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OZET

Deneysel Bobrek iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Agomelatin’in Etkilerinin
Arastirllmasi

Amac: Akut bobrek yetmezligi kazalar, iyatrojenik travma, renal vaskiiler
cerrahiler, aort klempaj1 sonucunda ortaya ¢ikan ve klinikte sik karsilasilan bir durumdur.
Bu calisma antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri kismen ag¢iklanmis, melatonin
analogu olarak tanimlanan agomelatinin deneysel bobrek iskemi/reperfiizyon hasarinda
koruyucu rol iistlenip tistlenmedigini belirlemek amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot: Calismada 60 adet Spraque Dawley cinsi erkek sigan
kullanildi (n=60). Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi, I/R grubuna ise 45
dk iskemi, 24 saat reperfiizyon uygulandi. I/R grubuna yapilan cerrahi girisimler Ago20
(K), Ago40 (K), Ago20 (U), Ago40 (U) gruplarindaki siganlara da uygulandi. I/R grubuna
hidroksietil seliiloz, diger gruplara ise agomelatinin 20 ve 40 mg/kg’lik konsantrasyonlari
iskemi Oncesi oral olarak uygulandi. Calisma sonunda bobrek dokusunda SOD, CAT,
GSH, GPx ve MDA analizleri, serum dokusunda ise iire, kreatin, IL-1p ve TNF-a
analizleri gergeklestirildi.

Bulgular: I/R hasarina bagl olarak serum dokusunda artig gosteren, IL-1, TNF-
a, lire ve kreatin seviyelerinin agomelatin uygulamasina bagli olarak azaldigi (p<0.05) ve
I/R hasarma bagli olarak bobrek dokusunda azalma saptanan SOD, CAT, GSH ve GPx
seviyelerinin agomelatin uygulamasina bagl olarak arttig1 goriildii (p<0.05). Ote yandan
I/R hasarina bagl olarak bobrek dokusunda artis gdsteren MDA seviyesinde agomelatin
uygulamasina bagl olarak azalma saptandi (p<0.05). Tim bunlarin disinda bobrek
dokusunda yapilan histopatolojik degerlendirmede hiicresel iyilesmelerin agomelatin
tedavisine bagh olarak olustugu goriildi (p<0.05).

Sonug: Bu calismanin sonuglart agomelatinin iskemi/reperfiizyonun indiikledigi
bobrek hasarina karsi antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisiyle koruyucu etkiye
sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi, Reperfiizyon, Oksidatif Stres, Serbest Oksijen

Radikalleri, Agomelatin
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ABSTRACT

Investigation of Effects of Agomelatine in Experimental Renal
Ischemia/Reperfusion Injury

Aim: Acute Renal Failure is clinically common situation caused by accidents,
iatrogenic traumas, aortic clamp. This study aimed to investigate if agomelatine, one of
melatonine analogues, which partially explained about its antioxidant and
antiinflammatory effects has any scavenging role in experimental renal
ischemia/reperfusion injury.

Material and Method: In this study 60 Sprague Dawley type male rats used
(n=60). Control group didn’t have any application. 45 minutes ischemia and 24 hours
reperfusion applied on I/R group. Same surgical procedure applied on Ago20 (K), Ago40
(K), Ago20 (U), Ago40 (U) groups. I/R group orally gavaged with hydroxiethylcellulose,
other groups orally gavaged with 20 and 40 mg/kg concentrated agomelatine before
ischemia. At the end of the study SOD, CAT, GSH, GPx and MDA parameters analysed
on renal tissue and urea, creatin, IL-13 and TNF-o parameters analysed with serum tissue.

Results: Depending on I/R injury increase of urea, creatine, IL-1p and TNF-a in
serum tissue decreased by agomelatine treatment (p<0.05). On the other hand a decrease
of SOD, CAT, GPx and GSH levels of renal tissue depending on I/R injury, increased by
agomelatine treatment (p<0.05). In addition decreased MDA levels of renal tissue showed
an increase with agomelatine treatment too (p<0.05).

Conclusion: These results demonstrate that agomelatine is protective as an
antioxidant and has scavenging free radicals effects against renal damage induced by
ischemia/reperfusion.

Key Words: Ischemia, Reperfusion, Oxidative Stress, Reactive Oxygen Species,

Agomelatine.
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1. GIRIS

Iskemi, kan akisinda bolgesel bir azalma veya kesilmeyi takiben viicudun bir
kisminin hipokside kalmasi ile olusur. Iskemi, hiicrede ATP sentezini azaltir ve asidoza
sebep olarak, toksik metabolitlerin hiicrede birikmesiyle sonu¢lanmaktadir. Akut bobrek
yetmezligi etiyolojisinde; kazalar, iyatrojenik travma, renal vaskiiler cerrahiler, aort
klempaj1 ve sistemik hipotansiyon gibi patolojiler yer almaktadir (1). Hiicrede olusan
toksik metabolitlerin siipiiriilmesi ve hiicre yenilenmesi i¢in gerekli olan yeniden kan
akimi geligkili bir sekilde iskemi kaynakli meydana gelen hasardan daha fazlasina sebep
olur (2). Renal iskemi/reperfiizyon hasar1 yliksek mortalite ve morbidite riski ile iligkili
bircok patolojik durum ile karsimiza cikabilmektedir. inflamatuvar yamit ve oksidatif
stres iskemi/reperfiizyon hasarini takiben organda kalic1 hasar birakmaktadir (3) aym
zamanda akut renal hasarin 6nemli bir nedenidir (4).

Iskemiyi takiben reperfiizyon hiicrede bir takim degisikliklere sebep olmaktadur.
Bu siireg; hiicrede ATP iretiminin baskilanmasi, memran fosfolipitlerinin
peroksidasyonuna onciilitk eden membran proteazlarinin ve fosfatazlarinin aktive olmast,
hiicre i¢i kalsiyum artis1 ile birlikte (SOR) olugmasi ve oksidatif stres tablosunun oturmasi
seklinde Ozetlenebilir (5). Aerobik canlilarin yasamlarini siirdiirmek igin kullanmak
zorunda olduklar1 oksijenin mitokondride suya doniistiiriilmesi sirasinda ¢esitli sebeplerle
oksijen kaynakli radikallere doniismesi ile olusan serbest radikaller son yoriingelerinde
eslenmemis elektron bulunduran karasiz yapilardir ve diger maddelerle tepkimeye girerek
kararl1 yapiya donmeye calisirlar. Bu bir denge halinde sorunsuz devam ederken bazi
kosullarda eslenme reaksiyonlar1 ger¢ceklesemez ve ¢ok sayida radikal olusur.
Antioksidan koruyucu mekanizmalar bu dengeyi ¢ogu zaman korurlar fakat denge bazen
bozulur ve fazla oksijenin elimine edilememesi ile oksidatif stres olusur. SOR’un
hiicreden siipiiriilmesinde major etkili hiicresel mekanizma O2’yi (Siiperoksid) H2O>’ye
(Hidrojen Peroksid) doniistiiren siiperoksit dismutaz (CuZnSOD ve MnSOD) ve H20-’yi
H20’ya indirgeyen katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerini igeren antioksidan enzim
sistemidir (6). Viicutta her hasar durumunda oldugu gibi akut renal hasara kars1 da doku
tamiri i¢in endojen antioksidan savunma sistemleri devreye girer. Yapilan ¢calismalarda
eksojen antiiflamatuvar antioksidan molekiillerinin de bu hasara kars1 etkili oldugu
bildirilmis olup, buna karsin hasarin yogun oldugu durumlarda bu koruyucu sistemlerin

yetersiz oldugu goriilmiistiir (7).



Calismamizda  bir melatonin  analogu olan agomelatinin  bobrek
iskemi/reperfiizyon hasarinda olasi antioksidan etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
Agomelatin bir melatonin reseptor (MT1/MT2) agonisti ve serotonin reseptor (5-HT2C)
antagonistidir (8). Agomelatin sirkadin bir antidepresan olup uyku verimini ve kalitesini
diizenleyen biyolojik ritim ile iligkili monoamin sistem disinda etkili ilk ajandir.
Yetigkinlerde 6zellikle depresyon tedavisi igin gelistirilmis ve duygu durum bozuklugu
ile anksiyete bozuklugu tedavisinde de potansiyel etkisi olan bir antidepresan oldugu
bildirilmistir. Agomelatinin melatonin reseptorlerine en az melatonin kadar yiiksek
affiniteli olmasindan dolayr melatonin benzeri etkileri olan hatta daha etkili 6zellikleri
barindiran bir analog oldugu c¢esitli ¢calismalarla kanitlanmistir. Melatoninin antitiimoral
ve antioksidan etkilerinin bulunmasi, agomelatinin melatonin benzeri bu potent
etkilerinin arastirilmasina zemin olusturmustur. Kontrolli kisa siireli ¢alismalarda
agomelatinin bir antidepresan olarak hizli etkili ve iyi tolere edilebilir 6zellikleri dikkat
cekici olmustur. SSRI (Selektif Serotonin Geri Alim Inhibitérleri) antidepresanlara gore
cinsel yagsam {izerinde daha az yan etkileri oldugu, yoksunluk ya da birakma sendromu
yasanmadigi, yliksek dozlarin kullaniminda bile bildirilen tek yan etkinin kisa siireli
somnolans oldugu saptanmustir. {lk gecis biyotransformasyonuna karacigerde ugrayan
agomelatinin yapilan caligmalarda kisa siireli karaciger enzim yliksekligine sebep
olmasindan dolay1 agomelatinin recete edilirken karaciger fonksiyon testi (KCFT) ile

enzim profili incelenmesi gerektigi bildirilmistir (9).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobregin Makroskopik Anatomisi

Bobrekler peritonun gerisinde yerlesimli koyu renkli goriiniimdeki fasulyeye
benzer organlardir (10). Bobreklerin viicuttaki yerlesimleri su sekildedir; sol bobrek on
ikinci torakal vertebra ile ti¢lincii lumbal vertebralar hizasinda, sag bobrek sol bobrege
oranla karaciger yerlesiminden dolay1 daha asagida bulunmaktadir. Yiizen kostalar olarak
da adlandirilan on birinci ve on ikinci kostalar ile bobrek iist kisimlar1 korunmaktadir.
Bobreklerin agirliklar: cinsiyete gore farkliliklar gostermekte olup; erkeklerde yaklasik
125-175 g kadinlarda ise yaklasik 115-155 g’dir. Vertikal uzunluklart 11-14 cm, ve
horizontal uzunlugu 6 cm olup, yaklasik 4 cm kalinligindadir. Ayrica her iki bobrek
sekillerini ve kendilerini korumaya yardimci olan yogun ve diizensiz bag dokusundan
olusan lifli bir kapsiil ile ¢evrelenmistir. Travmaya dayanikli bu kapsiil renal fasyayla
kaplanmis adipoz dokudan olusmustur ve bu fasya bobreklerin retroperitoneal bolgede
sikica tutunmasini saglamaktadir (11).

Bobreklerin dikey kesiti incelendiginde Sekil 1°de gosterildigi {lizere bobrek
dokusunda distan ige kapsula, korteks ve medulla géze carpmaktadir. Korteksten
medullaya inen diiz tubiillerin farkli uzunlukta olmasi ve diizenlenmesiyle olusan 8-18
adet konik sekilli meduller yapilara piramit ad1 verilir ve bu yapilar medullay: olusturur.
Bobrek piramidinin apikal boliimiine papilla ad1 verilir. Major kaliks ad1 verilen kanallar
pelvisin dig sinirmi olusturur ve her papillada tiibiillerden idrar toplayan daha kiigiik
kanallar olan minor kalikslere ayrilir. Pelvis, iireter duvarlar1 ve kalikslerin herbirinin
duvarlar1 idrarin miksiyon ile atilimima kadar saklandigi vesica urinaria’ya dogru

ilerlemesini saglayan kasilabilir yapidadir (12).
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Sekil 2.1. Bobreklerin ve tiriner sistemin genel organizasyonu (13).

2.2. Bobregin Mikroskopik Anatomisi

Her bir bobrek nefron adi verilen bobregin fonksiyonel en kiigiik islevsel birimi
olan yapilar icermektedir. Nefronlar; siiperfisiyal, midkortikal ve jukstaglomeriiler
nefronlar olmak iizere ii¢ tip olarak adlandirilmistir. Yapisal olarak glomeriilleri korteksin
orta ve dis katmalarinda yerlesimli olan siiperfisiyal ve midkortikal nefronlarin orani
%80-85 olup henle kulplar1 daha kisadir. %15°lik diger kisim nefronlarin glomeriilleri
korteks-medulla birlesim yerine yakin yerlesimli olup jukstaglomeriiler nefronlar olarak
adlandirtlir ve henle kulplar1 daha uzundur (10). Her bir nefron sivinin filtre edildigi

glomeriiler kapiller ag ve filtratin idrara dontistiiriildiigi bir tiibiil igerir (12).

2.2.1. Nefron

Bobrekler filtre edilen sivinin idrara donistiiriildiigii yaklasik 800.000 — 1.000.000
kadar nefrondan olusur (12). Nefronlar glomeriiler ve tiibiiler sistem olmak {izere baslica
iki kisimdan olusur. Afferent arteriyol ile efferent arteriyol arasinda bulunan 6zellesmis
bir kapiller yumak olan glomeriiller, tiibiiler sistemin baglangic1 olup Bowman kapsiilii
denilen yapinin igerisinde gomiilii haldedir. Sekil 2.2.’de nefronun mikroskopik yapisi
gosterilmektedir. Buna gore afferent arteriyol Bowman kapsiiliine girdikten hemen sonra
dallara ayrilir ve segmenter glomeriil yapisini olusturur. Glomeriiler kapiller ag afferent
arteriyoliin bu dallarindan meydana gelmektedir. Afferent arteriyoller Bowman kapsiilii

icinde Efferent arteriyoller’i de olusturduktan sonra kapsiilii terk eder. Hem afferent hem
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de efferent arteriyol, endotellerinde bulunan diiz kas hiicreleri sayesinde bir¢ok vazoaktif
uyarana cevap verebilen kasilma 6zelligi sergilerler. Ozellikle afferent arteriyol lokal
myojenik mekanizmalara sahip oldugundan otonomik olarak kasilabilme yetenegine
sahiptir (10).

Epitel hiicreleri ile ortiilii olan Glomeriil kapillerleri Bowman kapsiili ile
cevrelenmistir. Filtrat, Glomeril kapillerden Bowman kapsiilii i¢ine akar ve proksimal
tiibiil ile bobrek medullasinin derinliklerinde bulunan Henle kivrimina geger. Sekil 2.2°de
peritiibiil kapiller ile sikica ¢evrelenmis olan Henle kivriminin inen ve ¢ikan kolunun
distal ucu, duvarlarmin ince olmasindan dolayr Henle kivriminin ince kismi olarak
adlandirilir. Henle kivrimi kortekse dogru doniis yaptiktan sonra duvarlar1 kalinlagir ve

Henle kivriminin ¢ikan kolunun Kalin kismi olarak adlandirilir (11).
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Sekil 2.2. Bobrek kesiti ve nefronun mikrodolagimi (12).

Henle kivriminin ¢ikan kalin kolunun son kisminda Makula Densa ad1 verilen
Sekil 2.3.’te gosterildigi gibi yerlesimli 6zellesmis epitel hiicreleri bulunmaktadir.
Makula Densa jukstaglomeriiler hiicrelerden renin salgilanmasini uyaran sodyum ve
klora duyarli hiicrelerden olusmaktadir ve glomeriiler filtrasyonu diizenleyen onemli

mekanizmalardan biridir (11).
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Sekil 2.3. Makula densa 6zellesmis hiicrelerinin yerlesimi (12).

Makula densaya ulasan filtrat daha sonra bobrek korteksindeki distal tiibiile ulasir
ve buradan korteksin toplayici tiibiillerine geger. Korteksin toplayici kanallarinin
proksimal uglar1 birleserek medullanin toplayici kanallarini olusturur ve sonunda bobrek
papillasinin tepesi araciligi ile bobrek pelvisine bosaltilir. Her bobrekte idrar toplayan
4000 nefrondan olusan yaklasik 250 adet toplayict kanal bulunmaktadir.

Nefron bobrek kiitlesinin i¢cinde bulundugu derinlige bagl olarak bazi farkliliklar
gosterdigi daha onceki boliimde agiklanmisti. Bu nefronlardan glomeriilleri korteksin dis
kisminda yerlesimli olanlara korteks nefronlar1 denir ve medulla i¢inde ¢ok kisa mesafeye
inen Henle kivrimlart vardir. Nefronlarin yaklagik tigte birinin glomeriilleri korteksin
derin kisimlarinda medullaya yakin yerlesimlidir. Bunlar jukstamedulla nefronlaridir.
Jukstamediiller nefronlarin Henle kulbu medullanin derinliklerine iner ve bazen de
bobrek papillasinin tepesine kadar uzanip vaskiiler diizeni korteks nefronlarindan
farklidir. Korteks nefronlarinin biitlin tiibiil sistemi yogun peritiibiil kapiller ag ile
cevrelenmistir. Jukstamediil nefronlarinin glomertillerinden ayrilan uzun eferent
arteriyoller dis medullaya kadar uzanir ve medullanin derinliklerine dogru Henle kivrimi
ile vaza rekta adi verilen 6zel bir peritiibiiler kapiller ag olusturur. Henle kivrimi gibi vaza

rekta da kortekse dogru doner ve korteks venlerine dokiiliir (11, 12, 13).



2.3. Sican Bobreginin Anatomisi

Unipapiller yapida olan sigan bobregi 1 adet papillaya sahiptir ve insan bobregine
kiyasla ¢ok daha kii¢iik olup renal tiibiil icerigi de daha azdir. Meduller kiitlesinin
korteksine orani insaninkine yakindir ve bu oran sigan bobreginde 1:2° dir. Sigan
bdbreginin pelvisi ¢ok daha kii¢tik bir tiriner bosgluga sahip ve pelvisi daha basit yapidadir.

Sigan bobreginin mikroskopik farkliliklar1 6zellikle nefron sayisinda goze
carpmaktadir. Sican bobreginde yaklasik 30000 nefron bulurken bu say1 insanda 800.000
adettir. Boyutsal olarak karsilastirmasinda sigan bobregi insan bobreginden ¢ok daha

kiiclik yapida olup ortalama 1.6 X 1 X 0.9 cm’dir (13).

2.4. Bobrek Fizyolojisi

2.4.1. Renal Dolasim

Her bobrek abdominal arterden direk dal alan bir renal arter ile kanlanir. Insanlarin
yaklagik dortte birinde her iki tarafta iki renal arter bulunur, ¢ogunluk tek bir renal arter
her iki bobregi beslemektedir. Vendz drenaj inferior vena cavaya genelde tek bir renal
venden gerceklesir. Bu damarlar iireterlerle birlikte bobregin orta diizeyinde bulunan ve
hilum denilen bir girinti ile bobrege girerler. Bobreklerin yerlesimine bagli olarak aorta
ve vena cavaya gore konumlar1 nedeniyle sag bobrek daha uzun renal artere sahip iken;
sol bobrek daha uzun bir renal vene sahiptir. Renal arter bobrege girdikten sonra ¢ok
sayida kortexe dogru yayilan interlober artere ayrilir. Kortikomediiller baglanti sinirini
takiben interlobar arterler arkuat arterlere ayrilirlar. Arkuat arterler korteksin dis
tabakasina dogru dallanan birgok interlobular artere ayrilir. Afferent arteriyoller
interlobular arteriyollerden koken alirlar ve glomeriiler kapillere kan akigini saglarlar.
Glomeriiler kapilleri efferent arteriyoller daha sonra da peritiibiiler kapillerler takip eder.
Bobrekler kardiyak out-put’un beste birini alan oldukg¢a vaskiilerize organlardir. Afferent
ve efferent arteriyollerin kilcallarinin olusturdugu glomeriiler kapiller agda kanlanma ile
bir hidrostatik basing olusur (14). Peritlibiiler kapillerler arteriyollere paralel seyreden
venoz sistem damarlarina bosalirlar. Sirasi ile interlober ven, arkuat ven, interlobiiler ven
ve sonunda renal arterin ve iireterin yanindan bobregi terk eden bobrek venine

bosaltilarak renal dolasim sistemini olustururlar (15).



2.4.2. Bobrek Kan Akimi

Bobreklerin toplam kan akisi dakikada yaklasik 1100ml yani kardiyak outputun
%20’si kadardir. Dakikada 100 g doku basma yaklasik 300-400 ml kan akisi
gerceklesmektetir ve bu oran gram doku bagina beynin 5 kati, kalbin ise 4 kat1 kadar bir
akimdir. Kan akimi bobrek yiizeyi boyunca metabolik aktivite ile orantili olarak esit
sekilde dagilmaz. Ornegin kortekse, metabolik aktivitesi en diisiik segment olmasina
ragmen kan akimimin %90’1, daha aktif yer olan medullaya ise sadece %10’u
ulagsmaktadir. Sonug olarak kortekse ulasan kan akimi oksijen iiretimi igin iist diizey
perflizyona sahip iken i¢ medulla bu ihtiyaci diisik kan akimi dolayisiyla zor
karsilayabilmektedir.

* Korteks Kan Akimi - 500ml/ dk /100g

* D1s Medulla Kan Akimi - 100ml/ dk /100g

« I¢ Medulla Kan Akimi — 20ml/dk/100g

Kortekse dogru bu ¢arpict kan akimi farki glomeriil filtrasyon hizinin optimal

olmasini ve glomertiler filtrasyon oraninin en iyi sekilde olmasini saglamaktadir (14).

2.4.3. Glomeriil ve Fonksiyonu

Bobregin filtreleme elemant olan glomertil iki dayanikli damar arasina yerlesik
Ozellesmis kapiller yumagidir. Sekil 2.4°te goriildigii tizere bu kapillerler Bowman
kapsiilii icinde bulunurlar ve interstisyel doku ile ¢evrili olmayan viicuttaki tek kapiller
yatak olma ozelligine sahiptirler. S6z konusu kapiller {iinitelerde akimin devam
ettirilebilmesi i¢in 6zellikli destek yapilar gerekmektedir. Aslinda filtrasyonun major
komponentlerinin hepsi diger kapiller yataklar ile karsilagtirildiginda benzersizdir.
Glomeriiler filtrenin proksimal komponenti 70-100 nm ¢apinda fenestrali endotel
yapidadir. Bu hiicreler kapiller akiminin liimen ydniinde akmasini saglar ve filtrasyona
izin verir. Filtrenin ikinci bileseni glomeriiler bazal membrandir ve tip-4 kollajen,
laminin, fibronektinler ve proteoglikanlar gibi ekstraselliiler proteinlerle kompleks bir ag
olusturur. Glomeriil filtrenin distal kism1 visseral epitel hiicrelerden veya podositlerden
olusur. Bu olaganiistii hiicreler filtrasyon diyaframinin olugsmasina yardimei olur ve
serbest kilcal halkanin yapisini korumasinda destek goérevi goriir. Ugiincii hiicre tipi

mezengial hiicreler olup glomeriiler kiimenin biitiinliigline ve filtrasyonun dinamik



yapisina katkida bulunur. Bu essiz yapt modifikasyondan once visseral ve pariyetal

hiicreler tarafindan tiibiile ilerleyen primer glomeriiler olusumuna izin verir (16).

Efferent
Arteriyol

Sekil 2.4. Glomeriiler kapiller yapis1 (15).

2.5. Iskemi/Reperfiizyon Hasar

2.5.1. iskemi

Iskemi, dokunun cesitli nedenlerle (gesitli vaskiiler cerrahiler, transplantasyon,
stireli kan akiminin blokaj1 gibi) hipokside kalmas1 ve hipoksik doku hasar1 ile meydana
gelen patolojik bir siire¢ (17) olup hiicrede ATP iiretiminin azalmasina veya durmasina,
hiicrenin fonksiyon bozukluguna hatta apoptozise kadar ilerleyebilen toksitlerin
birikmesi ile karakterize birtakim biyokimyasal reaksiyonlarin baglamasina neden olan
bir durumdur (18). Iskemik siirecte dokuya gelen kan akiminin azalmasi basta oksidatif
fosforilasyonu durdurarak ATP {iretimini yavaslatir. ATP {iretiminin azalmasiyla

sodyum-potasyum ATPaz pompasi inhibe olur ve hiicre i¢inde sodyum ve kalsiyum



konsantrasyonu artar ki hiicre i¢i kalsiyum artig1 hiicre i¢in son derece sitotoksiktir.
Hiicrede ATP azalmasi ile asidoz gelisir ve iskemi siiresine bagli olarak reperfiizyon
doneminde azalmis olan ATP depolar hiicreyi korumakta yetersiz kalir. Reperfiizyon
sirasinda oksijen depolar1 yenilense de reaktif oksijen radikalleri olusur ve
proinflamatuvar notrofiller iskemik dokulara infiltre olarak iskemik hasar1 siddetlendirir
(19).

Major patolojik olaylar iskemi/reperfiizyon kaynaklidir. Kan destegi belirgin
sekilde azaldiginda veya tamamen kesildiginde, iskemik hiicreler anaerobik
metabolizmay1 ATP {iretmesi i¢in uyarir. Ancak bu beklenti hiicresel asidoz ve metabolik
ihtiyacin karsilanamadig yetersiz ATP firetimi ile sonuglandgindan neticede iskemiyi
takiben hiicre disfonksiyonu, sonrasinda 6limi ile birlikte doku veya organ kaybi

gelisebilmektedir (20).

2.5.2. Reperfiizyon

Iskemik dokuya yeniden kan akimi olmasi veya saglanmasi dokuda iskeminin
olusturdugu hasardan daha fazlasina sebep olur. Bu siire¢ reperfiizyon olarak adlandirilir
ve olusan hasara iskemi/reperfiizyon hasari denir (21). Iskemi reperfiizyon (I/R) hasari
dakikalardan saatlere varan gelisim siirecinin molekiiler sinyal yollar1 perspektifinden
tam olarak acgiklanamamig 6nemli bir patolojik fenomendir. Bir ¢alismada pratik bakis
agisindan I/R siireci 3 faza ayrilmistir; Faz-1 hasarin olusmasiyla saniyelerden dakikalara
kadar gerceklesen ve fosfolipaz aktivasyonunun, intraselliiler kalsiyum, eikozanoidler,
diger lipit molekiilleri, protein kinazlar, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve P-selectin
gibi adhezyon molekiillerinin 6n formlarinin sebep oldugu degisikliklerin gergeklestigi
siireg. Faz-2: I/R sonras1 dakikalardan saatlere kadar gegen siire¢ olup inflamatuvar
sitokinlerin (TNFa, IL-1) protein sentezinin aktif transkripsiyonun gergeklestigi ve
memrandan kinazlarin aktive olacagi sitoplazmaya dogru sinyallerin gonderildigi ve
transkripsiyon faktorlerinin  aktivasyonu i¢in c¢ekirdege sinyallerin gonderilip
inflamatuvar evrenin basladig1 boliimiidiir ve faz-3: birkag saatten giinlere kadar olan I/R
stirecidir ve molekiiler kronik savunma mekanizmalarindan IL-10 tipi antiinflamatuvar
sitokinlerin, ge¢ adhezyon molekiillerinin ve TGF-B gibi diger biiyiime faktorlerinin
ortaya cikmasiyla iliskili olan fazdir. Bu fazla birlikte I/R nin molekiiler siireci
tamamlanmis olur (22). Farkli g¢aligmalar iskemik periyod sonrasi reperfiizyonun

hipoksik organ dahil bircok dokuda hasara sebep oldugunu géstermistir (23). Iskemiyi
10



takiben reperfiizyon sonrasinda, ATP iiretiminin azalmasi ve oksidatif fosforilasyonun
disfonksiyonu, membran lipitlerinin peroksidasyonuna Onciililk eden proteazlarin ve
fosfatazlarin asir1 aktivasyonu, serbest oksijen radikallerinin hiicrede artmasi ile
sonuclanir ve oksidatif stres olusmasina neden olur. Iskemi sirasinda kiiciik oranda
serbest radikal olusmaktaysa da, reperfiizyon doneminde dokunun yeniden
oksijenlenmesi daha biiylik miktarda serbest radikal olusturarak hasari arttirmaktadir
(24). SOR iskemi-reperfiizyon hasarinda kritik bir rol oynar (25). I/R hasarinin
patogenezine yoOnelik bir¢ok aciklama bulunmaktadir fakat tedavisi ile ilgili ¢alismalar
kisithdir. Renal iskemi hiicresel disfonksiyon ve nekroz gibi bir dizi olay baslangicina
sebep olur, bunu takiben reperfiizyon apoptoz ve nekroz ile sonuglanan doku hasarini
beraberinde getirir. Renal hiicrelere yonelik iskemi/reperfiizyon hasari multifaktoriyel
sonuclar dogurabilmekte ve zeminde hipoksi, inflamasyon ve serbest radikal hasar1 yer
almaktadir. Yiiksek seviyelerde serbest oksijen radikalleri bu hasarin gelisiminde kritik
bir rol oynamaktadir (26). Reperfiizyon doneminde olusan hasarda, hiicre igine oksijen
girisi ile hizla miktarlar1 artan SOR tiirevleri zar lipitleri, proteinler ve niikleik asitlere
ciddi zararlar vermektedir (27). Bu hasarin siddeti iskemi siiresince artmakta ve
reperfiizyon ile birlikte dokular iskemiden daha fazla hasarli hale gelmektedir (28).
Iskemik dokularin reperfiizyonu mikrovaskiiler disfonksiyon ile karakterize olup endotel
bagiml arteriyol dilatasyonu, artmis sivi filtrasyonu, kapillerlerde 16kosit birikmesi ve
postkapiller veniillerde 16kosit ve plazma proteinlerinin degisimi sonucu extravazasyon
gelismesi ile iligkilidir. Reperfiizyonun baslangi¢ safthasinda mikrosirkiilasyonun aktif
endotel hiicrelerinin her segmenti cok miktarda oksijen radikali iiretir. Endotel hiicrelerde
gelisen siiperoksid ve nitrik oksid seviyelerindeki dengesizlik inflamatuvar ajanlarin
(TNF, PAF) salinimina sebep olur (29) ve dokulardan metabolik maddelerin alinmasi ve
dokulara verilmesi engellenir. Bobrekte de bir¢ok dokuda oldugu gibi iskemiye oksijen
yoklugu eslik eder ve kollateral akimin kompanse edemeyecegi kritik bir sonug ortaya
cikar (30). Inflamatuvar komponentler IL-1 ve TNFa, dis medullada vaza rektada
notrofillerin birikmesine sebep olmaktadir ve meydana gelen vaskiiler tikaniklik renal
iskemiyi siddetlendirmektedir ve ¢ogu zaman geri doniisiimsiiz fonsiyon kayiplarina

sebep olabilmektedir (31).
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2.6. Oksitadif Stres

Oksidatif stres SOR ve antioksidan koruma arasindaki dengedeki bozulma olarak
tanimlanir (32). Oksijenin biyolojik sistemler iizerinde hem pozitif faydalar1 hem de
potansiyel zararlt yan etkileri olmasindan olayr Janus gaz olarak anilir. Reaktivite
oksijenin yliksek enerjili elektron transferine katilmasina izin verir boylece oksidatif
fosforilasyon ile ¢cok miktarda ATP iiretilmesine katkida bulunur. Kompleks multiselliiler
organizmalarin gelisimi acisindan bu aktivasyon ¢ok dnemlidir fakat beraberinde protein,
lipit veya DNA gibi herhangi bir biyolojik molekiile saldirma egiliminde olmaktadirlar.
Viicudumuz aslinda SOR tarafindan siirekli oksidatif saldir1 altindadir. Kompleks bir
sistem olan antioksidan savunma bu saldir1 riskini siirekli dengede tutmaya ¢alisir. Bazi
durumlarda bu denge oksijen toksisitesi nedeniyle (33) ayrica normal antioksidan
kapasitenin zorlanmastyla hiicrelerde asir1 miktarda SOR birikmesiyle bozulmaktadir.
Internal (katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz) ve external (tokoferoller, askorbik asit
ve glutatyon) antioksidan mekanizmalar reaktif maddelerin konsantrasyonunu kontrol
edemezler ise, oksidatif stres proteinlere, lipitlere ve DNA’ya zarar verir sonugta
sitotoksisite, genotoksisite ve hiicre proliferasyonu ile karsinogenezise Onciililk
edebilecek hasara neden olur. Boylece oksidatif stres 1; ksenobiyotiklerin olusmasi, 2;
immiin sistem aktivasyonuna bagl olarak inflamatuvar ajanlarin tiretilmesi ile sonuglanir
(34). Ilaglar, kemoterapik ajanlar, besin katki maddeleri ve gevresel kirletici maddeler
gibi ksenobiyotikler viicudumuz i¢in yabanci kimyasal bilesenlerdir ve hiicrelerdeki
oksidatif stressin artmasina sebep olan serbest oksijen radikalleri {iretirler (35).
Inflamatuvar mediyatorlerden 6zellikle TNF-o ve IL-1pB hiicresel disfonksiyona sebep
olan serbest oksijen radikallerinin salinimina yiiksek oranda katkida bulunmalari

dolayisiyla oksidadif stresin onciiliidiirler (36).

2.7. Serbest Oksijen Radikalleri

SOR elli yili agkindir proteinlere, lipitlere ve niikleik asitlere saldiran zararh
yapidaki bilesikler olarak bilinen (37) ve oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu
olusan zararli radikallerdir (38). Oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallerin
diyabetes mellitus, Multiple Skleroz, Parkinson ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklari, katarakt, romatoid artrit ve meme,

akciger ve mesane gibi c¢esitli kanser tiplerinin olusumundan sorumlu oldugu
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bilinmektedir (39). SOR mitokondriyal oksidatif metabolizma sonrasi ksenobiyotiklere,
sitokinlere ve bakterilere yonelik hiicresel bir yanit olarak {iretilir. Oksidatif stres
hiicrenin verebilecegi antioksidan yanitin ¢ok iistinde SOR ve oksidanlarin aktivitesi
dolayisiyla olusur ve makromolekiiler hasarlar vererek diyabet, ateroskleroz, kanser,
norodejeneratif hastaliklar ve yaslanma gibi sonuglara sebep olur (40). En yaygin olarak
bilinen SOR bilesikleri siiperoksid anyonu (O2), hidroksil radikali (OH") ve nonradikal
oksidanlardan hidrojen peroksit (H20) ve singlet oksijendir (10?) (41). Reaktif oksijen
metabolitleri yani siiperoksit radikalleri (O2-) oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesi
ile olusur ve siiperoksid dismutaz enziminin katalize ettigi dismutasyon reaksiyonu ile bir
superoksit radikali, oksijene yiikseltgenirken bir bagka superoksit radikali ise hidrojen
peroksite (H20.) indirgenir (42). Superoksid Elektron Transport Siklusunun (ETS) I ve
[IT’lincti kompleksinden kaynaklanir ve dncelikle anyon formunda ¢ok giiclii bir sekilde
mitokondriyal membran1 gegme egiliminde olup (43) ¢ok giiclii bir oksidan degildir fakat
bircok diger reaktif oksijen radikalinin 6nciiliidiir ayn1 zamanda oksidatif reaksiyonlarin
yayilimina katkida bulunur. Molekiiler oksijen iki yonlii ve dis orbitalinde iki elektron (e
) bulunduran bir radikaldir. Bu iki e”’nun ayn1 yériingede oldugu i¢in, oksijen bir kerede
sadece bir e ile reaksiyona girebilir. Bundan dolay1 iki elektronlayken kimyasal bagda
fazla reaktif degildir. Diger taraftan bu eslesmis iki elektron yoriingesini degistirirse
(singlet oksijen) ortaya ¢ikan radikaller 6zellikle ¢ift bagli elektronlarla olmak tizere diger
elektronlarla hizlica esleserek giiglii birer oksidan bilesigi olustururlar. Bir seferde bir
elektron tarafindan oksijenin indirgenmesi ile nispeten kararli ara tirtinler olusturulur. Oz
, Oksijenden bir €™ indirgenmesi ile olusur ve SOR’un onciiliidiir ayn1 zamanda oksidatif
reaksiyonlarin ara iriiniidiir. O2” spontan olarak veya siiperoksid dismutaz tarafindan
katalizlendigi bir reaksiyon ile dismutasyonu sonucunda hidrojen peroksidi (H20>)
olusturur ve H20O> de tamamen suya (H20) ya da kismi olarak kuvvetli oksidanlardan olan
hidroksil radikaline (OH") dontistiiriiliir (44).

Intraselliiler SOR iiretiminin biiyiik cogunlugu mitokondriden kaynaklanmaktadir.
Sekil 2.5’te mitokondriyal SOR {iiretimi goriilmektedir. Buna gore stiperoksid radikalleri
elektron transport zincirinin kompleks I (NADH dehidrogenez) ve kompleks 111 (ubikinon
sitokrom c rediiktaz) olarak adlandirilan iki major bolgesinden kaynaklanir. Elektronlarin
kompleks I veya II’den koenzim Q veya ubikinona transferi koenzim Q’nun
yiikseltgenmis (QH2) formuna doniismesiyle sonuglanir. Yiikseltgenmis QH2, Q

¢cemberinde koenzim Q’yu yari1 kararsiz bir anyona doniistiiriir (Q). Olusan Q’elektronlari
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stiperoksid radikal olusumuna yol acan molekiiler oksijene transfer eder. Siiperoksid

iretimi enzimatik olmadigindan metabolizma arttikga SOR tiiretimi artar (45).

Membranlar

Arasi Bosluk Cyte
Mitokondriyal g ¢ s g
Membran | _— ¥ 3 3
Matriks

Sekil 2.5. Mitokondriyal SOR iiretimi (39).

Serbest radikallerin viicudumuzda DNA ve RNA’ya, proteinler, karbonhidratlar
ve membran lipitleri lizerine etkileri su sekilde agiklanabilir:

Deoksiriboniikleikasit (DNA): SOR bilesikleri, oksidatif hasara neden olarak
niikleik asitlere zarar verir (39). Bu bilesikler DNA i¢eren biyomolekiiller ile reaksiyona
girer. Oksidatif DNA hasar1 yaglanma, karsinogenezis ve mutagenezisden sorumludur.
Hasar mekanizmasi karbon-merkezli seker radikallerinin ve OH™ veya H’nin ve ek bazi
heterosiklik baz radikallerinin olusumunu i¢ermektedir. Bu radikallerin bagka
reaksiyonlar1 daha fazla bilesigin olusmasina sebep olur (46). Mitokondriyal DNA
SOR’un kaynaklandig1 merkeze yakinligindan dolay1 ¢ekirdek DNA’sina oranla zarardan
daha c¢ok etkilenir. OH" radikali piirin ve pirimidin gibi DNA komponentlerinin
tamamiyla direk reaksiyona girer ve DNA’daki tek ve ¢ift sarmalli kopmalara sebep olur
(39).

Riboniikleikasit (RNA): SOR viicuttaki ¢esitli RNA molekiillerine saldirabilir.
RNA DNA’ya oranla tek sarmall1 yapida olmasi, SOR iiretim kaynagima DNA’dan daha
yakin yerlesimli olmasi ve DNA’da oldugu gibi oksidatif hasara yonelik iyilestirici
mekanizmalarin azligindan dolay1 oksidatif hasara daha egilimlidir. 7. 8-dihydro-8-oxo-

guanosine (8-0x0oG) RNA hasarinda en ¢ok ¢alisilan hasar tiriiniidiir ve patolojik olarak
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bu deger Alzheimer ve Parkinson hastaliginda, aterosklerozda, hemokromatozisde ve
myopatilerde yiiksek seviyelerde bulunmustur (39).

Proteinler: Normal metabolizma sirasinda ve oksidatif stres sonucunda {iretilen
yiiksek reaktif oksijen radikalleri proteinleri okside eder. Proteinlerin oksidasyonu
aromatik gruplarin ve alifatik amino asit yan zincirlerinin hidroksilasyonu, ve bazi amino
asit koklerinin karbonil tiirevlerine doniislimiine neden olur ayrica capraz bagh
proteinlerin olusumu ve polipeptit zincirinin kirilmasina da neden olarak alkoksil
radikallerinin olusumu ile sonuglanir. Okside proteinlerin seviyesinde yaslilik ile birlikte
bir artis olmasi protein oksidasyonunu engelleyen etmenlerin de yasam siiresini uzattigi
belirlenmistir Protein oksidasyon iiriinlerinin asir1 iiretiminin diyabet, ndrodejeneratif
hastaliklar, kalp ve damar hastaliklar1 ve yashlik basta olmak iizere bir¢ok sayida
hastalikla ilintili oldugu bildirilmistir (47).

Membran Lipidleri: Lipitler 6nemli bir enerji kaynagidir ve hiicre
membranlarinin, sinir dokularinin yapisinda bulunurlar. Ayrica termal ve elektriksel
yalitkan olarak gdrev almalar1 ve lokal hormonlar gibi davranmalarindan dolayi viicutta
cok 6nemli gorevleri olan heterojen grup bilesenlerdir. Sadece yiiksek enerji kaynagi
olduklari i¢in degil ayn1 zamanda dogal besinlerin igerdigi yagda ¢dziinen vitaminler ve
esansiyel yag asitleri igerdikleri i¢in de degerlidirler.

Lipitlerin beta oksidasyonu ile enerji iiretilir ve solunum zincirinde farkli
dokularin mitokondrilerinde oksijen suya indirgenir. Lipitler enerji serbestlenmeden
okside edilirse oksijen molekiiliiyle direk reaksiyona girdiginde ansature lipitlerin yapisi
bozulur. Bu siirece lipit peroksidasyonu denir ve serbest radikaller tarafindan katalizlenen
reaksiyon dizisine oksijen molekiiliiniin eklenmesi ile gerceklesir (48). Son yillarda
lipitlerin oksidasyonu ya da lipit peroksidasyonu yetigkin veya ¢cocuklarda goriilen birgok
patogenezinde etken olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Hidroksil ve hidrojen peroksid
radikalleri poliansature yag asitlerin membranlarina saldirir. Membran lipidlerinin
hasarlanmasi ve bu tiir lipid peroksidasyon reaksiyonlarinin son {iriinleri, hiicrelerin, hatta
dokularin canlilig1 i¢in 6zellikle tehlikelidir. Katalaz, siiperoksid dismutaz ve vitamin A
ve E gibi antioksidanlar savunma mekanizmas:t olarak lipit peroksidasyonunu
engelleyebilirler, fakat bazi durumlarda yetersiz kalirlar. Lipit peroksidasyonu
kendiliginden ilerleyen bir zincir reaksiyonu oldugundan dolayr sadece ilk birkag lipit
molekiiliiniin oksidasyonu bile énemli bir hasara sebep olabilir. Lipit peroksidasyonu
ateroskleroz, astim, parkinson, bobrek hasari, preeklempsi gibi birgok hastaligin etkeni

olarak goriilmektedir (49).
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Karbonhidrat: Karbonhidratlarin oksidasyonunu gelismis glikasyon son
tiriinlerinin (AGEs) birikimi baslatir. Bu molekiiller basit sekerlerden daha reaktiftirler ve

artmis vaskiiler permeabiliteyi de igeren bir dizi patolojik etkileri bulunmaktadir (50).
2.8. Antioksidanlar

Antioksidanlar oksidasyonu durdurabilen veya geciktirebilen maddelerdir (51).
SOR f{iretimi aerobik organizmalarin yasaminda normal bir siiregtir. Fizyolojik sartlar
altinda bu zararli maddeler antioksidan vitaminler, proteinler, non-protein tiyoller ve
antioksidan enzimler gibi hiicresel antioksidan sistemler tarafindan yok edilirler (52).
Genellikle viicuttaki bir antioksidan ii¢ farkli seviyede ¢alisir, bunlar; (a) 6nleme; SOR
tiretimini minimumda tutma 6rnegin desferrioksamin reaksiyonu, (b) Durdurma; askorbik
asit ve alfatokoferol gibi katalitik ve non-katalitik molekiiller ile SOR’u temizlemek, (C)
onarma; glutatyon gibi zarar gérmiis hedef molekiilleri onarmaktir (53). Insan viicudu
oksidanlarin etkilerini dengelemek i¢in ¢esitli antioksidanlarla donatilmistir ve bu
antioksidanlar endojen ve eksojen olarak iki ana gruba ayrilir (54). Endojen ve eksojen
kaynakl1 olabilen antioksidanlardan endojen kaynakli olanlar enzimatik ve nonenzimatik

olarak iki alt grupta siniflandirilabilir.

2.8.1. Endojen Antioksidanlar

2.8.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve
Glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik antioksidanlardir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz siliperoksid dismutasyonunu

katalizleyen bir enzimdir.

0, +0,+ +2H+_ SOD _ H,0,+0,

Sekil 2.6. SOD enzim aktivasyonu.
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Sekil 2.6’da gosterilen reaksiyon SOD’un, siiperoksit anyonunu (O™ ), hidrojen
perokside (H202) ve oksijene doniisiimiinii katalize ettigini gotsermektedir. SOD bu
aktivitesiyle serbest radikallerin etkisini azaltmaktadir (55).

SOD kanda ii¢ sekilde bulunur; bakir ve ¢inko igeren enzimleri stoplazmada,
manganez (Mn) icerenler ise mitokondride bulunur. Ugiincii tip extraselliiler yerlesimlidir
(56). CuzZnSOD tiim memeli hiicrelerinde sitoplazmada bulunur ve her biri aktif iki
protein bileseni olan katalitik bakir ve ¢inko atom i¢eren molekiiler agirligi 32 000 kDa
olan bir tipidir. MnSOD hemen hemen tiim hiicrelerin mitokondrilerinde bulunur ve 40
000 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahiptir. Her biri tek bir manganez atomu iceren dort
protein alt biriminden olusur. MnSOD’un aminoasit dizilimi CuZnSOD’unkine
benzemez ve siyanid tarafindan inhibe edilemez. Ekstraselliler SOD (EC-SOD)
CuZnSOD’dan farkli olarak Cu ve Zn atomlar1 igerir ve sadece fibroblastlar ve
endoteliyal hiicreler gibi bazi hiicreler tarafindan sentezlenir ayrica hiicre yiizeyinde
heparan siilfata baglanir. EC-SOD ekstraselliiler sivilarda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur ve heparin enjeksiyonunu takiben vaskiiler endotel i¢ine yayilir. EC-SOD endotel
kaynakli gevseme faktoriiniin (nitrik oksid) plazmada superoksid tarafindan nétralize
edilmesinden dolay1 vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde gorev alabilir (57).

Katalaz (CAT): Katalaz (EC 1.11.1.6) esasen memeli hiicrelerinin
peroksizomlarinda bulunan bir enzimdir. Her biri aktif merkezinde bir hem grubu ve
NADPH igeren, tetrahedral alt birimden olusan bir tetramerik enzimdir. Katalaz H>O-
konsantrasyonuna  bagli olarak iki enzimatik  aktiviteye sahiptir. Eger
H202konsantrasyonu yiiksek ise katalitik olarak gorev yapar 6rnegin H202’ yi H2 ve
O2’ye katalitik reaksiyonla pargalar. H2O2konsantrasyonu diisiik ise etanol, metanol,
fenol gibi hidrojen vericisi olabilecek bir molekiil varsa eger katalaz peroksidik
davranarak H2O2’nin substratint okside ederek ortadan kaldirir (peroksidik reaksiyon)
(58). Sekil 2.7 hidrojen peroksitin (H202 ), CAT enzim etkisiyle H.O ve Oz’ye
indirgendigini gostermektedir (59).

katalaz

H:0: H:0+ % 03

Sekil 2.7. CAT enzim aktivasyonu.
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Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz serbest radikalleri
temizleme kapasitesine sahip bir antioksidan enzimdir. Bu da lipid peroksidasyonunun

Onlenmesine ve hiicre i¢i homeostazinin yami sira redoks dengesinin korunmasina

yardimci olur (60).
SOoD GPx
0, = H_,Gf ﬂl o
GSH GSSG
Ghutatvon Rediiktaz

Sekil 2.8. GPx enzim aktivasyonu .

Sekil 2.8 GPx enzim aktivasyonunu gostermektedir. GPXx GSH molekiiliinden
hidrojeni alarak bir GSSG ve H20 olusturmak tizere H2O2’nin indirgenmesini sagladigi
goriilmektedir. Buna gore SOD enziminin katalizledigi stiperoksid radikalinin H202’ye
dismutasyonu sonucu fenton reaksiyonuyla daha reaktif olan OH™ radikaline hizla
dontismesini engelleyen GPx, H202’yi hizla suya doniistiirerek ortamdan siipiiriilmesini
saglamaktadir (61).

GPx selenyum bagimli hidroperoksidaz diizenleyici enzimler olup H20> ve yag
asitleri hidroperoksidazinin diizenlenmesine katkida bulunur (62) ve H20?’yi suya, yag
asitlerini lipit alkollerine doniistiiriir ayrica glutatyonu glutatyon disiilfide okside eder.
Indirgenmis glutatyon vaskiiler redoksun diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. GPx
aktivitesinin veya glutatyon seviyesinin yetersizliginde hidrojen peroksit ve lipit
peroksitleri detoksifiye edilemezler ve sirasiyla OH™ radikallerine ve lipit peroksil
radikallerine ~ dondstiiriiliirler.  GPx/glutatyon  diisiik seviye oksidatif stresin
azaltilmasinda en 6nemli koruma sistemi olarak diisiiniilebilir (63).

Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) asagidaki
denklemde de gosterildigi iizere okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH)

indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir.
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Sekil 2.9. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi.

GR, glutatyon redoks dongiisiinde yeterli indirgenmis hiicresel GSH seviyelerinin
devamini saglayabilmek i¢in zorunludur. GSH, serbest radikaller ve organik peroksitlerle
reaksiyona giren bir antioksidan olarak, aminoasit tasiniminda ve sirasiyla organik
peroksitlerin detoksifikasyonunda ve ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki glutatyon
transferazlarin bir substrati olarak gorev yapar. Bu homodimerik enzim, flavoprotein
distilfid oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. GR’nin aktif kism1 dimerik arayiizeyde
bulunur. GSSG baglanma bolgesi her iki alt birimin kalintilarindan olustugundan, sadece

dimerik form aktiftir (64).

2.8.1.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar

Non-enzimatik antioksidanlar radikalleri ve oksidanlari hizlica inaktive eden
molekiillerle karakterizedir (65). Bu grup antioksidanlar arasinda glutatyon,
seruloplazmin, selenyum, melatonin, bilurubin, iirik asit, albiimin, koenzim Q10 ve
transferrin sayilabilir (66).

Glutatyon (GSH): Tripeptit y-glutamilsisteinilglisin veya GSH intraselliiler
redoks homeostazin major non-enzimatik  diizenleyicileridir ve  milimolar
konsantrasyonlarda tiim hiicrelerde bulunur. Insanlarda fazlasiyla bulunan bu antioksidan
enzim Sekil 2.10°da verilen reaksiyonda goriildiigii lizere glisin, glutamat ve sisteinden

sentezlenir.
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Sekil 2.10 Glutatyon sentezi (39).

Tripeptit igeren bu sistein indirgenmis GSH veya okside GSSG formunda bulunur,
glutatyon disiilfid olarak adlandirilir ve aktif tiyoliin geri dontisiimlii oksidasyonu ile
redoks reaksiyonlarina katilir. Normal hiicresel redoks sartlari altinda bu diizenleyicinin
O6nemli bir boliimii indirgenmis olarak bulunur ve ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve
mitokondriye dagilmis durumda bulunur. Buna ek olarak GSH glutatyonilasyon adi
verilen bir siliregte proteinlere kovalent baglanabilir ve bir¢ok enzimin koenzimi olarak
hiicrelerde savunma gorevi istlenir. Glutatyon serbest radikalleri direk olarak
temizleyebilir veya hidrojen peroksitin, lipit peroksidasyonunun ve elektrofilik
bilesenlerin detoksifikasyonu sirasinda GPx ve GST ’nin substrati olarak davranarak islev
yapar (67).

Melatonin: Melatonin (N-acetil-5-methoxytiyptamin) ilk olarak 1958 yilinda
Aaron Lerner tarafindan 200.000 sigir pineal bezi incelenerek, bir pineal bez salgisi
olarak tanimland1 (68). Yiiksek lipofilik 6zellikli olan melatonin kan beyin bariyerini
gecebilen ve noronlara ve glial hiicrelere baglanabilen ayrica intraselliiler
kompartmanlara diffiize olabilme yetenegi olan bir antioksidandir. Elektron spin
spektrometri ve likit kromatografi testleriyle melatonin kapasitesi Olgtimleri OH”
radikalini yok ettigi yoniinde sonuglar vermistir. Bu caligsmalar melatoninin, OH’yi
notiirlestirmede, endojen antioksidan GSH'den bes kat daha fazla verime sahip oldugu ve
ekzojen temizleyici mannitolden onbes kat daha yiiksek etkili bir temizleyici oranina

sahip oldugunu gosteren dikkate deger kanitlar vermistir (69).
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Urik asit: Urik asit insanda piirin katabolizmasmin son iiriinii olup gut
hastaliginda kristal birikintilerinin yliksek konsantrasyonlara (>7 mg/dl) ¢iktig
bilinmektedir. Insan gelisiminde iirik asit yiiksekliginin bir avantaj oldugu ve askorbik
asit kaybini kompanse ettigi diisiiniilmektedir. Ekstraselliiler alanda iirik asit hidroksil
radikali, singlet oksijen ve peroksinitrit radikalini notralize eden kuvvetli bir
antioksidandir. Ote yandan kimyasal ortama bagli olarak iirik asitin prooksidan gibi
davranarak hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemi/reperfiizyon hasari,
diyabetus mellitus ve non-alkolik yagli karaciger hastaliklarinda koruyuc etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir (70).

Bilirubin: Bilirubin glukuronik asit ile konjuge yani direk billirubin, ankonjuge
indirek bilirubin ve ankonjuge baglanmamis serbest bilirubin olarak cesitli kimyasal
yapilarda bulunur. Normal bir yetiskinde 250-300mg bilirubin {iretilir ve ¢ogunlugu
dalakta kirmizi kan hiicrelerinin salgiladigi hemoglobinin katabolizmasindan
kaynaklanir. Billirubin hem antioksidan ve antiinflamatuvar etkili olup hipertansiyon,
iskemik kalp hastalig1 gibi kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, tip II diyabet, metabolik
sendrom ve obezite gibi birgok hastaligin olusumunda ters etkili olarak ¢alisir (71).

Albumin: Human albiimin uzun bir siire kritik hastalarda resiisitasyon mayisi
olarak kullanilmistir. Oyle ki albiiminin kullanildig1 birgok fizyolojik ve farmakolojik
etki alaninin oldugu sdylenebilir. Bunlarin arasinda antioksidan ozellikleri ile yogun
bakim ve hepatolojik tedavilerde kullanim1 dikkat ¢ekicidir. Spesifik antioksidan 6zelligi
proteinin multip1l ligand baglanma kapasitesine ve serbest radikal temizleyebilen
bilesenlerine dayanir (72). Bircok c¢alisma albiiminin bakira baglanma o6zelligi ile
antioksidan etkisini gosterdigini, bakir uyaranl diigiik dansite lipoprotein oksidasyon
Olclimiiyle kanitlamistir (73).

Koenzim Q10: Koenzim Q10, lipofilik bir enzim olup elektron tagima zincirinin
onemli bir kofaktoriidiir. Ayrica viicuttaki kimyasal reaksiyonlara enerji saglanmasinda
onemli bir yere sahiptir. Mitokondriyi ve lipit membrani c¢evreleyen bir bilesen olup
oksidatif hasar1 azaltarak serbest radikallerin hiicreden uzaklastirilmasina katkida
bulunur. Bir¢ok g¢alismada Koenzim Q10’un antioksidan kapasiteyi destekledigi ve
progresif hastaliklarda mitokondriyel dengesizlikleri tolere edebildigi gosterilmistir (74).

Selenyum: Selenyum kan ve doku proteinlerinin, glutatyon peroksidaz ve diger
peroksidazlarin selenoprotein ve enzim bilesenlerinden olup yiliksek kimyasal aktiviteli
stlfir analogudur. Biyolojik faaliyetlerine bakildiginda selenyum ve bilesenlerinin

antioksidan Ozellikte oldugu sodylenebilir. Selenyum aktif bir immiinomodiilatordiir,
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vitamin A, E, C VE B-karotenden daha potent antioksidandir ayn1 zamanda daha fazla
toksiktir. Tiroid hormon sentezinde tiroksinin triodotriyonine déniismesinde rol oynar.
Sperm antioksidan1 olarak fertilitesini ve hareketliligini destekler bunlarin yaninda
vaskiiler endotelin, LDL’ nin, kromozomlarin ve DNA’nin savunmasinda da etkilidir
(75).

Seruloplazmin: Seruloplazmin {i¢ farkli spektroskopik olarak farkli bakir
kompleksi ile karakterize multibakir oksidaz ailesinin bir iiyesidir. Bu protein a2 globulin
kismindan bir glikoprotein olup plazmada bakirin %95’ini olusturmaktadir (76).
Karacigerden sentezlenir ve bakir transportunun akut faz reaktani olarak bilinir.
Seruloplazmin hem prooksidan hem antioksidan etkili bir protein oldugundan “ayisi1g1
proteini” olarak da adlandirilir. Antioksidan fonksiyonu hem ferrooksidaz | (FeOxl)
aktivitesi ile hem de glutatyon peroksidaz aktivitesi ile iliskilidir. FeOxI, Fe? *'nin Fe**'e
doniistiiriilmesinde etkilidir ve Feo"’nin hidroksil radikallerinin yapisina katilmasini 6nler
(77).

Transferrin: Antioksidan savunmanin en Onemli mekanizmalarindan biri,
demirin redoks-inaktif formunun transferrin tarafindan tutulmasidir (78). Transferrin
yaygin olarak serumda bulunur, fakat diisiik konsantrasyonlarda diger viicut sivilarinda
da bulunur. Esas gorevi demirin proliferatif hiicrelerden transportu olmakla birlikte aynm
zamanda oOnemli bir biiylime faktoriidiir. Transferrin hidrojen peroksidin yiiksek
toksisitesi olan hidroksil radikallerine doniismesini katalizleyen demir iyon

konsantrasyonunu indirgeyen 6nemli bir antioksidandir (79).

2.8.2. Eksojen Antioksidanlar

Endojen antioksidan sistemimiz vitamin C, E, karotenoidler ve polifenoller gibi
eksojen kaynakli ve birgok antioksidan mekanizmasinda O6nemli gorevleri olan
indirgeyici bilesenler olmadan tam sayilmaz. Eksojen antioksidanlara yonelik oksidatif
stresi onarma ve oksidasyonun redoksu i¢in siirekli bir ihtiya¢ vardir yine de yiiksek
dozlarinin toksik olabilecegi bildirilmistir (80). Bu tip antioksidanlar viicuda diyet ile
veya formiile edilmis antioksidan ekler veya ko-faktorler (bakir, ¢inko, manganez, demir
gibi) ile alinir. Eksojen antioksidanlarin tiiketimi hastaliklardan korunmaya veya endojen
antioksidanlarin savunma sistemine katkida bulunur. Bircok gida ve ek katkilar
antioksidanlar acisindan zengindir. Vitamin C sitriklerde ve sebzelerde bol miktarda

bulunan en ¢ok bilinen antioksidandir. Yagda ¢oziinen Vitamin E findik, pamuk yagi,
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misir yagr gibi rafine edilmemis bitkisel yaglarda ve bugday tohumunda bulunur. A
vitamine doniistiiriilen B-karoten, koyu yaprakli sebzelerde, havugta ve tatli patateste

bulunur (81).

2.9. Agomelatin

2.9.1. Tarihgesi

Agomelatin 2005 yilinda Fransa'da Servier arastirma enstitiisiinde antidepresan
farmakopterapisinde mevcut tedavilerden daha etkili ve yan etkiler agisindan daha
giivenli tedaviler gelistirmeye yonelik calismalar dahilinde melatonin analogu olarak
melatoninden sentezlenmistir. Kapsamli farmakolojik degerlendirmeler ve klinik
calismalar sonrasinda agomelatine (Valdoxan/Tymanax; Servier) major depresyon
tedavisi i¢in 2009°da Avrupada pazarlanma yetkisi verilmis bdylece monoaminerjik etki
mekanizmasi igermeyen ilk onayl antidepresan olmustur (82). Ulkemizde 2011 yilinda

Saglik Bakanlig1 onay1 alinarak depresyon tedavisi i¢in recete edilmeye baglanmistir.

2.9.2. Biyokimyasal Yapisi

Pineal bezden sentezlenen ve yine pineal bezden direk kana salinan melatoninin
sentetik analogu olan agomelatinin molekiiler formiiliit C1SH17NO2 ’dir. Yapisinda NH
gurubu yerine HC gurubu igermesi ile melatoninden ayrilir (78). Molekiiler agirligi
243.30 g/mol olan agomelatinin kimyasal okunusu N-[2-(7-metoksinaftalen-1-

yl)etil]acetamid seklindedir ve beyaz renkli solid formdadir (83).
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Sekil 2.11. Agomelatin ve melatoninin kimyasal formiilasyonu (83).

2.9.3. Farmakokinetigi ve Metabolizmasi

Agomelatinin farmakokinetik modellemesi gastrointestinal kanaldan emilimini
takiben hizlica karacigere transport edildigi seklindedir. Karacigerde, agomelatin ti¢ CYP
izoenzim tarafindan metabolitlerine doniistiiriiliir. Bu reaksiyon %90 oraninda CYPA1
ve %10 oraninda ise CYP2C9/CYPA2 enzimleri ile gergeklesir. Agomelatinin esas
metabolitleri ise su sekilde isimlendirilir: 3-hidroksi S20098, 3-hidroksi-7-metil-
S20098.7-desmetil-520098 and dihidrodiyol-520098 (84). Insandaki majér metaboliti 7-
desmetil-S20098 olup diger agomelatin metabolitleri gibi glukuronidasyon ile suda
cOziinerek biiylik cogunlugu idrar ile atilir. Cinsiyete bagli olarak karaciger ilk gecis
biyotransformasyonu degiskenlik gosterir. Sigara ve oral kontraseptif kullanimindan da

etkilenen agomelatinin etkisi 6zellikle sigara kullanimindan dolayr CYP1A2 enzim
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sistemi ile etkilesiminden kaynakli azalir. Dolagimda en ¢ok alfal-asid glikoproteine ve
albiimine baglanan ve plazma klirensi t1/2 saat olan agomelatinin plazma proteinlerine

baglanma orani yiikektir (85).

2.9.4. Reseptorleri

Agomelatin MT1 ve MT?2 reseptorlerine yiiksek agonistik affinite gostermekte
olup (86) ayrica serotonin SHT2C ve 5HT,B reseptorleri antagonisti olarak
davranmaktadir. Diger reseptorlerle kiyaslandiginda MT1 ve MT2 reseptorlerine yiiksek
oranda se¢ici olan agomelatinin bu segiciligi neredeyse melatonine es degerdir. Bunlarin
yaninda diger muskarinik, histaminerjik, adrenerjik veya dopaminerjik reseptorlere

neredeyse belirgin bir affinitesi bulunmamaktadir (87).

2.9.5. Melatonerjik Sistem ve Agomelatin

Melatonin analoglar1 gelistirme ¢abalari Melatonin’in klinik ¢alismalarda
depresyon hastalarinda uyku-uyaniklik diizenlemesi ve uyku siiresini artirma disinda
onemli bir etkisinin olmadig1 tespit edilmesi {izerine baglamistir (88). Agomelatin’in etki
mekanizmasini agiklayabilmek i¢in Melatonin’den bahsetmek gerekir.

Memeli pineal organindaki Melatonin Ritimleri, hipotalamik suprakiazmatik
cekirdekte (SCN) bulunan endojen saatten tiiretilen afferent bilgilere dayanir. Pineal
bezin en iyi karakteristik fonksiyonu, viicuda gece periyodunun sinyalini veren,
melatonin hormonunun gece boyunca yiikselmis sentezidir. Melatonin sentezi i¢in hiz
sinirlayict enzim, arilalkilamin N-asetiltransferazdir (AANAT). Kemirgenlerde AANAT
geninin transkripsiyonel diizenlemesinin aksine, insan pineal bezinde melatonin
modelinin translasyon sonrasi sekillendigi belirtilmistir (89). Melatonin sentezi’nin dnciil
maddesi triptofandir. Triptofan esansiyel bir aminoasit olup besinlerle disaridan alinmasi
gerekmektedir. Sekil 2.12’de goriildiigii gibi pineal bez tarafindan pinealositlere alinan
triptofan, triptofan hidroksilaz ile hidroksillenerek 5-hidroksitriptofan1 olusturur. 5-
hidroksitriptofan serotonin-melatonin sentezindeki ilk ara metabolittir ve kan-beyin
bariyerini kolayca gecebilmektedir. BH4 (Tetrahidrobiopterin) ve O  (Siiperoksit)’yi
kofaktor, B6 vitaminini de koenzim olarak kullanir. 5-hidroksitriptofan dekarboksilaz

enzimi araciligiyla karboksil grubunu kaybederek S5-hidroksitriptamine (Serotonin)
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doniistiiriiliir. Serotonin daha sonra NAT (N-asetil transferaz) enzimi araciligi ile
asetillenerek N-asetilserotonine doniisiir. N-asetilserotonin ise sadece pineal bezde
salgilanan HIOMT (Hidroksiindol-o-Metiltransferaz) ile N-asetil 5-metoksi triptamine

yani Melatonin’e dontisiir (90).

Hipotalamus
Triptofan
Triptofan
S-hidroksilaz

5-hidroksitriptofan

5-HTP
dekarboksilaz Pincalosit

Serotonin

Serofonin-
N-asetiltransferaz

N-asetilserotonin

Hidroksiindol o
Metiltransferaz

Melatonin

Sekil 2.12. Pineal bezde 151k etkisiyle triptofandan melatonin sentezi (90).

Melatonin etkilerini dort mekanizmada aciklamak miimkiindiir. Bunlar; 1) Plazma
membraninda melatonin reseptorlerine baglanarak, 2) Calmodulin gibi intraselliiler
proteinlere baglanarak, 3) Yetim niikleer reseptorlere baglanarak, 4) Antioksidan etkiler
gostererek. Melatonin reseptorleri sunlardir: 1) Hiicre membraninda bulunan Melatonin
Tip-1la, MT1 ve Melatonin Tip-1b, MT2 reseptorler. 2) Balik amfibilerinde ve kuslarda
bulunan Melatonin Tip-1c reseptorii. 3) Bir detoksifikasyon enzimi olan Quinon
rediiktaz2 enzimi olan MT3 reseptorii. 4) Melatonin’in ¢ekirdekteki transkripsiyon
faktorlerine baglanmasini saglayan RZR/RORa: Retinoid-iligkiliniikleer yetim hormon
reseptorii. 5) Melatonin’in MT1 reseptoriine baglanmasini saglayan GPR50: X-bagh
Melatonin-iligkili yetim reseptor. Etkilerini bu reseptorler araciligi ile gosteren
Melatonin’in Agomelatin ve ramelteon, sirkadin, TIK-301 ve tagimelteon gibi agonistleri
bulunmaktadir. Melatonin ve agonistlerinin tedavi igin yeni ve gelecek vadeden
ozellikleri olmas1 dikkat ¢ekicidir (91).

Melatonin’in depresyon tedavisindeki yeri kisith olsa da, tip ve veteriner

hekimlikte kullaniminin yayginlasmasi sz konusu hormonun 6nemini goéreceli olarak
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artirmustir. Lipofilik olmasi sayesinde hiicresel kompartmanlara kolayca gecebilmesi,
daha hiicre icine giremeden serbest oksijen radikallerini elimine edebilmesi melatoninin
antioksidan giiciinli sergilemekte, sirkadyen ritmi diizenleyerek viicutta homeostazisi
saglamakta ve bagisiklik sistemi lizerine olumlu etkiler olusturmaktadir. Dikkat ¢ekici
diger bir 6zelligi ise bazi tlirlerde lireme siklusunu baslatici veya durdurucu etki
gostermesidir. Yapilan bazi ¢aligmalar melatoninin antikanserojenik etkinligi oldugunu
da ortaya koymustur (92).

Depresyon toplumda yiiksek oranda yaygin olmakla beraber birgok klinik
calismada tedavi alternatiflerinin arastirma bulgulari hastalarin en az {igte birinin
tamamen iyilesmedigini gostermistir. Bu sonuglar farkli segeneklerin diistiniilmesi
gerektigi sonucunu dogurmustur. Depresyon tedavisinde Dr. Jozeph Schildkraut’un
monoamin hipotezi c¢ergevesinde depresyona beynin locus cereleus bolgesinde
noradrenalin aktivitesinde azalma ve maniye ndradrenalin aktivitesinin asir1 artmasinin
sebep oldugu kurami ile ¢ok uzun yillar boyunca farmakoterapide monoaminler
kullanilmistir. Fakat yan etkiler g6z oniine alindiginda, direngli vakalarda monoaminlerin
yetersiz oldugunun tespiti ve tedaviye uyum, kardiyovaskiiler ve lireme sistemi {izerine
olumsuz etkilerinin kesfedilmesi tizerine farkli alternatif arayislart Melatonerjik sisteme

yonelime sebep olmustur (93).

2.9.6. Agomelatin ve Depresyon

Agomelatin bir melatonerjik agonist ve serotonin reseptorii SHT.C antagonistidir.
Etkilerini MT1 ve MT?2 reseptorleri iizerinden gostermektedir. Melatonerjik fonksiyonu
uyku kalitesini etkilerken, serotonerjik antagonizmi frontal kortekste norepinefrin ve
dopamin sentezini uyarmaktadir (94). Agomelatin suprakiazmatik niikleusta bulunan
melatonin reseptorleri ilizerinden etki ederek sirkadiyen ritmi diizenleyerek, uyku
kalitesini artirarak ve bozulmus sirkadiyen ritmi yeniden diizenleyerek etkisini
gostermektedir. Bazal prefrontokortikal dopaminerjik ve ndradrenerjik salinimini uyaran
agomelatin ayn1 zamanda 5-HT2C reseptor antagonizmi ile dorsal hipokampusta bazal
noradrenalin salinimini da artirir Ayrica prefrontal kortekste (PFK) stresin indiikledigi
glutamat salimimini azaltir ve hipokampus ve PFK’da beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF) salinimini arttirmada etkilidir. Agomelatin bu ozellikleriyle sadece Major

Depresif Bozuklukta (MDB) degil siddetli MDD olmak iizere, mevsimsel davranis
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bozuklugu, bipolar I bozukluk ve yaygin anksiyete bozuklugu olan hastalarda hizli ve
etkili bir antidepresan olma 6zelligindedir (95).

Cift kor desen arastirmalarda yan etkilerinin hasta uyumunu zorlastirmadiginin
belirlenmesi agomelatinin diger bir¢ok grup antidepresana iistiinliik kazanmasini
saglamistir. Plasebo kontrollii akut donem calismalarinda SSRI grubu ve diger grup
antidepresanlarla karsilastirmalarinda (venlafaksin, paroksetin, sertralin, fluoksetin,
essitalopram) agomelatinin on aya kadar relaps 6nleme etkinligi saptanarak plasebodan
daha etkin oldugu ve diger antidepresanlara gore tolerasyonunun yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Sirkadiyen etkili olmas1 ve diger bir¢ok grup antidepresanin 6zellikli yan
etkisi olan cinsel islev bozuklugu olusturmadigi hatta depresyona bagl cinsel islev
bozuklugunu da tedavi ettigi belirtilmistir (96). Depresyondaki bu denli iyilestirici etkileri
diisiiniildiiglinde ve farkli alanda etkilerinin arastirildig: caligsmalarda kanitlandigi iizere
cok yonlii etkilerinin olabilecegi miimkiindiir. Genel olarak bakildiginda etkinlik
acisindan farkli sonuglar olmakla birlikte agomelatinin sik kullanilan antidepresanlar
arasinda en az bir yonde fazladan olumlu etkisinin oldugu ve etkisinin erken baslamasi
tedavide iistiin olmasini saglamaktadir. Bildirilen yan etkileri arasinda uykuya egilim
bulunmaktadir, fakat doz ayarlamari ile bu yan etkinin azaldig1 da gozlenmistir. Bunun
disinda, kilo alimmin ve cinsel yan etkilerin azlig1 tedaviye uyumu olumlu yonde
etkilemistir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda agomelatin tedavisi alan hastalarda karaciger
enzimlerinde yiikselme saptanmasina ragmen ilag dozunun azaltilmasi ile yine bu etkinin
de gorece diistiigii bildirilmistir. Bircok antidepresan tiirevinde kesilme belirtilerinin
hastalar1 ve hastaligin gidisatin1 olumsuz etkiledigi saptanmis olsa da agoomelatin

tedavisinin ani birakilmasmin belirgin kesilme belirtilerine yol agmadigi gézlenmistir
97).

2.9.7. Agomelatin’in Antioksidan Sisteme Entegrasyonu

Agomelatinin diger melatonin agonistleri arasinda her yoniiyle melatonine daha
fazla yakin ozellik gostermesi ve bircok acidan daha iistiin olmasi, ¢ok gliclii bir
antiokasidan olan melatonin gibi agomelatinin de bu yoniiniin arastirilmasi, sonuglarin
antidepresan 0Ozellikte oldugu kadar antioksidan sistemlerdeki yerinin de belki de
melatoninden daha {istiin olabilecegi diisiincesi bilimsel c¢alismalarda 6nemle yerini

almistir.
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Melatoninin antioksidan etkileri lanas ve arkadaslari tarafindan 1991 yilinda
ortaya konmus ve sonradan yapilan ¢aligmalar ile de desteklenmistir (98). Yiiksek oranda
lipofilik ve az da olsa hidrofilik yapis1 sayesinde doku kompartmanlarina kolayca
girebilen melatoninin ayrica kan beyin bariyerini ve plasentay1r da kolayca gegebiliyor
olmasi organizmada yaygin dagilim gostererek antioksidan etkisini ve serbest radikal
hasarindan hiicre zarini, organelleri ve ¢ekirdegi koruyabilmesini saglamaktadir (99).
Melatonin serbest radikal hasarina karsi dokuyu koruma etkisine hiicre membranindaki
fosfoliptlere tutunarak baslar ve daha radikaller hiicreye yaklasamadan detoksifiye eder.
Melatoninin hiicre ¢ekirdegine kolaylikla ulagabilmesi DNA’nin da hasardan
korunabilmesinde melatonine tstiinliik kazandirmaktadir (100). Melatonin giiclii bir OH
radikali siipiirme oOzelliginde olup hatta glutatyon ve E vitaminine bu ac¢idan ciddi
istiinliik sagladig1 ¢alismalarla kanitlanmistir. Ayrica metabolitlerinin bile antioksidan
ozellik gostermesi OH™ radikali ile reaksiyona girdikten sonra indolil katyon radikaline
dontiserek Oz radikalini tutmast ile de kanitlanmustir (101).

Agomelatinin melatonin benzeri 6zellikleri diistiniildiigiinde antioksidan sisteme
entegrasyonunun olumlu ve giiglii etkilerle yerini alacagi yapilacak olan calismalarla

ortaya konulmalidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’ndan alian onay ile (23.09.2019 tarih ve 2019/A-11 protokol numarali), Inénii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi ve Tip

Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Gruplardaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi (6rneklem biiyiikligii), gruplar arasi
en biiytik tahmini viicut agirlik ortalamasi farki 10 g, standart sapmasi 10 g, tip 1 hata (o)
0.05 ve tip 2 hata (B) (Gii¢=0.80) ve grup sayis1 6 oldugunda; her bir grupta en az 10
hayvanin olmas1 gerektigi gii¢ analizi ile belirlendi (Minitab for Windows, 16.2.0).

3.3. Deney Hayvanlari ve Gruplarin Olusturulmasi

Calismada yaklasik 370 g agirliginda 60 adet Spraque Dawley cinsi erkek sigan
kullanildi, si¢anlar rasgele atama ile esit olarak 6 gruba ayrildi (n=10). Arastirma
kapsaminda hayvanlara asagida detaylar1 yer alan islemler uygulandr (Sekil 3.1.).

Grup 1: Bu grup kontrol grubu olup deney siiresince grupta yer alan siganlara
herhangi bir uygulama ve cerrahi girisim yapilmadi. Sicanlar 7 giin siireyle bireysel
olarak tekli kafeslerde barindirildi ve 8. giiniin sonunda dekapite edilerek kan ve bobrek
dokular1 toplandi. Alinan kan dokusu serumlarina ayrilarak serum tire, kreatin, IL-1 ve
TNF-a seviyeleri dl¢iildii. Alinan sag bobrek dokusu hemotoksilen eozin ile boyanarak
histopatolojik degerlendirme yapildi. Sol bobrek dokusu ile SOD, CAT, GSH, GPx enzim
aktiviteleri ve MDA seviyeleri belirlendi.

Grup 2: Bu grup iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu olup deney siiresince grupta yer
alan sicanlar tekli kafeslerde barindirildi. Bu gruptaki siganlara her giin tek sefer oral
gavaj yoluyla 0.5 ml hidroksietil selilloz (agomelatin ¢oziiciisii) 7 giin siiresince
uygulandi. 7. giin anestezi altina alinan siganlarin bobrek arterleri klemplenerek 45 dakika

stiresince her iki bobrege iskemi uygulandi. Sonrasinda klempler agilarak 24 saat siireyle
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reperfiizyon uygulanan siganlar 8. giin dekapite edilerek kan ve bobrek dokulari toplandi.
Alinan kan dokusu serumlarina ayrilarak serum iire, kreatin, IL-13 ve TNF-a seviyeleri
Olclildii. Alinan sag bobrek dokusu hemotoksilen eozin ile boyanarak histopatolojik
degerlendirme yapildi. Sol bobrek dokusu ile SOD, CAT, GSH, GPx enzim aktiviteleri
ve MDA seviyeleri belirlendi.

Grup 3: Bu grup agomelatinin 20 mg/kg olarak kisa siireli [Ago 20 (K)] grup olup
7 glin siiresince grupta yer alan siganlar tekli kafeslerde barindirildi. 7. Giin iskemi
isleminden 1 saat 6nce 20 mg/kg agomelatin oral gavaj yoluyla uygulandi ve siganlar
anestezi altina alindi. Sonrasinda siganlarin bobrek arterleri klemplenerek 45 dakika
siiresince her iki bobrege iskemi uygulandi. Iskemi sonrasi klempler agilarak 24 saat
siireyle reperfiizyon uygulanan siganlar 8. giin dekapite edilerek kan ve bobrek dokulari
toplandi. Alinan kan dokusu serumlarina ayrilarak serum iire, kreatin, IL-18 ve TNF-a
seviyeleri Ol¢iildii. Alinan sag bobrek dokusu hemotoksilen eozin ile boyanarak
histopatolojik degerlendirme yapildi. Sol bobrek dokusu ile SOD, CAT, GSH, GPx enzim
aktiviteleri ve MDA seviyeleri belirlendi.

Grup 4: Bu grup agomelatinin 40 mg/kg olarak kisa siireli [Ago 40 (K)] grup olup
7 gln siiresince grupta yer alan siganlar tekli kafeslerde barindirildi. 7. Giin iskemi
isleminden 1 saat dnce 40 mg/kg agomelatin oral gavaj yoluyla uygulandi ve siganlar
anestezi altina alindi. Sonrasinda siganlarin bobrek arterleri klemplenerek 45 dakika
siiresince her iki bobrege iskemi uygulandi. Iskemi sonrasi klempler agilarak 24 saat
siireyle reperfiizyon uygulanan siganlar 8. giin dekapite edilerek kan ve bobrek dokular
toplandi. Alinan kan dokusu serumlarina ayrilarak serum fire, kreatin, IL-1B ve TNF-a
seviyeleri Olciildi. Alinan sag bobrek dokusu hemotoksilen eozin ile boyanarak
histopatolojik degerlendirme yapildi. Sol bobrek dokusu ile SOD, CAT, GSH, GPx enzim
aktiviteleri ve MDA seviyeleri belirlendi.

Grup 5: Bu grup agomelatinin 20 mg/kg olarak uzun siireli [Ago 20 (U)] grup
olup 7 giin siiresince grupta yer alan siganlar tekli kafeslerde barindirildi. Bu gruptaki
siganlara her giin tek sefer oral gavaj yoluyla 0.5 ml hacminde 20 mg/kg konsantrasyonda
agomelatin 7 giin siiresince uygulandi. 7. giin anestezi altina alinan siganlarin bobrek
arterleri klemplenerek 45 dakika siiresince her iki bobrege iskemi uygulandi. Sonrasinda
klempler acilarak 24 saat siireyle reperfiizyon uygulanan sicanlar 8. giin dekapite edilerek
kan ve bobrek dokular1 toplandi Alinan kan dokusu serumlarina ayrilarak serum fire,

kreatin, IL-1p ve TNF-a seviyeleri olgiildii. Alinan sag bobrek dokusu hemotoksilen
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eozin ile boyanarak histopatolojik degerlendirme yapildi. Sol bobrek dokusu ile SOD,
CAT, GSH, GPx enzim aktiviteleri ve MDA seviyeleri belirlendi.

Grup 6: Bu grup agomelatinin 40 mg/kg olarak uzun siireli [Ago 40 (U)] grup
olup 7 giin siiresince grupta yer alan siganlar tekli kafeslerde barindirildi. Bu gruptaki
siganlara her giin tek sefer oral gavaj yoluyla 0.5 ml hacminde 40 mg/kg konsantrasyonda
agomelatin 7 giin siiresince uygulandi. 7. giin anestezi altina alinan siganlarin bobrek
arterleri klemplenerek 45 dakika stiresince her iki bobrege iskemi uygulandi. Sonrasinda
klempler agilarak 24 saat siireyle reperfiizyon uygulanan siganlar 8. giin dekapite edilerek
kan ve bobrek dokular1 toplandi. Alinan kan dokusu serumlarina ayrilarak serum fire,
kreatin, IL-1p ve TNF-a seviyeleri olgiildii. Alinan sag bobrek dokusu hemotoksilen
eozin ile boyanarak histopatolojik degerlendirme yapildi. Sol bobrek dokusu ile SOD,
CAT, GSH, GPx enzim aktiviteleri ve MDA seviyeleri belirlendi

Kontrol I/R Ago 20 (K) Ago 40 (K) Ago 20 (V) Ago 40 (V)
‘..'r( '\."{ ‘:“. ¢ :\."f .:._ (4 . ,‘

i { i { l { I { . {
Herhangi bir Her iki babrege I/R operasyon I/R operasyon I/R operasyon I/R operasyon
uygulama 45dk Iskemi 24 saat 20mg/kg Ago 40mg/kg Ago 20mg/kg Ago 40mg/kg Ago
yapiimadi Reperfizyon Tek uygulama Tek uygulama 7 gun uygulama 7 gin uygulama

Oral gavaj

Oral gavaj Oral gavaj

Oral gavaj

\‘ \
05mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Hidroksiatil S=liloz

Sekil 3.1. Arastirma plani.

3.4. Hayvanlarin Gruplara Atanmasi

Deney oOncesi sicanlar tartilarak viicut agirliklar1 kayit edildi. Sicanlarin gruplara
atanmas1 viicut agirliklaria gore basit rastgele atama yontemi (MedCalc 12.7.0 for
Windows) kullanilarak, bilgisayar algoritmasina dayali olarak gergeklestirildi. Tek yonlii
varyans analizi bulgularina gére gruplar arasinda hayvanlarin agirliklart agisindan fark

olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 3.1. Gruplarin bilgisayara dayali algoritma kullanilarak olusturulmas.

Kontrol | I/R | Ago20 | Ago40 | Ago20 | Ago40 P
(K) (K) (V) (V)
Hayvan sayis1 (n) 10 10 10 10 10 10
Ortalama Agirhk | 371,50 | 369,60 | 369,10 | 372,10 | 365,10 | 366.60
(9)
SD 41,46 | 36,89 | 3507 | 32,90 | 30,57 36,08 |.998
En kiigiik agirik | 308,00 | 311,00 | 319,00 | 319,00 | 312,00 | 309,00
(9)
En biyiik agirlik | 447,00 | 439,00 | 430,00 | 422,00 | 409,00 | 420,00
(9)

3.5. Agomelatinin Hazirlanmasi ve Konsantrasyon Secimi

Calismada agomelatinin literatiirde sikg¢a kullanilmis olan 20 ve 40 mg/kg’lik
konsantrasyonlari kullanildi. Agomelatin laminar Flow (Biyolojik emniyet kabini)
igerisinde hidroksietil seliiloz ile ¢6ziinerek hazirlandi. Hazirlanan soliisyonun

konsantrasyon hesaplamalari 0.5 ml’lik hacime gore standart hale getirildi.

3.6. Cerrahi Uygulamalar

Hayvanlara 8mg/kg ksilazin (Bioveta, Cek Cumbhuriyeti) ve 75mg/kg ketamin
(Richter Pharma Ag. Austria) intramiiskiiler olarak uygulandi. Siganlarin parmak kistirma
yanitlar1 ve fizyolojik yanitini takiben anesteziye girdikleri belirlendi.

Anesteziye alinan si¢anlarin sirt bolgeleri tras edildi. %10 povidon iyodin siiriildii
ve bistiiri yardimiyla 3-4 cm boyutunda bilateral insizyon saglandi ve bobrek dokusu
(Sekil 3.2A) ve renal artere ulasildi (Sekil 3.2B). Sonrasinda tiim gruplardaki siganlar igin

once sag renal arter, daha sonra sol renal arter klemplendi (Sekil 3.2B).
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Sekil 3.2. Sican bobregine ulasilmasi (A), Renal artere ulasilmasi (B)

Sonrasinda tiim gruplardaki siganlar igin 6nce sag renal arter, daha sonra sol renal
arter klemplenerek (Sekil 3.3A) bobrege olan kan akimi 45 dk siireyle durdurularak takip
edildi (Sekil 3.3B).

Sekil 3.3. Bobrek arterinin klemplenmesi (A), klempaj takibi (B).
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45 dk iskemi siiresi boyunca Operasyona bagli dehidratasyona yonelik sivi
replasmani saglamak iizere ve organlarin kurumasini engellemek amach toplam 500 pL
serum fizyolojik intraperitoneal yoldan uygulandi. 45 dk iskemi sonrasinda bilateral
klempler acildi. 4.0 Ipek iplik ile insizyon bolgeleri dikildi ve %10 povidon iyodin
stiriilerek hayvanlar kafeslerine alindi. Sonrasinda 24 saat reperfiizyon uygulanarak
reperfiizyon siiresi sona erdiginde siganlar dekapite edildi ve kan ve bobrek dokulari

alindi.

3.7. Kan Ornekleri ve Dokularin Toplanmasi

Deney sonrasi tiim gruplardan her iki bobrek ve kan drnekleri alindi. Siganlarin
sag bobrek dokulari histopatolojik inceleme i¢in formladehite koyularak histolojik
analizler yapilincaya kadar, sol bobreklerinden siipernatantlar elde edilerek ependorflara
alinmak suretiyle ve kan ornekleri ise; 3200 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
serumlarina ayrilarak biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80°C’ de muhafaza

edildi.

3.8. Dokularin Analizlere Hazirlanmasi

Deney giinii bobrek dokularindan homojenizasyon i¢in bistiiri yardimiyla yaklasik
0.3-0.5 gram agirliginda pargalar alinarak buzlu kaplarda bekletilen cam tiiplere aktarildi.
Dokularin tizerine 2 ml Tris-HCI tamponu (Ph:7.4, 0.2 Mm) eklenerek homojenizatorde
16000 devir/dakika hizda 2 dakika siire ile homojenize edildi. Homojenat iizerine 1 ml
daha tampon eklendi ve toplam 3 dakika sonunda vortekslenerek ependorflara aktarildi.
Bu homojenatlardan her bir denek i¢in 250uL alinarak MDA tayini i¢in santrifiij tlipiine
aktarildi ve +4°C’de muhafaza edildi. Geriye kalan homojenatlar 30 dakika siireyle 3200
rpm’de +4°C santrifiijlendikten sonra siipernatantlar1 elde edildi. Elde edilen
siipernatantlar ile MDA, SOD, CAT, GSH ve GPx analizleri yapildi.
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3.9. Bobrek Dokusunda Yapilan Analizler

3.9.1. TNF-a ve IL-1p Seviyeleri Tayini

Deney gruplarmin serum TNF-a, IL-1p degerleri rat spesifik ELISA kitleri
(Shanghai Sunred Biological Technology Co. Ltd) kullanilarak belirlendi. Bu 6lgiimlerde
kit ile birlikte gelen ¢alisma protokolii uygulandi. Sdyle ki;

Calisma Oncesi tiim reaktifler oda sicakligina (25°C) getirildi. Yikama tamponu
10 mL konsantre halde oldugundan 300 mL distile su ile seyreltme iglemi yapildi.
Standart ise kullanilmadan hemen 6nce hazirlandi. ELISA yikayiciyla her bir kuyuya 300
pL yikama tamponu eklenerek belirtilen siire (enjeksiyon ve emme arasindaki aralik 60-
120 saniye) boyunca yikama islemi gerceklestirildi. Numune siipernatant, standart ve kor
icin her bir kuyuya 40 pL yiikleme yapildi. Kor kuyusuna sadece referans standart ve
numune seyreltici karigimi eklendi. Kuyulara hazirlanan biyotinlenmis antikordan 10uL
ve HRP 50 pL eklenerek plakalar adeziv film ile kaplanarak 37°C’de 60 dk inkiibe edildi.
Yikama islemi bu asamada 5 kez uygulandi. Her bir kuyuya 50 uL kromojen A ve
kromojen B soliisyonlarindan eklendi plakalar adeziv film ile kaplanarak 37°C’de 10 dk
inkiibe edildi. Bu islem sirasinda plakalar 1siktan korundu. Son olarak her bir kuyuya 50
uL durdurma soliisyonu (stop solution) eklendi ve renklerin sariya dondiigii goriildii. Son
olarak elde edilen preparat 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucu kullanilarak okundu.
Sonuglar pg/mL olarak ifade edildi.

3.9.2. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Stiperoksid dismutaz enzim aktivitesi tayini Sun ve ark. (102) tarafindan
tanimlanan NBT indirgeme yontemiyle (kaynak no: sun ve arkadaslari) calisildi.
Reaktifler 150umol Nitro Blue Tetrazolium, 0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L Na;EDTA,
400 mmol/L Na;COz ve 1 gr/L sigir serum albiimini (BSA) kullanilarak hazirlanan
substrat soliisyonu ve ksantin oksidaz (XO: 167 U/L), 2M (NHa4)2SOs ile hazirlandi.

Substrat soliisyonu ve numunelerden bir kér ve numune kuyucuklarina 2.5ul
olarak eklendi. Bidistile su kor kuyucuguna 2ul eklendi. Kore ve numunelere 0.5ul XO
(167 U/1) olacak sekilde pipetlendi. 25° C’de 20 dakika inkiibe edildi. Distile suya kars1

korden baglanarak 560nm’de okundu.
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SOD aktivitesi:

% Inhibisyon= (Ak-An)/Akx100

An: Numune Absorbansi

Ax: Kor Absorbansi

%350’lik inhibisyon 1U olarak alindiginda;

Aktivite (U/ml)= [ (% inhibisyon/50) x (1/0.1)] ml

Spesifik aktivite (U/mg protein)= [U/ml/mg/l protein] hesaplamasi ile U/mg

birimi ile sonuclandirildi.

3.9.3. Katalaz Enzim Aktivitesi Olciimii

Fosfat tamponu (Ph 7.0, 50mM) ile 0.500° e ayarlanmis H20> ¢ozeltisi reaktif
olarak hazirlandi. Katalaz aktivitesi Aebi metoduna goére (103), 240nm’de maksimum
absorbans veren H>O>’ye eklenen katalaz aktivitesiyle uv spektrumuna gére CAT enzim
aktivitesiyle dogru orantili olan absorbans azalmasi su ve oksijene parcalanir. Birim
zamanda H202’yi suya ¢eviren enzim miktart CAT enzim aktivitesini verecektir.

Kor olarak fosfat tamponu kullanildi. H2O2 ¢ozeltisi 25 ml fosfat tamponu ile diliie
edildi ve substrat olarak kullanildi. 2 pl siipernatant eklenmis kuyucuklara 10 ul H20>
eklendi. Her 15 saniyede bir defa olmak iizere 5 dakika siire ile absorbans azalmasi
kaydedildi.

CAT aktivitesi:

k (reaksiyon hizi sabiti)=[2.3 x log (OD1/OD3)] / At (sn)

k/g protein= k / [(g/ml protein) x 1000] denkelmleri ile birimi k/g protein olarak

sonuglandirildi.

3.9.4. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Olciimii

Paglia ve ark. (104) prensibine gore ¢alisilan GSH-Px enzim aktivitesi igin fosfat
tamponu (50 Mm, Ph:7.5), 2 mM H>02 8 MM NADPH, 1 M NaNs3, 150 Mm rediikte GSH,
enzim olarak [50 ul GSH rediiktaz + 1.5 ml 3.2 M (NH4)2S0O4] reaktifleri kullanildi. GSH-
Px enzim aktivitesi birim zamanda okside olan mikromol NADPH miktaridir.

340 nm’de 5 dakika boyunca spektrofotometrede absorbans degerleri kaydedilen
numuler i¢in substrat hazirliginda 25mg 5 mM EDTA’ y1 15 ml fosfat tamponu ile bir
behere alindi. 150 mM rediikte GSH 0.312 mg ve 8 mM NADPH 0.25 mg, 1 M NaN3

37



0.05 mg ve siipernatant 2l well plate’e pipetlenerek 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Daha sonra her bir kuyucuga 2ul 2 mM H20: ¢ozeltisi eklenerek okutuldu.

GSH-Px aktivitesi:

IU/L=[(AA/t) / 6.22 x 107] x (1/0.02)

W gram protein miktar1 olmak {izere;

Spesifik aktivite IU/L mg protein = (IU/L) / (100 x W) ile hesaplanir.

3.9.5. Malondialdehit Ol¢iimii

Malondialdehit (MDA) oksidatif stres sonucu lipit peroksidasyonu
iriinlerindendir. MDA analizi, kullanilan tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA’nin
reaksiyona girmesi ile renkli bir bilesik vererek 532nm dalga boyunda kore karsi
spektrofotometrik olarak okutulmasi ile yapilir. Literatirde TBARS olarak adlandirilan
ve TBA ile reaksiyona giren maddeler 6lgiimlenir. Sonuglar nmol/ml olarak tanimlanir
(105).

% 0.675’lik 1.250 gr TBA 100 ml distile su ile karistirilarak parafilm ile cam
beherin agzi kapatildi ve 95°C’de erimesi beklendi. %10°luk 10 gr TCA ¢d6zeltisi 100 ml
distile su ile karistirilarak daha dnceden cam tiiplere alinmis olan homojenatlarin iizerine
1.25 ml eklendi, Kore distile su ve 1.250 ml TCA eklendi. Cam tiipler 10’ar saniye
vortekslendikten sonra 95°C’ye kadar 25 dakika 1sitildi. Daha sonra cam tiipler buzlu suya
alinarak sogumasi beklendi ve 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra numunelerin slipernatantlari ayrilir. 1 ml stipernatant ve 500 pl
TBA’y1 cam tiiplere ekledikten sonra tiipler 95°C’de 15 dakika kaynatildi ve renk
degisimi izlendi. Siire bitiminde cam tiipler buzlu suda sogutuldu. Well plate’el.25 pl

eklenen numuneler kore kars1 532 nm ‘de spektrofotmetrede okutuldu.

3.9.6. Total Glutatyon Ol¢iimii

Yontem siilfidril gruplarinin Nitrobenzoik asit (DTNB) ile siddetli sar1 renk
vererek spektrofotmetrik olarak 412 nm’de okutulmasi esasina dayanmaktadir (106-107).
Reaktifler hazirlanirken 25 ml fosfat tamponu i¢cine 5 mg NADPH 1.25 ml, 2 ml 0.75 mg
DTNB ve 2 ml 3 pul Glutatyon rediiktaz enzimini cam beherde ¢6zdiikten sonra 3 ul

numune pipetlenmis olan plate’e eklendi ve 512 nm’de spektrofotometrede okutuldu.
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3.9.7. Biyokimyasal Analiz

Serum {ire ve kreatinin degerleri indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkez

Biyokimya Laboratuvarinda Abbot Aeroset Otoanalizor Cihazi ve kitleriyle yapildi.

3.9.8. Histolojik Analiz

Histopatolojik degerlendirme i¢in siganlarin bobrek dokulari ¢ikarildi. Daha sonra
plastik doku takip kasetlerine konularak %10’luk formaldehit icerisinde 24 saat siire ile
fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan dokular 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda
yikandilar. Dereceli alkollerde dehidrate edilerek, ksilende seffaflastirilip parafine
gomiildiiler. Parafin bloklardan Leica RM2145 marka mikrotom yardimiyla 5’er
mikron’luk kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik yapiyr gézlemlemek amaciyla
Hematoksilen ve eozin boyama yontemi uygulandi. Renal hasar; intertubuler hemoraji,
peritubuler infiltrasyon ve intratubuler cast olusumu yoniinden degerlendirildi. Her
kesitten X20’ lik biiylitmede 10 alan incelendi ve histopatolojik skorlama renal hasarin
derecesi ve yayginligina gore belirlendi. Hasarin siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1
(hafif), 2 (orta) ve 3 (agir) olarak degerlendirildi. Preparatlar Leica DFC280 1s1k
mikroskobu ve Leica Q (Leica Micros Imaging solution Ltd, Cambrige, UK) gériintii

analiz sistemi ile incelenerek skorlandi, fotograflar gekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agomelatin’in Serum Ure Seviyeleri Uzerine Etkileri

Gruplarin serum iire seviyeleri Sekil 4.1 ’de gosterilmistir. /R grubunun serum
iire seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli Olglide artis gostermistir (p<0.05).
Agomelatin uygulama gruplar1 olan Ago20 (K)-Ago40 (K) ve Ago20 (U)-Ago40 (U)’da
serum tire seviyelerinde I/R grubuna oranla belirgin bir azalma sagladig: belirlendi. Doz
bagimli gruplarin kendi aralarinda serum iire seviyelerindeki azalmaya yonelik sagladigi

katki agisindan 6nemli bir fark goriilmedi.
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Sekil 4.1. Deney ve uygulama gruplarinin serum iire seviyeleri. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U

testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gostermektedir * ©p<0.05)
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4.2. Agomelatin’in Serum Kreatinin Seviyesi Uzerine EtKisi

Gruplarin serum kreatinin seviyesi tizerine etkileri Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
Kontrol grubuna gére I/R grubunun serum kreatinin seviyelerinde énemli 6l¢iide artis
belirlendi (p<0.05). Agomelatin uygulama gruplarinin serum kreatinin seviyelerinde 1/R
grubuna kiyasla Onemli miktarda azalma sagladigi tespit edildi. Doz bagimh

karsilastirmalarda serum kreatin seviyelerindeki azalmaya yonelik anlamli bir fark

goriilmedi.
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Sekil 4.2. Deney ve uygulama gruplarinin serum kreatinin seviyeleri. (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklihgi gostermektedir ™ ©p<0.05)
4.3. Agomelatin’in Serum TNF-a Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplarin serum TNF-a seviyeleri Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Deney gruplari
serum TNF-a seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére I/R
uygulanan grupta TNF-a seviyesinde dnemli 6lgiide artis gozlendi (p<0.05). Ago20 (U)-
Ago40 (U) gruplarinda I/R grubuna ve Ago20 (K)-Ago40 (K) gruplarina oranla serum
TNF-o seviyelerinde onemli olgiide azalma sagladigir gortldi (p<0.05). Ago40 (U)
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grubunun diger Agomelatin uygulama gruplarina kiyasla serum TNF-a seviyelerinde

daha fazla bir azalma sagladigi belirlendi.
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Sekil 4.3. Deney ve uygulama gruplarinin TNF-o seviyeleri. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U

testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gdstermektedir *0¢%p<0.05)

4.4. Agomelatin’in Serum IL-1p Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplarin serum IL-1P seviyeleri Sekil 4.4.°de gosterilmistir. Deney gruplari
serum IL-1p seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, kontrol grubuna gére I/R yapilan
grupta IL-1p seviyesinin 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). Doz bagimli
gruplar arasinda serum IL-1f seviyelerindeki azalma ile ilgili anlamli bir fark saptandi.
Buna gore Ago20 (K)-Ago40 (K) gruplarinda serum IL-1B seviyelerindeki azalma,
Ago20 (U)-Ago40 (U)’da gruplarinin serum IL-1p seviyesindeki azalmaya katkisindan

daha az oldugu goriildii.
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Sekil 4.4. Deney ve uygulama gruplarinin serum IL-1p seviyeleri. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gdstermektedir %¢9p<0.05)

4.5. Agomelatin’in Siiperoksid Dismutaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gruplarin  Siiperoksid Dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri Sekil 4.5.°de
gosterilmistir. I/R grubunda SOD aktivitesinde azalma oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Agomelatin uygulanan gruplarin hepsinde I/R grubunda azalmis olarak saptanan SOD
enzim aktivitesinde 6nemli miktarda artis oldugu belirlendi. Ago20 (K)-Ago40 (K) ve
Ago20 (U)-Ago40 (U) gruplar arasinda SOD enzim aktivitesi artisi ile ilgili olarak kisa
stireli uygulama ile uzun siireli uygulama veya doz bagimli karisilastirmalarda 6nemli bir

fark tespit edilmedi.
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Sekil 4.5. Deney ve uygulama gruplarinin SOD enzim aktivitesi. (Verilerin degerlendirilmesi

Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gdstermektedir *® ©p<0.05)
4.6. Agomelatin’in Katalaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gruplarin Katalaz (CAT) enzim aktivitesi Sekil 4.6’da gosterilmistir. Kontrol
grubuna gore I/R grubunda CAT enzim aktivitesinde onemli bir azalma goriilmiistiir
(p<0.05). Ago20 (U)-Ago40 (U) gruplarinin CAT enzim aktivitesi artisinda Ago20 (K)-
Ago40 (K) gruplarina oranla daha fazla bir artis goriilmekle beraber her iki uygulama
grubunda da I/R grubuna oranla CAT enzim aktivitesinde 6nemli artiglar gézlendi. Doz
bagimli gruplarin kendi aralarinda CAT enzim aktivitesi artig1 ile ilgili 6nemli bir fark

saptanmadi.
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Sekil 4.6. Deney ve uygulama gruplarinin CAT enzim aktivitesi. (Verilerin degerlendirilmesi

Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gdstermektedir *® ©p<0.05)

4.7. Agomelatin’in Glutatyon Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplarin Glutatyon (GSH) seviyeleri Sekil 4.7 de verilmistir. GSH seviyesinde
Kontrol grubuna gore I/R grubunda belirgin azalma goriildii (p<0.05). Ago20 (K)-Ago40
(K) ve Ago20 (U)-Ago40 (U) gruplarinin GSH seviyesi iizerinde I/R grubuna oranla
onemli dl¢iide artig oldugu fakat doz bagimli gruplar arasinda GSH seviyesi artisi ile ilgili

anlamli bir fak goriilmedi.
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Sekil 4.7. Deney ve uygulama gruplarinin GSH seviyesi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal

Wallis H testi kullamilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel
farklihig: gdstermektedir * ©p<0.05)

4.8. Agomelatin’in Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gruplarin  Glutatyon Peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi Sekil 4.8’de
gosterilmistir. GPx enzim aktivitesinde Kontrol grubuna gore I/R grubunda onemli
Olgiide azalma izlendi (p<0.05). Ago20 (K)-Ago40 (K) ve Ago20 (U)-Ago40 (U)
gruplarinin I/R grubuna oranla GPx enzim aktivitesi {izerinde 6nemli bir artis sagladigi

belirlendi. Doz bagimli gruplar arasinda 6nemli bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 4.8. Deney ve uygulama gruplarinin GPx enzim aktivitesi. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farkliligi gostermektedir & ©p<0.05)

4.9. Agomelatin’in Malonaldehit Seviyesi Uzerine Etkileri

Agomelatin’in Malonaldehit (MDA) seviyesi iizerine etkileri Sekil 4.9.°de
gosterilmigtir. I/R grubunda kontrol grubuna kiyasla MDA seviyelerinde artig goriildii
(p<0.05). Agomelatin uygulama gruplarinin MDA seviyesini énemli 6l¢iide azalttigi
tespit edilmekle beraber doz bagimli farklilik Ago20 (U) ve Ago40 (U) gruplari ve Ago20
(K) ve Ago40 (K) gruplar1 arasinda belirlendi. Buna gore Ago20 (U) ve Ago40 (U)
gruplarimin serum MDA seviyeleri Ago20 (K) ve Ago40 (K) gruplarinin MDA

seviyelerine oranla daha fazla bir azalma meydana getirdigi izlendi.
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Sekil 4.9. Deney ve uygulama gruplarinin MDA seviyeleri. (Verilerin degerlendirilmesi

Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi. Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gdstermektedir 2¢4p<0.05)

4.10. Histopatolojik Analizler

Kontrol grubunun Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanan bobrek kesitlerinde
kortekste yer alan glomeriil ve tiibiil yapilar1 normal histolojik yapida oldugu goriildii

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda glomerul (y1ldiz) ve tiibiil yapilar
(oklar) normal olarak izlenmekte (A) H-E; X20, (B) H-E; X40.

I/R grubundaki siganlarin bobrek doku kesitlerinde hematoksilen-eozin boyama
metoduyla incelenen preparatlarda, kortekste intertiibiiler alanda belirgin infiltrasyon,
hemoraji ve intratiibiiler cast olusumu izlendi (Sekil 4.11). Histopatolojik hasar skoru
kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu grupta hasarin istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttig1 belirlendi (p<0.05).

Sekil 4.11. I/R grubuna ait bobrek dokusunda infiltrasyon alanlar1 (A;oklar), intertubuler
hemoraji (oklar) ve intratubuler cast olusumu (B; yildiz) H-E; X20.

Ago20 (K) grubunda yapilan histopatolojik incelemelerde, kortekste intertiibiiler
alanda belirgin hemoraji, infiltrasyon ve intratubuler cast olusumu izlendi (Sekil 4.12).
Yapilan istatistiksel analiz sonucu Ago20 (K) grubundaki hasarin I/R grubu ile benzer
oldugu, kontrol grubuna gore ise anlamli sekilde yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05).
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Sekil 4.12. Ago20 (K) grubuna ait bobrek dokusunda infiltrasyon alanlar1 (A;oklar),

intertiibliler hemoraji (oklar) ve intratiibiiler cast olusumu (B;yildiz) izlenmekte H-E;
X20.

Ago40 (K) grubuna ait preparatlarda yapilan incelemelerde de (Sekil 4.13), Ago20
(K) grubunda oldugu gibi kortekste intertubuler alanda hemoraji, infiltrasyon ve
intratubuler cast olusumu belirlendi (Sekil 4).Bu grupta histopatolojik hasar skoru
2.62+0.370larak tespit edildi. Kontrol grubuna kiyasla hasarin bu grupta yiiksek oldugu
(p<0.05), meydana gelen bu hasarin I/R ve Ago20 (K) grubu benzer seviyede oldugu
belirlendi.

Sekil 4.13. Ago40 (K) grubuna ait bobrek dokusunda infiltrasyon alanlart (A;oklar),
intertiibiiler hemoraji (oklar) ve intratiibiiler cast olusumu (B;y1ldiz) izlenmekte H-E;

X20.
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Ago20 (U) grubuna ait hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis
kesitlerde, bobrek korteksi igerisinde infiltrasyon alanlari, intertiibiiler hemoraji ve
intratiibiiler cast olusumuvardi (Sekil 4.14). Bu grupta meydana gelen hasar, istatistiksel
olarak her ne kadar kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugu belirlenmis olsa da (p<0.05),
I/R grubunda meydana gelen hasardan daha diisiik diizeydeydi (p<0.05).

Sekil 4.14. Ago20 (U) grubuna ait bobrek dokusunda infiltrasyon alanlar1 (A;oklar),
interttibiiler hemoraji (oklar) ve intratiibiiler cast olusumu (B;y1ldiz) izlenmekte H-E;
X20.

Ago40 (U) grubuna ait bobrek doku kesitlerinde de Ago20 (U) grubuna benzer
sekilde bobrek korteksi icerisinde infiltrasyon alanlari, intertiibiiler hemoraji ve
intratiibiiler cast olusumuvardi (Sekil 4.15). Bu grupta meydana gelen hasar, istatistiksel
olarak kontrol grubundan vyiiksek diizeydeydi (p<0.05). Ote yandan Ago40 (U)
grubundaki hasarin I/R grubunda meydana gelen hasardan daha diisiik (p<0.05), Ago20
(V) grubu ile de benzer oldugu belirlendi.
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Sekil 4.15. Ago40 (U) grubuna ait bobrek dokusunda infiltrasyon alanlar1 (A;oklar),
intertiibiiler hemoraji (oklar) ve intratiibiiler cast olusumu (B;y1ldiz) izlenmekte H-E;
X20.

Tiim gruplara ait histopatolojik degerlendirme sonucu elde edilen hasar skoru
Sekil 4.16’da sunulmustur. Tiim bu bulgular hep birlikte degerlendirildiginde siganlara
uygulanan deneysel renal I/R modeline bagli olarak bobrek dokusunda énemli diizeyde
hasar meydana geldigi (p<0.05) ve bu hasarin azaltilmasinda kisa siireli uygulanan her
iki konsantrasyondaki agomelatinin de (20 ve 40 mg/kg) etkili olmadigi 6te yandan 7 giin
siresince uygulanan agomelatininin her iki konsantrasyonunun da doz bagimsiz olarak

histopatolojik hasari azalttig: tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.16. Gruplardan histopatolojik degerlendirme sonucu elde edilen hasar skorlamasi

(a, b, ¢ birbirinden farkli olup gruplar arasindaki istatiksel farklilig1 gostermektedir, ® * °p<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. Agomelatin’in Serum Ure ve Kreatinin Degerleri Uzerine Etkileri

Renal iskemi kardiyak arrest, karaciger transplantasyonu, heminefrektomi (110),
akut bobrek hasari, myokard infarktiisii, travma, dolagim arresti gibi bir dizi patoloji
sonucu meydana gelir. Iskemik bdbrekte reperfiizyon ile birlikte metabolik bir
dengesizlik olusur ve siddetli doku hipoksisine ek olarak mikrovaskiiler disfonksiyon
gelisir (111). Akut bobrek hasari tanisindaki 6ncelikli belirtiler serum kreatinin, daha
sonra da serum iire degerlerindeki artistir. Serum kreatinin seviyesinin serum iire
seviyesine orani 15:1 seklindedir. Glomeriiler filtrasyonun fonksiyonel olmadig:
durumlarda serum tire degeri 10-15 mg/dl oraninda artis gosterirken serum kreatinin
seviyesi 1.0-1.5 mg/dl oraninda arti gosterir (112). Ure ve kreatin azot metabolizmasimin
son {irinleridir. Ure, diyet ile alman ve dokulardan gelen proteinlerin metabolik
reaksiyolarinin ilk {riiniidiir (113). Renal I/R uygulanan calismalarda da oldugu gibi
(114-116) ¢alismamizda da I/R uygulanan tiim gruplarda iire ve kreatin degerlerinde artis
goriilmiistiir. Melatoninin antioksidan, anti-apoptik, anti-inflamatuvar etkilere sahip
olmasi buna ek olarak bir immunomodulator gibi ¢alisarak renal fonksiyonlar iistiinde
koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu etkiler agomelatinin benzer potent etkilerinin
olabilecegini isaret etmektedir (117). Sepsis kaynakli akut bobrek hasarli siganlarda
agomelatinin iyilestirici etkisinin incelendigi bir ¢aligmada agomelatin 20 mg/kg i.p.
uygulanan grubun serum fire ve kreatinin degerlerinde azalma oldugu bildirilmistir (118).
Bagka bir ¢caligmada 40 mg/kg i.p. agomelatin uygulanan adriamisin ile nefrotoksisite
olusturulmus sicanlarda serum iire ve kreatinin seviyelerinin azaldig1 gorilmistiir (119).
Sicanlarda olusturulan nefrotoksisitede agomelatin 40mg/kg p.o. kullanilan bir ¢alismada
agomelatinin serum fiire ve kreatin degerlerini 6nemli 6lgiide azalttigi rapor edilmistir
(120). Bizim ¢aligmamizda agomelatin uygulanan dort grupta da serum kreatinin ve iire
seviyeleri I/R grubuna oranla literatiirde yapilan ¢alismalarla ortiisen bir azalma meydana
getirmistir. Ago20 (U) ve Ago40 (U) gruplarmin serum iire ve kreatinin seviyelerinde,
Ago20 (K) ve Ago40 (K) gruplarinin serum iire ve kreatinin seviyelerine oranla 6nemli
Olciide azalma oldugu goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalara benzer bir sekilde ¢alismamizda
uygulanan agomelatinin 20 mg/kg ve 40mg/kg konsantrasyonlarinin serum tire kreatinin

seviyelerinde belirgin bir azalma sagladig gortilmiistiir.
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5.2. Agomelatin’in TNF-a ve IL-1p Seviyeleri Uzerine Etkileri

Iskemiye yonelik inlamatuvar cevap endotelyal hasar olara baslar ve iskemik
dokulardan birgok giiclii madde salinimi ile devam eder (121). Iskemiyi takiben DNA
hasari1 ve lokal inflamatuvar yanitlarin olusmasi oksidatif strese yol agarak bu sitokinlerin
salimimu ile hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina sonugta da hiicre 6liimiine neden olur (122).
Bu maddeler TNF-a, IL-1B, IL-6, gibi proinflamatuvar sitokinlerolup inflamatuvar
yanitin hizlica baglatilmasinda ve devam ettirilmesinde 6nemlidirler (123).

TNF-a tanimlanmasi yirmi yil 6ncesine dayanmaktadir ve kesfi, timor nekroz
faktor (TNFs )ailesinin tanimlanmasini da saglamistir. TNF-a hiicre membranina TNFR1
ve TNFR?2 reseptorleri ile sinyal yollar ve hiicre ¢ogalmasi ve canliligi, diferansiyasyonu
ve apotozu gibi bir¢ok Onemli olayr diizenler. Makrofajlar 6nemli birer TNF-a
kaynaklaridir ve TNF-a’ya fazlasiyla duyarlidirlar. TNF-o’nin anormal {iretimi romatoid
artrit, ateroskleroz, sepsis, diyabet, obezite ve psoOriyazis gibi bir¢cok patogenez ile
iligkilidir. Ayrica ¢ogu inflamatuvar hastalikta sitokin kaskad1 diizenlemesinde 6nemli bir
rolii olmast ana regiilator 6zelligini gostermekte ve bircok hastalikta terapotik bir hedef
oldugu bilinmektedir (124). Ayn1 zamanda TNF-a renal iskemi/reperfiizyon hasarinda
bobrekten salgilanan potansiyel bir proinflamatuvar sitokindir (125).

IL-1 bir dizi akut inflamatuvar siirecin merkez bir komponentidir (126). IL- 1§ ise
otoinflamatuvar hastaliklara aracilik etme Ozelliginden dolayr IL-1 ailesinin en ¢ok
calisilan tiyesidir. Kuskusuz ki IL-1f enfeksiyon kars1 6nemli bir savunma mekanizmasi
olarak gelismistir (127). Bu mekanizmada IL-1p, karacigerdeki akut faz proteinleri olan
C-reaktif proteinlerin saliniminda ve endotel hiicrelerinin aktivasyonunda, kemik
iliginden nétrofil stabilizasyonunu saglamada, tiim l0kositleri ve renal hiicreleri de
aktiflestirerek etki gostermektedir (128).

Renal I/R yapilan ¢aligmalar I/R gruplarinin serum TNF-a ve IL-1f degerlerinde
inflamasyona anlamli bir atig gézlendigini belirtmistir (129, 130, 131). Calismamizda da
I/R grubunun serum TNF-a ve IL-1p diizeylerinde 6nemli diizeyde bir artis gozlenmistir.

Antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklerine bakarak 30mg/kg agomelatinin oral
uygulamasinin antiinflamatuvar sitokinler iizerine etkisinin incelendigi diger bir
calismada ise agomelatinin serum TNF-a ve IL-1p degerlerinde 6nemli 6lgiide azalmaya
neden oldugu bildirilmistir (132). Agomelatinin karaciger koruyucu etkilerinin
incelendigi bir ¢aligmada proinflamatuvar sitokinlerden serum TNF-o seviyesinde

belirgin bir azalma oldugu kaydedmistir (133). Kronik agomelatin tedavisinin
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lipopolisakkaritlerle indiiklenen si¢an beyin dokusunda olusturdugu inflamatuvar yanita
etkisinin incelendigi bir ¢alismada agomelatinin IL-1f degerlerinde azalma sagladigi
rapor edilmistir (134). Bizim ¢alismamizda I/R sonucu olusan serum TNF-a ve IL-1B
seviyelerindeki artis iizerine, kisa siireli ve uzun siireli Agomelatin uygulamasinin
gruplarda belirgin azalma sagladigi tespit edilmis, 6zellikle her iki parametre i¢in de uzun
stireli 40mg/kg agomelatin uygulamasinin literatiirle Ortliserek daha etkili oldugu

gorilmistiir.

5.3. Agomelatinin SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin yol actigi hasari engellemek igin biyolojik sistemlerde
antioksidanlar olarak adlandirilan savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu sistem
serbest radikallere bagli olusan hasari onarici, siiperoksid iyonlarini1 ortamdan
uzaklagtiran veya konsantrasyonunu azaltan, katalitik metal iyonlarii hiicreden
uzaklastiran etkilere sahiptir (135). Aerobik organizmalarda iiretilen birincil SOR
siiperoksiddir ve bir enzim ailesinden olan siiperoksid dismutaz (SOD) tarafindan
dismutasyona ugratilarak hidrojen perokside indirgenir (136). Ekstraseliiler siiperoksid
radikalini indirgeyen tek antioksidan olmasi nedeniyle de SOD 6nemli etkileri olan bir
savunma elemanidir (102). Yapilan ¢aligmalar I/R uygulanan deney gruplarinda SOD
enzim aktivitesinin anlamli olarak azaldig: bildirilmistir (115, 137, 138). Calismamizin
I/R gruplarindaki SOD enzim aktivitesi bulgular1 literatiirdeki bu sonuglara benzer
Olclimlenmistir.

Agomelatinin antioksidan ozelliklerinin arastirildigi bir ¢calismada, agomelatinin
cesitli dozlarinin (20-40mg/kg) SOD enzim aktivitesinde belirgin Olclide bir artis
sagladig1 saptanmistir (120). Parasetamol ile karaciger hasari olusturulmus sicanlarda
agomelatinin SOD enzim aktivitesi iizerine artig yoniinde bir etki gosterdigi saptanmistir
(133). Rat overlerinde olusturulan I/R hasarinda agomelatinin etkilerinin incelendigi bir
diger calismada agomelatin uygulanan grupta SOD enzim aktivitesinde artis goriildigi
belirtilmistir (139). Calismamizda agomelatinin SOD enzim aktivitesi iizerinde bir artig
sagladig1 belirlenmis olup literatlir ¢calismalar1 ile Ortiisen sonuglar bulunmustur. Yine
literatiirdeki ¢alismalarla benzer sekilde agomelatin doz bagimli gruplarinin SOD enzim

aktivitesi iizerine doz iligkili anlamli bir degisime sebep olmadigi goriilmiistiir.
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5.4. Agomelatinin CAT Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Antioksidan mekanizmanin birincil savunma hattin1 SOD, CAT olusturur. CAT
enzimi Ozellikle de ciddi oranlarda reaktif olan siiperoksid radikalinin indirgenmesinde
vazgecilmez iki antioksidan enzimden biridir (140). CAT yaygin bir antioksidan enzim
olup tiim canli dokularda oksijeni kullanir. SOD’un baslattig1 detoksifikasyonu devam
ettirerek demir veya manganezi kofaktor olarak kullanir ve hidrojen peroksidin su veya
molekiiler oksijene indirgenmesini saglar (141). CAT, postiskemik renal hasara kars1
dokular1 koruyan 6nemli bir koruyucu enzimdir (142). Yapilan ¢alismalar I/R’nin CAT
enzim aktivitesini azalttigi yoniindedir (143-145). Calismamizda I/R uygulanan grubun
CAT enzim aktivitesinde literatiire benzer sekilde azalma oldugu gortilmiistiir.

Beyin dokusundaki oksidatif strese karsi agomelatin 25-50mg/kg dozlarinin
antioksidan etkisinin incelendigi bir ¢aligmada I/R grubuna kiyasla uygulama gruplarinda
CAT enzim aktivitesinde artis oldugu bildirilmistir (146). Kraniotomi ile beyin hasari
olusturulan siganlarda agomelatinin CAT enzim aktivitesini artirdig1 bildirilmistir (147).
Parastamol ile toksisite olusturulan sicanlarda 40mg/kg agomelatinin Koruyucu
etkilerinin incelendigi baska bir calismada agomelatinin CAT ve diger antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirdigi gériilmiistiir (148). Calismamizda Ago40 (U) ve Ago20
(U) gruplarinda CAT enzim aktivitesinde literatiire uygun olarak dnemli miktarda artig
saglamakla beraber tim uygulama gruplar CAT enzim aktivitesinde belirli bir artis

saglamistir.

5.5. Agomelatinin GSH Seviyesi Uzerine Etkisi

GSH, hiicreleri oksidatif stres hasarindan ve elektrofilik ksenobiyotik
toksisitesinden koruyan, redoks homeostazini destekleyen 6nemli bir enzimdir (149).
Cesitli patolojilerde oksidatif stres hasarinin baglamasi ile serumdaki seviyeleri artmaya
baslar ve aktiflesir (150). GSH seviyesini degerlendirmek iizere yapilan ¢alismalar GSH
seviyelerinin I/R gruplarinda azaldigini isaret etmektedir (151-153). Bizim ¢aligmamizda
da I/R grubunun GSH seviyesini azaldigi literatiire benzer sekilde azalmistir.
Agomelatinin kronik serebral hipoperfiizyonda antioksidan etkilerinin arastirildigi bir
caligmada agomelatin uygulamasinin GSH seviyesini artirdigi belirlenmistir (154).
Oksidatif stres iizerine agomelatinin etkilerinin inceledgi bir diger c¢alisma GSH

seviyesinin agomelatin uygulamasi ile arttigt yoniinde sonu¢lanmistir (155). Sican
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bobreginde olusturulan oksidatif strese yonelik 12 hafta boyunca 25mg/kg agomelatin
tedavisinin antioksidan enzimler iizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢aligmada
agomelatinin GSH seviyesinde bir artis sagladigi bildirilmistir (156). Calismamizda
agomelatin uygulanan tiim gruplarda GSH seviyesini literatiire benzer sekilde artirdigi

saptanmigtir.

5.6. Agomelatinin GPx Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

Glutatyon peroksidaz (GPx), selenyum igeren, lipit ve hidrojen peroksidi
indirgemede 6nemli rol oynayan bir enzimdir (157). GPx salinimi tiim hayvan ve kiiltiirlii
hiicrelerde oksidatif strese karsi koruyucu olarak gorev yapmaktadir (158). I/R yapilan
caligmalarda GPx enzim aktivetesinde belirgin oranlarda diistis oldugu belirtilmistir (159-
161). Bizim galigmamizda literatiirle ortiisen sonuglar elde edilmis ve I/R yapilan grubun
GPx enzim aktivitesinde 6nemli dl¢iide bir azalma gorilmiistiir.

Agomelatinin antioksidan enzim aktivitesi iizerine etkilerininin arastirildig1 sican
overinde olusturulan iskemi/reperfiizyon sonucu olusan oksidatif streste agomelatinin
GPx enzim aktivitesini artirdigi tespit edismistir (139). GPx enzim aktivitesi iizerine
Agomelatin etkilerinin incelendigi ¢alismalar literatiirde kisithh olmakla birlikte
calismamizda GPx enzim aktivitesinde agomelatin uygulama gruplarinda Onemli

miktarda artig goriilmiistiir.

5.7. Agomelatinin MDA Seviyesi Uzerine Etkileri

Serbest radikaller organizmada lipit peroksidasyonuna sebep olurlar ve
malondialdehit (MDA) da bu siirecte olusagelen poliansatiire yag asitlerinin hiicredeki
peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan son iirliniidiir. Serbest radikallerdeki bir artis asir1
MDA iiretimine neden olur. MDA degeri genelde antioksidan kapasite ve oksidatif stres
parametresi olarak bilinmektedir (162). Yapilan ¢aligmalar I/R uygulanan gruplarin MDA
seviyelerinin belirgin oranda arttigina isaret etmektedir (163-166 ). Alzheimer hastalig
tedavisi lizerine yapilan bir hiicre ¢aligmasinda uygulanan agomelatinin olusturulan
oksidatif stres sonucu yiikselen MDA seviyesini belirgin 6l¢iide azalttigi bildirilmistir
(167). Sigan beyninde olusturulan oksidatif hasarda 14 giin boyunca uygulanan 40mg/kg
agomelatinin etkilerinin arastirildig1 bir calismada agomelatinin MDA seviyesini azalttig1

belirlenmistir (168). Bir bagka calismada nefrotoksisite olusturulan siganlarda 20-
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40mg/kg agomelatin uygulanan gruplarin MDA seviyelerinin azaldigi rapor edilmistir
(120). Calismamizda literatiire uyumlu sonuglar elde edilmistir. MDA seviyelerinde en
belirgin azalma Ago40 (U) ve Ago20 (U) gruplarinda goriilmekle birlikte diger

agomelatin uygulama gruplarinda da belirgin azalmalar saptanmaistir.

5.8. Agomelatinin Histolojik Hasar Uzerine Etkileri

Dokularin histolojik degerlendirmesinde kontrol grubuna gore I/R grubunun korteksinde
intertiibiiler alanda belirgin infiltrasyon, hemoraji ve intratiibiiler cast olusumu izlendi.
Agomelatin verilen gruplarda histopatolojik hasarin azaldigi goriilmiis ve koruyuculuk
gosterdigi saptanmistir. Ago40 (U) ve Ago20 (U) grubundaki iyilesme diger gruplardan
belirgin Ol¢iide fazla oldugu belirlenmistir. Tiim agomelatin uygulama gruplarinda
belirgin iyilesmeler goriilmiis olup bu sonug¢ biyokimayasal sonuglarimizi desteklemekte

ve agomelatinin koruyucu etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Agomelatin bir sentetik melatonin analogu ve uzun yarilanma omri ile
melatonerjik MT1-MT?2 reseptorlerine melatoninden daha yiiksek affiniteli agonistidir.
Major depresif bozukluk tedavisinde yaygin olarak kullanilan agomelatinin en 6nemli
farmakolojik 6zelligi prokronobiyolojik etkisidir. Lokomotor aktivitenin sirkadiyen
ritmini hizlica resenkronize edebilen ve depresyonda bozulmus olan uygun biyolojik
aktivitelerin devamliligini saglayan bir antidepresandir. Melatonerjik sisteme ait bir
antidepresan ilag olarak mevcut farmakoterapide genis ve dnemli bir yer edinmis olan
agomelatinin, giincel antidepresan tedavilerinde bildirilen olumsuz yan etkilerin
neredeyse hi¢birine sebep olmamasi giivenli kullanim yéniiyle yaygin ilgi gérmektedir.
Agomelatinin antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin arastirilmaya baslanmasinin
nedeni olarak ana maddesi melatoninin bu yonden giiglii bir hormon olmasi diistiniilebilir.

Calisma bir melatonin reseptor agonisti ve serotonin reseptor antagonisti olan,
antinflamatuvar etkili potent bir antioksidan olan agomelatinin deneysel bdbrek
iskemi/reperfiizyon hasarina karsi renoprotektif etkilerini ortaya koymustur. Elde edilen
veriler agomelatinin I/R hasart ile artan inflamasyon markerlarinin serumdaki seviyelerini
azaltarak, antioksidan mekanizmayi enzim aktivasyonunu destekleyerek etki gosterdigini
ortaya koymustur. Bununla birlikte deney gruplarinda farkli doz ve kisa-uzun siireli
agomelatin uygulamalarinin yapilan dl¢iimlerde belirtilen markerlar {izerinde dnemli bir
fark olusturacak etkinlige sebep oldugu goriilmiistiir. Literatiirdeki ¢aligmalar ile bizim
calismamizin  sonuglart agomelatinin koruyucu etkisini destekleme yoOniinden
ortlismektedir.

Agomelatinin bir sentetik olarak ana maddesinden bir¢ok yonden daha 6nde
olmasi, farmakodinamik ve farmakokinetik 6zellikleri agisindan iistiinliigli doz ve zaman
bagimli farkli ¢calismalar yapilarak antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri ile klinikte
mevcut tedavilere katki saglayabilecegi hatta ileriye tasiyabilecegi diistiniilmektedir.
Bunun yaninda agomelatinin proliferatif ve palyatif etkilerinin arastiralacagi ¢alismalar

yapilarak literatiirde daha fazla yer almasi saglanabilir.
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