizensiz ve kalin gériinmektedir. Proksimal tiibiil
sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuoller (v), irili ufakh lizozomlar (L) mitokondrial (mi) yapilar
izlenmektedir. Proksimal tiibiil ¢ekirdegi (¢), miyelin figiir (gift ok). Kursun sitrat- Uranil astetat
boyast. X 3600.
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6. TARTISMA: _

Ratlarda deneysel olarak olusturdugumuz bobrek iskemi ve reperfiizyon
hasarinda hasarlanmay:1 azaltmak igin, (gerek histolojik, gerek biyokimyasal
inceleme sonuglarinda) sirasiyla antioksidan olarak melatonin, PGE1 ve E
vitamininin etkili oldugu tespit edildi. Bu nedenle bobrek iskemi reperfiizyon
olaylarinda ilk tercih melatonin olabilir kanaatindeyiz.

Calhiymamizda, oksidan sistemin belirtegleri olarak doku ve plazma MDA
diizeyleri, antioksidan savunma sistemin belirtegleri olarak eritrosit SOD ve GSH-
Px diizeyleri incelenmigtir. Calismamiz bu yoniiyle orjinaldir
Alvarez A. Ve ark.(3) , tavsanlarda deneysel iskemik akut renal yetmezlik olugturup
verapamilin koruyucu etkisi olup olmadigmi, fonksiyonel, histolojik ve
ultrastriiktiirel olarak incelemigler ve renal iskemi uyguladiklan grupta, proksimal
tibiil hiicrelerinde deskuamasyon, firgams: kenarda bozulma saptamiglardir. Biz de
iskemi uyguladigimiz grupta, firgams: kenarda bozulma saptadik. Bulgularimiz
uyumludur.

Iskemik bobrekteki glomeriil epitel hiicrelerinin ektronmikroskop yapisi
iizerine incelemeler bir saatlik iskemi sonrasinda, glomeriil epitel hiicre yiizeyinde
orta dereceli sisme ve diizgiin olan hiicre yiizeyinde bozulmalarin mevcut oldugu
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (94). Biz de.glomerill yapilarmin bozuk
oldugunu izledik Mel’man EP ve ark. (48) yaptiklar1 deneysel ¢aligmada ratlarda
akut iskemide, glomeriil, parankim ve kapillerlerdeki ultrastritktirel degisiklikleri
incelemisler, kapiller de bazal laminanin genisledigini, diizensizlestigini, podosit
yaptlarinin deforme oldugunu, firgams: kenarin bazi alanlarda kayboldugunu,
mitokondrinin §igtigini ve kristalarimin paralelliklerini kaybederek azaldigim
saptamiglardir. Biz de iskemi grubunda, kapiller bazal laminada geniglemeler,
mitokondrilerde sigme, yuvarlak goriiniim alma ve kristalarinda diuzensizlik (Resim
6) saptadik. Bulgularimiz uyumludur.

Povalii TM ve ark.(58) yaptlklari deneysel galigmada, iskemi-reperfiizyon
sirasinda nefrondaki degisiklikleri ve ayrica kadavradaki durumunu incelemisler,
kadavrada organ otolizi sirasinda, tiibiler epitel hicresindeki mitokondrinin
yapisindaki karakteristik degigiklikler ve intraselliler 6dem gozlenmis iken,

deneysel iskemi sirasinda intraselliler odem, lizozomlarda belirgin degisiklikler ve
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mitokondrilerde sisme tespit etmislerdir. Biz de iskemi sirasinda mitokondrilerde
sisme ve lizozomlarda yogunlagmalar gozledik.

Yine yapilan bir ¢aligmada, 30, 60 ve 180 dakikalik iskemi ile 3 ve 30
ginliik reperflizyon uygulamast sonucu ultrastritktiirel olarak arteriyol duvarinda
yikici degigiklikler gozlenmistir. Bizim ¢aligmamizda da damar duvarinda
degisiklikler, endotel hiicre gekirdeginde kromatin yogunlagmast mevcuttu (72).

Venkatachalam MA ve ark. (90) yaptiklann c¢aligmada, ratlarin sol
bobreklerine 25 dakika iskemi uygulamig ve elektronmikroskopta, proksimal tiibiil
fircamsi kenarda, mikrovilluslarda diizensizlik, birbirine yapigma ve iskemi sonrasi
reperflizyonda, proksimal tiibiil hiicre sitoplazmasi igine dogru yerdegistirmeler
gozlemiglerdir. Biz de caligmamizda, iskemi sonrasinda proksimal tiibiilde,
mikrovilluslarda diizensizlikler, birbirine yapisma, proksimal tabil hiicre
sitoplazmasi igerisine dogru yer degistirmeler gozledik.

Benitez-Bribiesca L.(9) ve ark. kisa stireli renal iskemiyi takiben uygulanan
reperfizyon fazinda mitokondrideki degisiklikleri molekiiler, biyokimyasal ve
morfolojik olarak incelemislerdir. Tek tarafli olarak 60 dakika sireyle bagladiklar
sigan renal arterini, sonra belirli surelerle reperfiize etmigler, 120 dakikalik
reperfiizyon sonrasi, mitokondride sisme, i¢ ve dis zarinda yirtilma ve mitokondrial
matriksin sitoplazmaya dagilmasini saptamuglar. Boylece c¢aligmalarinda, erken
iskemi-reperfiizyonda ve apopitozise neden olan kimyasal hipokside en erken
ultrastritktiirel degisimin mitokondride meydana geldigini tespit etmislerdir. BecL,
siiksinik dehidrogenaz aktivitesinin yok olmasiyla, mitokondri sigmekte ve zarlar
patlamaktadir. Biz de ¢aligmamizda, bir saat iskemi sonrast uygulanan 1 saat
reperfizyon sonucunda, mitokondrilerde sisme kaydettik. Fakat, biz mitokondri
zarlarinda yirtilmalar izlemedik Bunu da reperflizyon siiresinin daha kisa olmasina
bagladik. Caligmamiz bu yoénilyle benzerdir. BcL, siiksinik dehidrogenaz aktivitesi
Slgmedigimiz i¢in bu konuda yorum yapamiyoruz.

Qi W ve ark.’nin (60) yaptigi g:ah‘smada, rat bobreginde ferric nitrilotriasetat
(Fe-NTA) “a bagh gelisen lipid peroksidasyonu ve oksidatif DNA yaralanmasinda
melatonin kullamlmig ve melatonin kullanilan grupta, doku MDA’sinin dl‘isiik
oldugunu tespit etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da doku MDA diizeyi melatonin

kullanilan grupta anlaml: olarak diisiik bulunmus olup bulgularimiz uyumludur.
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De La Lastra CA ve-ark. (23) akut gastrik mukozanin IR yaralanmasinda,
patogenezde lipid peroksidasyonu ve SOR nin rolii oldugunu tespit etmislerdir.
Siganlarda IR’a bagh gastrik mukoza yaralanmasmda melatoninin koruyuculugunu
aragtirmiglardir.  Yaptiklari ¢aligmada ip. uygulanan melatoninin postiskemik
mukozal yaralanmay: onledigi, lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve antioksidan
sistemin belirteci olan glutatyon peroksidazdaki azalmay1r da smrladigim
gozlemiglerdir. Bizim ¢aligmamizda da, gerek iskemi, gerek iskemi- reperflizyonda,
hasara ugrayan bobrek dokusu ve glutatyon peroksidaz diizeyi iizerine melatoninin
olumlu yonde etki ettigini gordik. Caligmamiz bu yoniilyle benzerdir.

Sener G ve ark. (71) ratlarda renal iskemi reperfiizyonda melatonin
kullanmiglar ve melatoninin oksidatif yaralanmaya karst korudugunu
gozlemiglerdir. Caligmalarinda, doku MDA ‘si, glutatyon (GSH), myeloperoksidaz
aktivitesi (MPO), protein oksidasyonu (PO), ve kan tire azotu (BUN) degerleri
olgiilmiis, melatoninle tedavi edilmeyen grupta BUN doku MDA’s1 ve kreatinin
artmugtir. Melatonin  kullanilan grupta, doku MDA’sinin azalmasi, bizim
bulgularimizla benzerdir. |
Petrozza V ve ark. (55) deneysel olarak akut renal iskemi yapmiglar ve ;ieﬁbrotid
vererek bunun koruyuculugunu incelemisler. Defibrotid, vaskiiler endotelden
prostosiklinlerin (PGI;) salintmina neden olarak profibrinolitik, antitrombotik ve
trombolitik aktivitelerinden dolay: iskemide sitoprotektif ¢zellik gostermistir. Biz
de iskemi-reperfiizyon uygulayip, prostoglandin grubundan olan PGE,’i verdigimiz
grupta, ilag vermeden iskemi-reperfiizyon yaptigimiz gruba gore hiicrelerin
korunmug oldugunu gordiik. Bulgularimiz uyumludur.

Vargas AV ve ark. nin yapti§i ¢alismada (89) ratlarda renal IR
yaralanmasinda PGE, uygulanmasinin hasar1 hafiflettigini tespit etmiglerdir. .Bu
calismada total renal iskemide, reperflizyon sirasinda, PGE, uygulanmas: beklenen
zedelenmeyi azaltmaktadir. Oysa 30 dakika veya 60 dakika gibi gecikmis bir
uygulama (serum kreatinin degeri ve histolojik incelemeye gore) etkisizdir. Biz
yaptizimiz ¢aligmada, reperflizyon olaymdan 15 dakika once antioksidanlari
kullanarak gecikmis uygulama riskini ortadan kaldirdik. Tum kullandigimiz
ilaglarin etkili olma nedeni uygulamamizdaki zamanlamamn yerinde olmast

olabilir.
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Natori S ve ark. (49) hepatik iskemi-reperfiizyonda PGE,’in, 16kositlerin
endotelyuma yapigsmasimi Onleyerek IR hasarimi azalttiklarini tespit etmisledir.
PGE;’in lokosit adezyonunu oOnleme mekanizmasininn ise ICAM-1 iizerinden
oldugunu saptamislardir. Ayrica Hong JP ve ark (36) muskulokﬁtanozbﬂeplerde IR
hasarina kars1 PGE; in etkisini incelemisler. Iskemik flep derisi igine 1 mikfogram
PGE, enjekte edilip 4 saat sonra reperfiize edilmis grupta, reperflizyondan sonra 24
saat ve 5 giin gegince, endotel yﬁzeyiﬁde ICAM-1 ekspresyonunda azalma,
reperflizyondan 2 giin sonra l6kosit adezyonunda anlamh bir azalma saptamiglardir.
Sonugta PGE; in flep iyilesme oramm arttirdigi ve IR hasarini, 16kosit endotelyal
hiicre adezyonunu azaltarak hafiflettigini saptamislardir. Bizim ¢alismamizda da,
PGE;in IR yaptigimiz siganlarda etkili bulunmugtur. Etki nedeni lokosit
adezyonunu  azaltmas: olabilir.  Nitekim, iskemi-reperfiizyon grubunda
karsilagtigimiz hiicre infiltrasyonunu, PGE,; grubunda gozlemleyemedik.

Totsuka E ve ark. (83), kopeklerdeki hepatik iskemide, intraportal PGE,
uygulanmasinin intravenéz uygulanmasindan daha koruyucu oldugunu tespit
etmiglerdir. Kullandigimz antioksidanlarin renal artere verilmesi yolu ile etkilerinin
gli¢lenebilecegi kanaatindeyiz.

Irmak ve ark. (37) yaptign galigmada, iskemi-reperfiizyon yaralanmasinda
kafeikasit fenilester ile E vitaminin etkilerini kargilagtirmiglar. Balda bulunan
kafeikasit fenilesterin E vitamininden ¢ok daha iyi koruyucu oldugunu
gozlemigler. Caligmalarinda, degisiklikleri medaller tibiillerden ¢ok, kortikal
tiibullerde izlemigler. Biz de yaralanmanin kortikal boliimde daha fazla oldugunu
saptadik. Morfolojik degigiklikler olarak iskemi-reperfiizyon grubunda ve E
vitamini grubunda, tiibiiler dilatasyon, interstisyel 6dem ve vakuol formasyonunu
izlemiglerdir. En belirgin gostergelerin kortikal yaralanma ve kortikal tibil
dilatasyonu oldugunu belirtmiglerdir. Glomerili tiim gruplarda normal olarak
izlerken, sham grubu harig, tiimiinde vakuol formasyonu izlemigler. E vitamininin
renal yaralanmay: timiyle azaltmadlgmi gozlemislerdir. Histolojik bulgularin lipid
peroksidasyonu ile paralellik gosterdigini, proksimal tibil hiicre sitoplazmasinda
gézlenen vakuollerin tiibuler sividaki ozmotik degisiklikierden
kaynaklanabilecegini belirtmigler. Bizim c¢aligmamizda da, gerek istk, gerekse

elektronmikroskopik olarak tiibiil yapilarinda yaygin vakuolize yapilar gozledik.
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Aynica doku histolojisi ile diger parametreler arasinda yaptigimiz Spearman Baginti
analizinde bobrek histolojisi. (1;1k M) ile Stuperoksit dismutaz arasinda (-) bagnti
(r=-0.8, p=0.000, n=42), doku/plazma Malondialdehit diuzeyi arasinda (+) bagnti
(r=10.7, p=0.000, n=42), glutatyon peroksidaz arasinda (-) bagnt1 (r=-0.4, p=0.000,
n=42) saptandi. Bulgularimiz uyumludur.

Rhoden EL ve ark.(66), ratlarda renal iskemi-reperfiizyonda E vitamininin
yararh etkilerini aragtirmak amaciyla bir .gallsma yapmuglar. 50 dakika iskemi
uygulayip, 50 dakika reperfiize etmigler ve iskemiden 72, 48, 24, 6, ve 1 saat dnce
30 mg/kg ip. E vitamini vermigler. E vitamini ile tedavi edilen grupta MDA
seviyesinin anlamli derecede azaldigini, dolayisiyla dokunun daha az zarar
gorduginia gozlemigler. Biz de 1 saat iskemi ve 1 saat reperfiizyon uygulayip,
reperfiizyondan 15 dakika once E vitamini verdigimiz grupta doku ve kan MDA
diizeylerinin anlamli derecede azaldigini saptadik. Bulgularimiz uyumiudur.

Uysal F ve ark. (86) rat bobreginde, IR hasarinda, E vitamininin lipid
peroksidasyonu ve nitrit diizeyleri Gizerine etkisini incelemislerdir. 60 dakika iskemi
sonunda 24 saat ve 72 saat reperfiizyon uygulanan deneklerden katalaz, SOD, doku
MDA ve nitrit seviyelerine bakmiglar ve 24 saatlik reperfiizyon grubunda E
vitamininin etkisinin olmadigini ancak 72 saat reperfiizyon uygulanan grupta ise,
doku MDA  dizeyinde azalma saptamiglardir. Bu  etkisinin  lipid
peroksidasyonundaki zincir kirici iglevine ve iskemik dokudaki nitrik oksit rezervini
korumasina bagli oldugunu belirtmiglerdir. Biz doku nitrik oksit diizeyine
bakmadigimiz i¢in bu konuda yorum yapamiyoruz. Ancak doku MDA diizeyindeki
azalma bulgularimizla uyumludur.

Durak ve ark. (24) yaptig: ¢aligmada tavsanlarda siklosporin kullanmiglar ve bunun
zararh etkisini 6nlemek i¢in oral olarak 10 giin E vitamini ve C vitamini birlikte
kullanmslardir. Deney sonunda bu iki antioksidan enzimin aym anda uygulandigi
siganlarda doku MDA, GSH-Px, SOD ve Katalaz diizeylerinde olumlu yénde
degisiklik tespit etmiglerdir. Siklosporinin bébrek tizerine olan zararli etkisi, bu
vitaminlerin birlikte sinerjistik etkisi sayesinde azaltilmugtir. Biz sadece E vitamini
uyguladigimiz i¢in bu konuda yorum yapamiyoruz. Ancak E vitamini ve C
vitamininin aym anda uygulanmasi bu vitaminlerin tek tek uygulanmasindan daha

etkili olacaktir. Ciinkii bunlar birlikte sinerjistik etki yapan iki vitamindir.
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Hanai ve ark (31) yaptiklan ¢aligmada ratlardaki ince barsak IR hasarinda, E
vitamini kullandiklart deneklerde, gerek histolojik gerekse doku MDA ve SOD
diizeylerinin olumlu yénde etkilendigini ve E vitamini kullaniminin ince barsak IR
hasarim azaltmada etkili oldugunu tespit etmiglerdir. Bulgularimiz uyunﬂudur.

Van den Branden C ve ark. (88) glomerulosklerozisli ve diyetlerine E

vitamini kattiklari ratlarin GSH-Px ve SOD diizeylerinde anlamh artig (16 haftanin
sonunda %140 ve %180 arti5), doku MDA duzeylerinde ise azalma tespit
etmiglerdir. E vitamininin diyetle alinmasinin bébrekler tizerine koruyucu oldugunu
tespit etmiglerdir. Bulgularimiz uyumludur.
Celebi S ve ark. (17) kobay retinasinda IR hasarinda melatonin, E vitamini, ve
octreotid kullanmiglardir. IR grubuyla karsilagtinidiginda doku MDA sin1 sirasiyla
en fazla melatonin, vitamin E ve octreotid azaltmigtir. Boylece melatoninin vitamin
E den ve octreotidden daha giiglii bir antioksidan oldugunu tesbit etmiglerdir.
Bulgularimiz uyumludur.

Siu AW ve ark. (75), rat retina homojenatinda yaptiklari ¢aligmada
melatonin ve E vitamini kullaniminin lipid peroksidasyonu iiriinleri Gzerine anlamli
olarak olumlu yonde etki ettiklerini tespit etmiglerdir. Ancak melatoninin benzer
dozlarda vitamin E’den 7.2 kat daha etkili oldugunu tespit etmistir. Bu caligma
bulgularimizi desteklemektedir.

Baydas G ve ark. min yaptig1 ¢aligmada (8) streptozosin nedenli diabetus
mellitusta, melatonin ve E vitamininin kargilagtirmali . koruyucu etkilerini
caligmiglar, Melatoninin vitamin E den daha giigli bir koruyucu etkiye sahip
oldugunu gozlemiglerdir. Melatonin grubunda, kontrol grubuna gore beyin ve
bobrekte GSH-Px seviyesinde artig izlenmig, ancak E vitamini karacigerde daha
etkili bulunmustur. Melatoninin 6zellikle beyin ve bobrekte Vitamin E’den daha iyi
bir antioksidan ajan oldugu gozlenmigstir. Bizim ¢aligmamizda bobrek dokusu

lizerine melatoninin daha etkili oldugunu tespit ettik. Bulgulannmiz uyumludur.



SONUC:

Ratlarda deneysel olarak olusturdugumuz 60 dakikalik bobrek iskemi ve
reperfizyon hasarinda hasarlanmay1 azaltmak igin, (gerek histolojik gerek
biyokimyasal inceleme sonuglarinda) sirasiyla antioksidan olarak melatonin, PGE;,
ve E vitamininin etkili oldugu tespit edildi. Bu nedenle bébrek iskemi reperfiizyon

olaylarinda bu antioksidanlar i¢inde ilk tercih melatonin olabilir kanaatindeyiz.
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