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RATLARDA RENAL ISKEMI REPERFUZYON HASARI UZERINE KINA
EKSTRESININ (LAWSONIiA INERMIS L.) KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

(Yiiksek Lisans Tezi)
Seyma NERGIZ
OZET

Giris ve Amag¢: Farkli antioksidan ozelliklere sahip bitkiler insanda serbest radikal
hasarma kars1 onleyici ve tedavi edici yaklasimlar acisindan yiiksek potansiyele sahiptirler.
LawsoniainermisL. (Lythraceae), yaygin olarak kina olarak bilinen, diinyanin birgok yerinde
kullanilan popiiler bir cilt ve sag boyama maddesidir. Buna ek olarak, geleneksel olarak bir
tibbi bitki olarak c¢esitli etnik gruplar tarafindan kullanilir. Serbest radikaller, bobrek
iskemi/reperfiizyon hasari gibi bircok hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar.
Bobrek iskemi/reperfiizyonunda olusan oksidatif stres direkt olarak glomerular ve
tubiilerepitelyumu etkiler.

Gereg¢ ve Yontem: Ilk defa yapilan bu calismada, Kina’nin renal iskemi/reperfiizyon
hasarma olan biyokimyasal ve histopatolojik etkileri 24 ergin 250-350 gr olan erkek rat
iizerinde gergeklestirildi. Ratlarrandomize olarak ti¢ gruba ayrildi; kontrol (n=8), sham (n=8)
ve tedavi (kina) grubu (n=8). Enjeksiyonu hazirlamak i¢in 50 mg/kg liyofilize kina yaprak
ekstrat1 findik yagi ve % 0,9’luk steril serum fizyolojik ile 4:1 oranindagdziildii. Sham ve
tedavi gruplarindaki ratlara deneyden 1 giin dnce baslanarak giinde bir kez 0,5 ml serum
fizyolojik (% 0,9 NaCl/kg/giin) ve 0,5 ml kina (50 mg/kg/giin) intraperitoneal yolla verilirken
kontrol grubundakilere hi¢ bir sey uygulanmadi.Daha sonra tiim gruptaki ratlara girisim ve
cerrahi iglemden sonra sol bobrek damarlari klemp araciligi ile kapatilarak, 30 dakikaiskemi
ve 30 dakika reperfiizyon olusturuldu. Reperfiizyonu takiben sham ve tedavi
grublarindakiratlara 0,5 ml serum fizyolojik ve kina intraperitoneal yolla 5 giin boyunca
verildi. Deneyin sonunda tim ratlarsakrifiye edildi ve bobrek dokulart alindi. Bobrek
dokusunda  oksidatif/nitrozatif  stres  biyobelirteclerinin(katalaz,  superoksitdismutaz,
malondialdehit, nitrik oksit ve nitrotirozin) diizeyleri ile dokudaki histopatolojikdegisiklikler
belirlendi.

Bulgular: iskemi/reperfiizyon grubunda siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin
azaldig1 (p<0,05), malondialdehit, nitrik oksit ve nitrotirozin diizeylerinin arttig1 (p<0,05),
histopatolojik incelemede ise tubiiler epitelinde incelme, nekroz ve firgamsi kenar

kaybibulgularinda artma izlenmistir. Kina uygulanan grupta, bobrek dokusunda



malondialdehit, nitrik oksit ve nitrotirozin diizeylerinde azalma (p<0,05), Siiperoksit dismutaz
ve Kkatalaz aktivitelerinde artis (p<0,05) elde edilmistir. Bobreklerin histopatolojik
incelenmesinde iskemi/reperfiizyon hasariyla olusan bulgularda azalma ve normal goriiniimler
tespit edilmistir.

Sonu¢: Bu calismanin sonuglar sicanlarda bobrek dokusunda iskemi-reperfiizyona
bagli olarakoksidatif/nitrozatif hasarin arttigini, kina takviyesinin oksidatif/nitrozatif hasar

belirgin sekilde onledigini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Bobrek iskemi/reperfiizyonu, kina, oksidatif/nitrozatif stres,rat
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INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF HENNA
(LAWSONIA INERMIS L.) IN RENAL ISCHEMIA REPERFUSION INJURY
(Master Thesis)

Seyma NERGIZ
ABSTRACT

ObjectiveandAim: Plants with different antioxidant properties
have high potential in terms of approaches preventive and treatment against free radical
damage in human. Lawsonia inermis L. (Lythraceae) commonly known as henna is a popular
skin and hair dye used in many parts of the world. In addition, as traditionally use by various
ethnic groups as a medicinal plant. Free radicals play an important role in the pathophysiology
of many diseases such as renal ischemia/reperfusion damage. The oxidative stress that occurs
in renal ischemia/reperfusion directly affects the glomerular and tubular epithelium.

Materialsand methods: First in this study, effects the biochemical and
histopathological of henna on renal ischemia/reperfusion damage were performed on 24 adult
male rats weighing 250-350 g. The rats were randomly divided into three groups; control (n =
8),sham (n = 8) and treatment (henna) group (n = 8). To prepare the injection, 50 mg / kg
lyophilized henna leaf extract was solved 4:1 with hazelnut oil and 0,9% sterile saline. While
rats in the sham and treatment groups were administered intraperitoneally 0,5 ml saline (0,9%
NaCl/kg/day) and 0,5 ml henna (50 mg/kg/day) starting once a day rats the experiment, 1 day
ago nothing has been done in the control group. After this procedures, all rats in the three
groups the left renal vessels were closed with clamps, 30 minutes of ischemia and 30 minutes
of reperfusion were performed. Following reperfusion, rats in the sham and treatment groups
were administered with 0,5 ml saline and henna intraperitoneally for 5 days.

At the end of the experiment, all rats were sacrificed and kidney tissues were removed.
Kidney tissue were determined levels of oxidative/nitrosative stress biomarkers (catalase,
superoxyddismutase, malondialdehyde, nitric oxide and nitrotyrosine) and histopathologic
changes.

Results: In the ischemia/reperfusion group, superoxide dismutase and catalase
activities were decreased (p<0,05), malondialdehyde, nitric oxide and nitrotyrosine levels
were increased (p <0,05). Histopathological examination showed that thinning of the tubular
epithelium and necrosis and scarring. Decreased malondialdehyde, nitric oxide and

nitrotyrosine levels (p <0,05) and inceased superoxide dismutase and catalase activities (p

v



<0,05) were found in kidney tissue of henna treated group. Histopathologic examination of

the kidneys showed normal findings and decreased signs of ischemia/reperfusion injury.
Conclusion: The results of this study demonstrate that oxidative/nitrosative damage

increased due to ischemia-reperfusion in the kidney tissue of rats, and that henna

supplementation significantly inhibits oxidative/nitrosative damage.

Key words: Renal ischemia-reperfusion, henna, oxidative/nitrosative stress, rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ATP : Adenozin Trifosfat

Ca : Kalsiyum

CAT :Katalaz

EC - Ekstraselliiler

GSH :Glutatyon

GPx : Glutatyon Peroksidaz
H,0, : Hidrojen Peroksid

HOCL . Hipoklorit Asit

IR :Iskemi Reperfiizyon

MDA :Malondialdehit

Na :Sodyum

NADPH :Nikotinamid adenin diniikleotit
NO - Nitrik Oksit

oD : Optik Dansite

OH’ : Hidroksil Radikali
ONOO’ :Peroksinitrit

O, :Oksijen

03 : Siiperoksit Anyon Radikali
PMNL :Polimorf Niiveli Lokositler
SDS : Sodyum Dodesil Siilfat
SOD . Stiperoksit dismutaz

SOR :Serbest Oksijen Radikali
TNF-a :Tiimo6r Nekrozis Faktor Alfa
TBA : Tiyobarbitiirik asit

3-NT - Nitrotirozin
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1. GIRIS VE AMAC

Kina (Lawsania inermis L.)bitkisi baz1 bolgelerde aga¢ kadar biiyiik olabilmektedir.
Lythaceae familiyasina ait olan bu bitkinin tibbi ve kozmetik alaninda kullanimi 4000 yil
oncesine kadar dayanmaktadir. Bitkinin kaynagi Afrika ve Asya’nin sicak bdolgeleridir (1).
Kina bitkisinin en ¢ok kullanilan kismu yapraklaridir. Yapraklar bir yil icerisinde bahar ve
sonbaharda hasat yapilir. Sonbahar {iriinii daha kalitelidir. Kina’ nin yapraklarinda bulunan en
onemli maddeler: yag, luteolin, quinoids, xanthone ve coumarin, ¢esitli glikozitler, alkaloidler
vs. sayilabilinir. Bitkiye rengini veren hidroksi neftokinon adli boyar maddedir. Kinabitkisinin
antibakteriyel ve antifungal 6zelligi kanitlanmustir (1).

Calismamizda sifali bitkiler arasinda Onemli bir yeri olan kmanin Renal
Iskemi/Reperfiizyon (I/R)’ unun neden oldugu oksidatif stres hasarina kars1 koruyucu etkisini
aragtirmayi amagladik.

Doku veya organiperfiize eden kan akimindaki yetersizlige bagli olarakiskemi gelisir.
Geriye dontisimlii veya donisiimsiiz hiicre/doku zedelenmesine neden olabilmektedir
(2).I1skemi durumunda kanakiminin kesildigi bolgede lokal doku hasari, bu alan disindaki
bolgelerde de uzak organ hasar1 meydana gelebilmektedir (3,4). Iskemiye neden olan etkenin
ortadan kalkarak dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi olayina reperfiizyon denir (5).I/R
stirecinde; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degisir, adenozin trifosfat (ATP)’in azalir,
hiicre i¢i kalsiyum (Ca+2) artar ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin bozulmasina
onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olur. Buolaylar sonucu serbest oksijen radikalleri
(SOR) olusarak, oksidatif strese neden olur (6,7).

Renal iskemisi; bobrek transplantasyonu, renal arter ameliyati, kismi nefrektomi gibi
cesitli iirolojik girisimler,kardiyopulmoner bypass,sok,travma, sepsis gibi klinik durumlarda
gorilir (8).

Renal I/R hasari, ¢esitli araci maddelerin, hiicre ici haberlesme sisteminin ve
hiicrelerde meydana gelen zincirleme reaksiyonlar sonucu meydana gelen, hipoksi kaynakli
akut bobrek yetmezliginin temel sebebini olusturan karmasik bir durumdur(9).

Bobreklerde (I/R) hasar1 sonucuenflamatuar hiicre infiltrasyonu, parankimal hiicre
disfonksiyonunun  gelistigi, mikrovaskiiler permeabilitede artig, interstisyel O6dem,
vazoregiilasyonda bozulmanin goriildiigii ve iskemi sirasinda ya da sonrasinda akut tubiiler
nekrozun gelistigi gosterilmistir (10,11). Iskemi siirecinde diisiik miktarda SOR meydana
gelmektedir. Reperfiizyon déneminde ise dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan ¢ok

daha biiyiik miktarda SOR olusmaktadir (12). Hiicre ve doku kiiltiiri ile yapilan



caligmalarhayvan deneyleri vebiyokimyasl alanda yapilmis bir c¢ok c¢alisma, yeniden
oksijenlenmenin zararl etkileri sonucunda meydana gelen SOR miktarinin asir1 derecede artis
gosterdigini, bu durum karsisinda da viicutta yer alan SOR tutucu antioksidan savunma
mekanizmasinin yetersiz kaldigim1 géstermektedir (13,15).SOR organizmada dokunun yapi
elemanlarin1 bozarak zararli etkilere yol acabilmekte. Bu durum; Oksidatif stres pulmoner
6dem, miyokardiyal hasar, bobrek ve karaciger yetmezligi gibi komplikasyonlar ve artmis
mortalite ile yakindan iligkilidir (16).

SOR gibi oksidatif stres artisina neden olabilen bir diger biyolojik molekiil nitrik oksit
(NO)’dir.NO diisiik konsantrasyonlarda Oonemli fizyolojik islevlerde rol alirken yiiksek
konsantrasyonlarda hizla siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna
neden olur. Peroksinitrit sitotoksikbir molekiildiir. Proteinlerin yapisindaki bazi amino
asitlerin (0zellikle tirozin) nitrolanmasi protein veya enzimin yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerinin degisimine neden olabilmektedir (17).

SOR potansiyel zararlarina karsilik ¢ok sayida hiicre koruyucu enzimler ile kars1 koyar
ve bu molekiillerin dokulara verdikleri hasar antioksidanlar sayesinde 6nlenebilmektedir. Bu
antioksidanlar stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi endojen kaynakli; Vitamin C, vitamin E,folik asit gibi eksojen kaynakli
olabilmektedir (18).



2. GENEL BILGILER
2.1. iskemi

Dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim tarafindan
saglanamamasi ve olusan atik iiriinlerin yine dolagim tarafindan uzaklastirilamamasiiskemi
olarak tanimlanmaktadir(19).

Doku veya organlara giden kanin herhangi bir nedene(organ transplantasyonu,
vaskiiler cerrahi islemler) bagli olarak belirgin sekilde azalmasi veya tamamen kesilmesi
sonucunda perfiizyonunun bozulmasiyla iskemiye ugrayan dokunun belirli bir siire oksijenden
yoksun kalmasi, hiicrelerde enerji kaybinin artmasina, toksik metabolitlerin birikmesine,
hiicre fonksiyon bozukluguna ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir(20,21). Bu durum doku
hasart veya nekrozu ile sonuclanmaktadir.iskemiye eslik eden hiicresel ve yapisal
degisiklikler ilk olarak mitokondride baslar, daha sonra hiicre ¢ekirdegi, endoplazmik
retikulum, lizozom ve hiicre membrani etkilenir(22). Dokularin iskemiye dayaniklilig
birbirinden farklhidir. Iskelet kaslar1 iskemiyeuzun siire dayanabildigi halde néronlarda
dakikalar i¢cinde geri doniislimsiiz yikimortaya ¢ikabilir. Ayrica iskemiye maruz kalmayan
bolgelerde de hasar olusabilmektedir. Kanakiminin kesildigi bolgede lokal doku hasari, bu
alan disindaki bolgelerde de uzak organ hasari meydana gelebilmektedir(3,4).

Iskemi, inme ve kardiyak infarktiiste oldugu gibi akut veya kladikasyoda oldugu gibi
kronik olabilir(23,24).Bir organi perfiize eden kan akimindaki azalma geri doniisiimlii veya
dontigiimsiiz bir sekilde hiicre zedelenmesine sebep olur(25).

Iskemili dokuda, hiicresel fonksiyon bozuklugu ve hiicre nekrozuna kadar ilerleyen
birdizi kimyasal reaksiyon gergeklesir.Saglikli hiicre fonksiyonlar1 aerobik metabolizma ile
stirdiiriilirken, iskemili hiicrelerde ise anaerobik metabolizma goriiliir. Aerobik dokularda
ATP, adenozin monofosfat, adenozin, inozin ve hipoksantine pargalanir. Olusan hipoksantin,
ksantin dehidrojenaz ile ksantin ve irik asite metabolize edilir. Aerobik dokularda
hipoksantinin, ksantin dehidrojenaz’la olan metabolizmasinda nikotinamid adenin dintikleotid
kullanildig1 igin, toksik oksijen radikalleri olusmaz. Hipoksantin, iskemili dokuda ksantin
dehidrojenaz ile degil, ksantin oksidaz ile metabolize edilir. Clinkii iskemi doneminde ksantin
dehidrojenaz, ksantin oksidaz’a doniistiiriiliir(10,8). Hipoksantinin, ksantin oksidaz ile olan
metabolizmasinda molekiiler oksijen (Oz) kullanildig1 igin ara iiriin olarak toksik oksijen
radikaller iretilir (Sekil:1).Ancak, iskemili dokuda O, ’nin yeterince bulunmamasi nedeniyle,
reperfiizyon olmadig siirece biriken hipoksantin, ksantine doniistiiriilemez ve ara iirlin olarak

toksik oksijen radikalleri tiretilemez(26,27).
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Sekil 1: Ksantinoksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi (28)

Iskemi uzun siire devam ettiginde hiicrede enerji depolar1 bosalir. Hiicre enerji
depolarinin  bosalmasi, hiicre membraninda bulunan Na® K'-ATPaz pompasinin
inhibisyonuna yol acar. ATPaz pompa inhibisyonu, hiicre iginden Na* ve Ca*? iyonlarinin
hiicre disina gecisini durdurur ve intraselliiler Na* ve Ca'™ iyon konsantrasyonlar1 artar.
Intraselliiler Na* artis1, suyunhiicrelere gecisini pasif bir difiizyonla artirir ve hiicrelerin
sismesine neden olur. Bu sisme, anerobik metabolizma iiriinlerinin birikimi ile daha da artar.
intraselliiler Ca*? iyon konsantrasyonunun artisi hiicrelerde patolojik olaylarin baslatilmasina
sebep olmakta(26) ve hiicre icinde artan Ca*? konstrasyonusitotoksiteye neden olmakta
(29,30). Bu sirada hiicrede meydana gelen iyon konstrasyonunun degisimi proinflamatuar
sitokinlerin 16kosit adhezyon molekiilerini artirip, antioksidan enzimlerinin olusumunu
azaltarak hiicreyi reperfiizyon sirasinda meydana gelen hasarlara karsi korumasiz birakir

(27),(Sekil:2).
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Sekil 2:iskemide membran hasar1 (31)

Artan anaerobik glikolizleenerji {iretilirken laktik asit ve karbondioksit birikir.
Karbondioksitin birikimi karbonik asit tretimi ile sonuglanir ve asidozu arttirir. Fosfat
tiirevlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatlarin birikimine ve buna bagli olarak
hiicre i¢i pH diismesine ve asidoza neden olur. ATP ve pH azalmasi, graniillii endoplazmik
retikulumdan ribozomlarin ayrilmasina ve polizomlarin monozomlara pargalanmasina ve
protein sentezinde azalmaya neden olmaktadir(32). Iki dakikalik iskemi sonrasinda, 6zellikle
beyin hiicrelerinde, ekstraselliiler pH 7.3’ten 6.7’¢ kadar diiser ve asidoz ortaya ¢ikar(33,34).

Iskemi sonucu olusan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu etkileyerek, son derece
onemli ve genel bir hiicre zedelenmesi ve 6lim nedeni olabilmektedir(35). Mitokondrideki
oksidatif fosforilasyonun engellenmesine neden olan hipoksi, hayati 6nemi olan ATP
yapimini durdurur. Kritik noktadan sonra oldiiriicii membran zedelenmesine neden olur.

Uzamis hipoksi nedeniyle membran potansiyeli, iyon gegisi ve endotelyal hiicrelerin iskelet



yapisini bozar, intraselliiler voliim artar. Bu degisiklikler sonucunda enerji depolari ile
prostasiklin NO gibi baz1 biyoaktif maddelerin yapimi azalirken, endotelin ve tromboksan
A,gibi maddelerin yapimi artmaktadir(36).Hiicre icerisinde olusan bu sitotoksik olaylar
sonucunda ribozomlar graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilir. Polizomlar monozomlara
parcalanir ve protein sentezi azalir.Hasara, mitokondrilerde siddetli vakuolizasyon ve
matrikste kalsiyumdan zengin sekilsiz yogunluk birikimi eslik eder. Bu asamadan sonra

iskemi hala devam ederse geri doniisiimsiiz zedelenme ortaya ¢ikabilir(37).

2.2. Reperfiizyon

Iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan akimimin yeniden
saglanmasina reperfiizyon denir(5).Reperfiizyonda en hassas olan hiicresel yapilar;proteinler
zar lipitleri, niikkleikasit ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir(38). Reperfiizyon ile iskemi
sonucu doku veya organda olusan enerji ihtiyaci karsilanir ve toksik metabolitlerin
uzaklagtirilmast i¢in doku ya da organa kan akimi yeniden saglanir(39,40).Reperfiizyonla
dokuda kan akiminin baslamasiyla O hizlica artmaya baslar. Hipoksantin, iskemide olusan
ksantin oksidazin katalizledigi bir reaksiyonla iirik aside gevrilir. Fakat bu reaksiyonda
iskemik ortamda serbest kalan elektronlar molekiiler O, aktarilir, boylece molekiiler O,
stiperoksid radikaline (O,") ve hidrojen peroksid (H,0O,)’e doniistiiriiliir. Endotel hiicrelerinde
stiperoksid anyon radikali H,O,, hidroksil radikali (OH") ve hipoklorit asit (HOCL) gibi diger
O, metabolitlerinin agiga ¢ikmasina neden olur.Reperfiizyon sonrasinda hiicrede Ca+2giri§inin
artmasi ve endojen fosfolipaz A; inhibitorlerinin aktive olmamasi, fosfolipaz A,’nin aktive
olmasina neden olur. Hiicre iginde Ksantin Dehidrogenaz’in Ksantin Oksidaz'a doniisiimiinde
Ca*? iyonlar1 gereklidir ve reperfiizyon sonrasinda hiicre i¢inde serbest Ca*? belirgin artig
gosterir. Bu artisa onemli oranda Fosfolipaz A;'nin aktivasyonuneden olmaktadir. Fosfolipaz
A, aktivasyonu sonucunda siklooksijenaz yolundan prostoglandinler, 7 lipooksijenaz
yolundan 16kotrien Bs ve diger arasidonik asit metaboliti olan tromboksan A, olusur.
Tromboksan A, ve lokotrien Bagiliglii bir kemotaktik ajandir. Elastaz gibi proteolitik
enzimlern artisina neden olmaktadirlar.Bu enzimlerdeki artis O, radikallerindeki artigla
parareldir.Membran fosfolipitlerinden aktive olan fosfolipaz tarafindan hiicre biitinligi
bozulur. Ayrica dokunun tekrar kanlanmas1 nétréfillerin aktivasyonuna ve birikimine neden
olmaktadir(41).



2.3. Iskemi Reperfiizyon Hasar

Iskemi arteriyel veya vendz kan akimi azalmasma bagl yetersiz perfiizyonsonucu
doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasina denir.Reperfiizyon ise, iskemi sonucu
doku veya organda olusan enerji ihtiyacinin karsilanmasi ve toksik metabolitlerin
uzaklastirilmasi i¢in doku ya da organa kan akiminin yeniden baglamasi olayidir. Fakat,
iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore
daha ciddi hasara yol acabilmektedir(38, 39).Son zamanlarda I/R hasari, dokunun oksijensiz
kalmasi ile baslayan, serbest oksijen radikallerinin iiretimi ile devam eden ve inflamatuar
yanitla genigleyen karmasik patolojik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir(26).

/R, tibbin pek ¢ok alaninda sik karsilasilan klinik bir tablodur. /R hasar1 hemen
hemen biitiin doku ve organlarda goriilebilmektedir(40). Reperfiizyon hasar1 iskemik inme ve
miyokard enfarktiisinde uygulanan trombolitik tedavi,hipovolemik sok, sepsis,yanik,
pankreatit gibi durumlar sonucunda ortaya ¢ikan iskeminin tedavisine bagli olarakveya
revaskiilarizasyon ameliyatlarinda gelismektedir. Kardiyovaskiiler cerrahide aortik ya da
periferik arteriyel klemp uygulamasi, sonrasinda bu uygulamanin sonlandirilmas: ile I/R
hasar1 olusabilir.Transplantasyon cerrahisinde, transplante edilecek organin iskemi ve
reperfiizyonu kacinilmaz olup, olusan hasar greft fonksiyonlarmi olumsuz yonde
etkileyebilmektedir. Birgok cerrahi girisimde doku iskemisi ve bunu takip eden reperfiizyon
stirecinin varligt kaginilmazdir(43). Bunlara ek olarak vaskiiler, ortopedik ve rekonstriiktif
cerrahide kullanilan turnike uygulamasi iyatrojenik bir I/R modeli olarak bilinmektedir.
Olusan hasar bu bolgede sinirli kalmayip, aktive olan bir¢ok mekanizma ile ortaya cikan
toksik driinler, basta akciger olmak flizere kalp, beyin gibi uzak organlarda da hasar
olugturarak uzun siireli yogun bakim izlemi gerektirebilen c¢oklu organ yetersizligi
gelistirebilmektedir(36,44), (Sekil:3).Reperflizyon hasari, iskemik hasar sonucu baslangig

hasarinin olugsmasiyla saatler ve giinler boyunca gelismektedir(40).



LOKALIZE IR HASARI ]

:

Sistematik Mediator Salimimi ]

@ S

Motrofil Aktivasyonu ] Endotel Adezyonu ] |

S Y 4

Notrofil-Endotelyal Hilcre Adezyonu ]

3

Uzak Organ Vaskiiler Disfonksiyonu ve Hasan ]

Sekil 3: Iskemi-Reperfiizyon sonras1 Uzak Organ Hasar1 Olusumu (36)

Iskemi ve reperfiizyon siirecinde; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’in azalmasi, hiicre igi Ca* artist ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasma onciilik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu SOR olusarak,
oksidatif strese neden olmaktadir(6,7). I/R hasar1 birbirleriyle iligkili, karmasik, hiicresel ve

humoral olaylar dizisidir.
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Sekil 4:iskemi/Reperfiizyonda Doku Harabiyet Mekanizmast (45)

Hasarin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri siiriilmiistiir. Ozellikle dort faktor
hasarin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir (37), (Sekil:4).

1) Serbest oksijen radikalleri (SOR)

2) Polimorf niiveli 16kositler (PMNL)

3) Kompleman sistemi

4) Endotel hiicreler



2.3.1. Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikaller eslenmemis elektron igeren atom veya molekiillerdir(37).Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunduklar i¢in molekiil stabildir ve reaktif
degildir.Molekiile bir elektron ilavesi ya da molekiilden bir elektron kaybi1 molekiiliireaktif
hale getirir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen, NO,
mitokondriyal elektron transport sistemi,uyarilmis nétrofil, endoplazmik retikulum, plazma
membrani Ve peroksizom olarak sayilabilir(18). SOR; fagositoz gorevi yapan makrofaj,
notrofil ve monositler tarafindan enzimatik olarak {iiretilmektedirler (46).Ayrica PMNLve
endotel hiicre(9-33) tarafindan da tiretilirler.

SOR iiretimi ile ilgili gesitli mekanizmalar ileri siiriilse de en 6nemlisi ksantin oksidaz
sistemidir(47). SOR ilk olusan1 ve Onclisii genellikle stabil olmayan ve hidrojen peroksit
(H20,) ile oksijene doniisen siiperoksit (O;) radikalidir.H,O, hiicre membranlarindan
kolaylikla gegebilen, endotelyal hiicreleri hasarlayabilen giiglii bir sitokindir. Serbest radikal
olmadigi halde bir¢ok reaktifin olusum reaksiyonlarina katildigi icin H;O, de toksik
metabolitler i¢inde yer alir. Toksik 6zellik gosterebilmesi i¢in hidroksil radikaline doniismek
zorundadir (Haber-Weiss reaksiyonu) (48). Hidroksil radikali, bilinen serbest radikaller i¢inde
en gii¢lii olan ve doku hasarinda sorumlu ana radikaldir(49). Cok kisa omiirlii ve reaktiftir.
Protein, niikleik asit, polisakkarit ve ansatiire yag asitleri gibi bir¢cok biyolojik madde ile
reaksiyona girebilmektedir. Bu radikalin en 6nemli &zelligi, hidrojen atomlarini hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitlerinden ayirmasidir. Lipid peroksidasyonunu baglatarak
hiicre membraninda ¢oziilmeye ve buna bagli hiicre Olimiine neden olmaktadir(50).
Hidroperoksil radikali ise O, radikalinin protonlanmasiyla olusan ve siiperoksitten daha giiglii
olan bir ajandir.Hidroperoksil radikali biyolojik membranlardan kolay gecer ve yag asitleriyle
direkt olarak reaksiyona girebilme 6zelligine sahiptir (51).

I/R hasarinda asir1 miktarda SOR olusarak, oksidatif strese neden olmaktadir (6,7).
Olusan SOR lipit peroksidasyonuna yol agarak hasari arttirmaktadirlar(5).Membranlar da
lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesini arttirir ve
hiicrelerde ciddi hasar olusturur. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukg¢a zararlidir. Membran lipidleri, serbest radikallerin
etkilerine kars1 en duyarli biyomolekiillerdir(52). Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein,
DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki etmektedirler(53), (Sekil:5).
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Sekil 5:Hiicrede Radikal Aracili Hasar (54)

2.3.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

PMNL’ler,Reperfiizyon hasariin patofizyolojisinde onemli rol oynar. Azurofilik

graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve myeloperoksidaz enzimlerini

icerirler. Aktive PMNL’ lerde ksantin oksidazin artmasi ile SOR’un salinmasi solunum

patlamasi olayin1 meydana getirir.

Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamast ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik

%70’1 NADPH bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu,

cogu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside doniislir. Hidrojen peroksit ise kloriir

iyonlarmin varliginda myeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir.

Hipoklorik asit bircok biyolojik molekiille kolayca reaksiyona girebilir ve giicli bir

oksidandir. Damar endotelinde hasara PMNL’lerin aktivasyonu ile graniillerden saliverilen

apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, kompleman: aktive eden enzim, jelatinaz elastaz,

kollajenaz ve gibi proteolitik enzimler neden olmaktadirlar(26, 52, 55).

I/R hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili bazi mekanizmalar ileri siiriilmiistiir (57).

Bunlar:
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1) Mikrovaskiiler okliizyon
2) SOR salinmasi

3) Sitotoksik enzim salinmasi
4)Sitokin salinmasinda artis

5)Vaskiiler permeabilite artigtir.

2.3.3. Kompleman sistemi

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak agikliga
kavugsmamistir. Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar komponentler
olusur ve lokositleri aktive ederler. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve Cbha
anaflatoksinlerdir. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, monosit
kemoatraktan protein, makrofaj inflamatuvar protein, TNF-a, interlokin-1 ve Interlokin-6
iiretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan
16kosit adhezyon molekiilleri sunlardir(39):

*Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1

*Interseliiler adhezyon molekiilii 1

*E-selektin

*P-selektin

C5b9 endotelde Interlokin-1a, interlokin-8 ve monosit kemoatraktan protein salgisini
uyararak l0kosit aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Aynm1 zamanda endotel bagimli
vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler

tonusu bozar(18).

2.3.4. Endotel hiicreleri

Iskemi/reperfiizyon hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri énemli role sahiptir.
Oksidatif stresle endotel hiicrelerinin aktivasyonu ve islevleri bozulmaktadir. Endotel
hiicreleri SOR icin potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR {iretim
kaynagidir. Endotel, endotelin (ET)’i ve NO’yu iretmektedir. ET mikrovaskiiler
homeostazdan sorumludur. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine
cevirme egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi s6z konusudur. I/R hasarinda Endotelin/NO
oranti endotelin lehine bozulur. Sonugta, venlerde vazodilatasyon, arterlerde
vazokonstriksiyon goriilmektedir(58).

NO’nun radikal olarak reaktivitesi diisiik olmasina ragmen metal igeren bilesikler ve

radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit radikallerle tepkimeye girmesi

12



NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik derisimde iiretilen NO, esas olarak
oksihemoglobin tarafindan nitrataoksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki
durumun aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur.
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir ve ¢esitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’in
dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna,
nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden
olabilmektedirler(59).

Reperfiizyon donemindeki, hiicresel asit-baz dengesindeki degisiklikler ve yeniden
oksijenlenme hiicre i¢i Ca*® konsantrasyonunu arttirdigi ortaya konmustur.Ca**’a bagimh
doku hasarinin olusumunda hiicre i¢i pH degerinin Onemli bir faktér oldugunu
diistindiirmektedir (60).

Reperfiizyon hasarinin olusmasinda etkili mekanizmalardan biri hidrolitik bir enzim
olan fosfolipaz Az’ nin iskemik donemde kalsiyum etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag
asidlerini parcalamasidir(56).Hiicre i¢i Ca*?’un artmasi zararli etkilere sahip ¢ok sayida
enzimin aktif hale gelmesine neden olmaktadir. Intraselliiller Ca*® artis ile fosfolipazlar ve
proteolitik enzimler aktive olur. Fosfolipaz A, aktivasyonu ile membran fosfolipidleri
bozulmaya baslar; plazma ve mitokondriyal membran biyoenerjetikleri ve gegirgenlikleri
degisir (61). Fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu arasidonik asit olusur. Arasidonik asit,
serbest radikal olusumunu mitokondriyal enzimleri inhibe ederek direkt etkiyleartirir(62).

I/R hasarinin olusmasinda, devam etmesinde ve siddetinin belirlenmesinde serbest
oksijen radikallerinin yani sira inflamasyonda &nemlidir.l/R hasar1 ile gerceklesen
inflamasyon “aseptik inflamasyon” olarak kabul edilmektedir.Aseptik inflamasyon, septik
inflamasyona benzer sekilde proinflamatuar mediyatorlerin artmasi, nétrofil ve makrofajlarin
birikimiyle seyreder(63). Iskemik hiicrelerin kemoatraktan ve adhezyon maddeleri
salgilayarak, notrofil ve trombositlerin vaskiiler endotele adhezyonuna ve inflamatuar yanita
yol agtig1 gosterilmistir (64).

Notrofiller aktiflestiginde saliverdikleri maddelerle hasara yol agarlar. Ayrica damar
icinde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar
endoteline yapisarak mikrovaskiiler tikanmaya da neden olmaktadirlar(65). Fosfolipaz
Asaktivasyonu,SOR iiretimi, lizozomal enzimler, endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin
giiclii aracilaridir ve baslangigtaki inflamatuvar uyaranin etkisini giiclendirirmektedirler. I/R

sonras1 sekil bozuklugu olan, adezyona ve migrasyona ugrayan lokosit sayisinda ¢ok biiyiik
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artislar oldugu gosterilmistir.Enflamatuvar olaylarda salinan tiimér nekrosis faktdr alfa, I/R

hasarinda 6nemli yeri olan mikrovaskiiler disfonksiyonaneden olmaktadir(37), (Sekil.6).

Iskemi
Trombosit aktivasyonu v Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kayb1)
Doku hasan
+
Reperfuzyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
I Serbest radikaller l
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktérler Endotel hiicre hasan
v v v v v v v
Membran bitinlGgtnin Notrofil birikmesi NOl Adhezyon Kompleman PGl L Sitokinler
bozulmas: 2 v v e e L"é’ ; :1;
Fagositoz Lokosit tkaa l l l l
v v
O,radikali 4  Iskemi Varokonstriksiyon, & agregasyonu, notrofi kemotaksis
v v I
>

Sekil 6:Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Goriilen Olaylar Dizisi (18)

Geri donilisiimlii veya donilisiimsiiz hiicre zedelenmesine organi perflize eden kan
akimindaki azalma neden olur (25).Geri doniisiimlii hiicre zedelenmesinde reperfiizyon
sayesinde hiicrede enerji depolar1 ve hiicresel korunmasi geri kazanilabilmektedir(4). Ayrica
toksik metabolitleri uzaklastirilmasinda da reperfiizyon, énemli bir etkiye sahiptir (38). I/R
hasarinda hiicre igerisinde olusan sitotoksik olaylar sonucunda ribozomlar graniillii
endoplazmik retikulumdan ayrilir. Polizomlar monozomlara parcalanir ve protein sentezi
azalir. Bu asamadan sonra iskemi hala devam ederse geri doniisiimsiliz zedelenme ortaya ¢ikar
(Sekil:7).Hasara, matrikste kalsiyumdan zengin sekilsiz yogunluk birikimi ve mitokondrilerde
siddetli vakuolizasyon daeslik eder (37). 30-40 dakika da geri doniisiimsiiz iskemik hasarinin
erken bulgular1 mitokondride goriilmektedir. Proteinler, temel koenzimler, RNA asir1
gecirgen olan zarlar yiiziinden siirekli kaybedilmektedir. Iskemi sonucu geri doniisiimsiiz
degisikliklerin gelismesi i¢in gegen siire dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Beyin
hipoksiye ¢ok kisa bir siire dayanabilirkeniskelet kaslari saatlerce direnebilmekte ve kalp igin
bu siire yaklagik 60 dakikadir (66).
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Sekil 7:Iskemi/reperfiizyon hasarini mekanizmas1(67)
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2.4. Bobrekler

2.4.1. Bobregin Y apisi

Bobrekmetabolizma sonucu meydana gelen atik maddelerden {ire, kreatinin, tirik asit
gibi toksik maddelerin atilmasini ve kanda osmotik basincini sabit tutmak i¢in degisik
miktarda elektrolit atilmasini saglayarak viicudu zararli maddelerden temizler. Viicut igin
gerekli olan maddelerin geri emilimini saglayarak (aminoasit, glikoz gibi) madde kaybini
onler ve asit baz dengesinin diizenlenmesine de yardimci olur (68).

Bobrekler insan viicudunda retroperital kavitede, paravertebral yerlesimli olup, 3.
Lomber ve 12. Torasik vertebralar arasinda uzanir.Sag bobrek sol bobrege gore karacigerin
sag lobunun basisi ve biiyilk olmasi nedeniyle 1-2 cm daha asagida bulunmaktadir. Her bir
bobrek 12-13 cm uzunlugunda, 6-7 cm eninde ve 2,5-3 cm derinliginde olup yaklagik 150-200
gr agirhgindadir.

Sag bobrekiist ve onde karaciger, iistte siirrenal bez, hilus seviyesinde duodenum, altta
ve lateral kenarda kolon ile komsudur. Sol bobrek ise iistte siirrenal bez, onde mide, dalak,

pankreas, jejunum,ve desendan kolon ile komsudur.

Bobrek arteri
(atardamar)

Bobrek veni
(toplardamar)

Uretero-pelvik
bileske
Ureter
mesaneye
gider

Sekil 8:Bobregin anatomik yapisi
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Her bir bobreginmedial ve lateral kenarlari, anterior ve posterior yiizeyleri, superior ve
inferior kutuplar1 vardir. Lateral kenar konkav, medial kenar ise konveks seklindedir.Medial
kesimde renal hilus denilen ve i¢inden renal arter, renal ven, renal pelvis, iireter, lenfatik ve
sinirlerin gectigi bir yarik bulunur. Renal hilus bobrek icinde, 2.5 cm derinliginde olan ve
icinde renal pelvis, renal kaliks, renal damar ve sinirler ile degisik miktarlarda yag dokusunun
bulundugu renal siniis olarak devam eder(69,70), (Sekil:8). Agirlig: ise erkeklerde ortalama
150 g ikenkadinlarda 125 g civarindadir(71).

Bowman kapsiilii

Glomerulus Proksnr|nal tp

Eferent arter
(Goturtict arter)

Bobrekler ortalama sayisi

Alerent arter iip 1 milyon olan nefron denen alt
(Getirici arter) -
Bbrk ! > Vi - birimlerden olusurlar. Bobrek
XA damar ag

damari

hasar1, hastaliklar veya yaslanma
sonucu nefron sayisinda

azalmalar meydana gelmektedir.

— 40 yasindan sonra islev goren

toplar damar

toplama nefron sayist her 10 yil i¢in %10

azalma gostermektedir (72).
Henle kulpu

Sekil 9: Nefron Yapisi (73)

Nefronlarin temel iki bileseni vardir; stizme islemi yapan renal korpiiskiil ve burdan
disartya uzanan tiibiildiir. Renal korpiiskiil veya malpighi korpiiskiilii adi1 verilen bdlge
glomeriil ve onu saran bowman kapsiiliinden olusur. Kanin filtrasyonu glomeriilde baslar.
Yapisindaki kapillerlerde hiicrelere gecirgen olmayan suda eriyen maddelere gecirgen olan
genis porlar vardir. Bowman kapsiiliiniitiibiil hiicrelerinin ilk kism1 olusturur. Renal tiibiil, tek
katl1 epitel hiicrelerinden olusan ince, silindir seklinde bir yapidir. Tiibiil boyunca degisen
epitel hiicreler farkli yap1 ve islevdedir, en az sekiz farkli segmente sahiptir. En 6nemli iki tip
nefron vardir. Bunlar; kisa henle kulpu olan ya da hi¢ olmayan kortikal nefronlar ve uzun

henle kulplarina sahip jukstamediiller nefronlardir(74), (Sekil.9)
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2.4.2. Bobregin fonksivonlari

Bobrekler viicuttaki yabanct maddelerin ve bilesiklerin miktarini diizenler. Kanin pH’

sinin ayarlanmasinda rolleri vardir (68).

2.4.2.1. Bobregin diizenleyici fonksiyonu

2.4.2.1.1. Bobregin idrar olusturma fonksiyonu

Idrar bobreklerin kani siizmesi sonucu meydana gelmektedir.idrarin olusmasi igin
nefronlarda {ic asama; filtrasyon, geri emilim (reabsorbsiyon) ve salgilama (ekskresyon)

gerceklesmelidir.

1. Filtrasyon
Glomeriil kapiller yumagina gelen kanin proteinler ve hiicreleri disindaki tiim
maddeler bowman kapsiiliinde filtre edilmektedir. Protein disinda plazmanin yapisi ile

stiziintli hemen hemen aynidir.
2. Geri emilim (reabsorbsiyon)

Siiziintii i¢indeki su ve maddeler basit difiizyon ve aktif tasima ile Once tiibiil epitel
hiicrelerine, buradan da kana geri emilmektedirler. Geri emilim organizmanin ihtiyaci
dogrultusunda diizenlenmektedir. Geri emilimin %90°1 proksimal tiibiil de gergeklesmektedir.
Geri emilen maddeler, meydana gelen osmotik basing nedeni ile bir miktar su da geri

emilmektedir.
3. Salgilama (sekresyon)

Idrar olusmasi sirasinda bazi maddeler tiibiil epitel hiicreleri tarafindan dogrudan
tiibiiller icine salgilanmaktadir. Baz1 maddeler ise hem glomertil filtrasyon yolu ile hem de

salgilama ile idrara ¢gikmaktadir. Kreatinin bu tiir maddelere en iyi 6rnek olmaktadir (75).
Bobreklerin olusturduklari idrar sayesinde organizmada birgok fonksiyonlar: vardir. Bunlar:

e Viicut s1v1 elektrolit dengesini diizenlerler.

e Kanin osmotik basincini sabit tutmak i¢in degisik miktarda elektrolit ¢ikarilir.

e Viicudu zararli maddelerden armdirirlar. Ure, iirik asit, kreatinin gibi metabolizma
artiklarinin =~ atilmasim1 sagladiklar1  gibi  ilaglar, toksinler = metabolitlerin

detoksifikasyonu ve atilimini da saglarlar.
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e Viicut icin gerekli olan maddelerin geri emilimini saglayarak glikoz, aminoasit gibi
maddelerin kaybini 6nlerler.

e Viicuttaki iyon dengesini saglayarak viicuttaki iyon dengesini korurlar. K*, Na", Ca*,
P, Mg+2 gibi iyonlar giinde belli miktarda bobrekten atilirken bir kismi ise geri emilir.

e Viicutta normal asit-baz dengesinin diizenlenmesine yardimci olur. Bébrekler; hiicre
ici ve dis1 sivilarin H' iyonu derisimi normalden saptigi zaman, asit ya da baz
bilesikleri tutarak dengenin olusmasini saglar. Viicutta pH’in sabit tutulmasina

yardimci olurlar (76).

2.4.2.1.2. Bobregin Metabolik Fonksiyonu

1) Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi: Renin, D vitamini, eritropoietin,
prostoglandinler, kallikrein-kinin, biiytime faktorleri.

2) Peptid yapili hormonlarin yikimi ve katabolizmas:: Insiilin, glukagon, parathormon,
kalsitonin, prolaktin, bitylime hormonu, vazopressin, gastrointestinal hormonlar.

3) Diisiik molekiil agirlikli proteinlerin katabolizmasi: Hafif zincirler, f-2 mikroglobulin.

4) Diger metabolik fonksiyonlar: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi (70).

2.4.3. Bobregin kanlanmasi

Her bir bobrek aortadan koken alan renal arterler ile kanlanir. Renal kan akisi,
glomeriillere afferent arteriyoller aracilgiyla girer, efferent arteriyoller araciligiyla ¢ikar. Kan,
afferent arteriyollerle glomerul kapilleregelir, son olarak proteinleri ve hiicreleri haricindeki
bilesenleri bowman kapsiilii icine siizer. Siiziilen sivi plazma yapisina benzerlik
gostermektedir.Renal kan akisi bazi hormonlar ile diizenlenmektedir. Bu hormonlardan
norepinefrin damarlarda biiziilmeye neden olarak akisi azaltir, dopamin ise vazodilasyon ile
akist artirir. Benzer olarak anjiyotensin II biiziilmeye, prostaglandin renal kortekste
dilatasyona, renal medullada biiziilmeye ve asetilkolin vazodilasyona neden olmaktadir..
Ayrica Anjiotensin II sistemik dolasimdaki arteriyolleri kasarak kan basincinin yiikselmesine,
adrenal korteksten aldosteron salgisini uyararak tuz ve su tutulmasinin artirilmasina,
hipotalamusu etkileyerek antidiiiretik hormon salgisini ve susama hissinin uyarilmasina sebep

olmaktadir. Boylelikle kan basinci yiikselip ekstraselliiler sivi hacmi artar (77).
Bobregin kan akimiyla meydana gelen olaylar sunlardir;

e Glomeriiler filtrasyon hizinin belirlenmesi,

e Erimis maddelerin ve suyun proksimal tiibiilde geri emilimi,
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e Geri emilenlerin genel dolasima katilmasi,
e Urenin yogunlasmasi ve seyreltilmesi,
e Oksijen, besinler ve hormonlarin nefron hiicrelerine birakilmasidir.

Kan akimi organlarimizda; direng ile ters, basing ile dogru orantidadir. Renal arter ile
renal ven arasindaki basing farki renal vaskiiler dirence boliiniirse bobrek kan akimi elde
edilir. Renal arter basing, sistemik arter basing degerlerineyakindir. 3-4 mmHg olan renal ven
basinc1 distiktiir. Renal vaskiiler direnci afferent arteriyoller, efferent arteriyoller ve
interlobuler arter, renal vaskiiler direnci belirler. Kontrol faktorleri isesempatik sinir sistemi,
hormonlar, bolgesel vazoaktif maddelerdir. Glomeriiler ve peritiibiiler kilcal damarlardaki
hidrostatik basincin diizenlenmesi afferent ve efferent arteriyollerin direncinin bdbrekler
tarafindan ayarlanmasina baglidir. Boylece glomeriiler filtrasyon hizi ve tiibiiler geri emilimi
viicut ihtiyaclart dogrultusunda degistirebilirler (78).

Bobrek iskemisi; travma, sok, sepsis gibi klinik durumlar, kardiyopulmoner bypass,
bobrek transplantasyonu, renal arter ameliyati, kismi nefrektomi gibi ¢esitli {irolojik
girisimlerde goriiliir. Bobrek iskemisi sonucu meydana gelen akut tiibiiler nekroz, akut bobrek
yetmezliginin en sik nedeni ve geriye doniisiimlii bobrek hastaligidir (68,69).

Bu hasarin siddeti iskemi siiresine paralel olarak artmakta, sonugta belirgin doku
hasar1 olmaksizin gelisen prerenal azotemiden, tubiiler veya kortikal nekroza bagl ciddi akut

bobrek yetmezligine kadar degisebilen farkli klinik tablolar karsimiza ¢ikmaktadir (70).

2.5. Renal iskemi Reperfiizyon Hasar1

Akut bobrek yetmezliginin en 6nemli etken mekanizmalarindan birirenal iskemi
reperfiizyon hasaridir (79). Renal I/R’nin patofizyolojisi es zamanli olarak endotel hiicre
hasar1, tubiilerapoptazis, tubiilernekrozla apoptozis(80), inflamasyon ve tubiiler hiicre
proliferasyonu ile ilgili karmasik bir durumdur (81).

Iskemik tiibiiler hasar ile glomeriiler feedback sisteminin aktiflesmesi Ve
vazokonstriksiyonadistal tiibiillere fazla miktarda sodyum gelisi sebep olmaktadir. Aktin
hiicre iskeletindeki bozulma, proksimal tiibiil hiicrelerinin firgams1 kenarlarinin ve hiicrelerin,
bazal membrandan koparak tiibiil liimenine dokiilmesine ve liimende tikanmaya yol acar.
Meydana gelen tikanma iiriner akimi durdurup, tiibiil i¢i basmnci artirarak glomeriiler
filtrasyon hizin1 azaltir. Zedelenmis tiibiillerden ayrica interstisyuma sivi gecer ve interstisyel
basing artisi, tiibiil kollaps1 gelisir (82).

Tiibiiler hasar olusumunda bir diger mekanizma oksidatif strestir. Akut tubuler nekroz

sirasinda meydana gelen mitokondriyal hasar veproksimal tiibiil hiicrelerinin metabolik agidan
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yogun olmalar1 ve intrasitoplazmik Ca*? artis1 fazla oksidatif molekiil olusmasini saglar.
Oksidan strese; proksimal tiibiil hiicreleri, distal tiibiil hiicrelerine gore daha duyarlidir. Lipit
peroksidasyonuna bagli, 6zellikle proksimal tiibiil segmentlerinde tiibiil yapisi, hiicre transport

kapasitesi ve enerji liretimi bozulur (83,84).

Renal Ischemia RENAL Renal Repeffusnon
HYPOXIA } ISCHEMIA-REPERFUSION (I-R) REOXYGENAT!ON

Mechanisms of Renal I-R Ingury
INOS
L-Arg

[ ROS Generation ]
| X0-»X0 | | 1 anwoxidare |
mc»uuu | w—- $00

\ x/ J = O r 0_’

| ATP degradation | s hyroxanthine ' | ﬂonoc; ]

Development \ Lipid oxidation peroxidation
of Renal I ATP D_EPLETION ] "Pmm moditic rl'on nitrosylation

=R Inpury L Inhibition of GAPDH activity
} DNA strand breakage —» PARP activation
NAD" depletion

Reaslosi | dommd) | /Menet con et somrgetios e
dysfunction Injury Membrane alterations

Cytoskeletal degradation

— [T g [ |
Death NECROSIS

ACUTE ACUTE ~ CHRONIC END-STAGE
TUBLLAR | mummip | RENAL RENAL | mmmmp | RENAL
NECROSIS FAILURE FAILURE FAILURE

(AT (ARF) ___(CRF) (ESRF)

Sekil 10:Renal iskemi-reperfiizyon hasar1 mekanizmasi (85)

Renal I/Rhasari, iskemik bobrek yetmezliginin baslangig ve akabindeki evrede anahtar
bir rol oynayan endotel fonksiyon bozuklugu tarafindan karakterize edilir (86). Bobreklerdeki
I/R hasarinin mekanizmas1 multifaktdriyel ve birbirine bagli hipoksi, serbest radikal hasar1 ve
enflamatuvar cevaplarla iliskilidir (87).

Oksijenlenmenin bozulmasi, intraselliiler Ca*® artisiyla birlikte arteriyollerdeki
direncin artmasina da neden olmaktadir (88). Iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmezligi
veya uzamis iskemi glomertiler filtrasyon hizindaazalmaya, bobrek damarlarinda direng artisi
ve tiibiller nekroza neden olmaktadir (89). Akut bobrek yetmezligi vakalarinin énemli bir
kisminda prerenal akut bobrek yetmezligi s6z konusudur.Iskemik akut bdbrek yetmezligi,
yetersiz kan akimiyla baslar. Yetersiz kan akimi da azalmis kardiyak debinin yaninda renal
arter stenozu ya da tikaniklig1r veya intrarenal kiiclik damarlarin ateroskleroz, ateroemboli,

vaskiilit gibi nedenlerle hasarlanmasi sonucu gelismektedir. Iskemik bébrek dokusunun
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reperflizyonu sonucunda nekrotik ve apoptotik bobrek hiicre oliimiine yol agan bir dizi

karmasik hiicresel olay1 baglamaktadir (90), (Sekil:10).

2.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis
elektron igeren, yiiksek enerjili, kisa omiirlii (Tablo:1), kararsiz, molekiil agirligr diisiik
molekiillerdir. Elektron ciftlemek i¢in diger molekiiller ile reaksiyona girme egiliminde
olduklar1 i¢in serbest radikalleri oldukga reaktif bir hale gelirler. Yapisindaki ¢iftlenmemis
elektron serbest radikallere biliyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve
niikleotid, koenzimler gibi birgok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir
(91,92).

2.6.1. Reaktif oksijen tiirleri

2.6.1.1. Siiperoksit radikali (0% )

Siiperoksit radikali, oksijenden kaynaklanan tiim radikaller i¢inde en ¢ok ve en kolay
olusanidir (34). Soludugumuz oksijen iki tek elektron igeren, ¢ok stabil ve iki radikalli bir
molekiildiir. Dis enerji kaynagi sayesinde serbest elektronlardan birisini bir elektron
kazanmakla negatif yiik elde ederek ¢ift konuma getirerek siiperoksid anyonunu olusturur.

Stiperoksit anyonu zararli oksidatif bir faktor olarak bilinsedeyalnizca niikleofilik
Ozelliklerine dayanarak direk olarak etki yapar ve aktivitesiproton bulunmayan ortamlarda
ortaya ¢ikar (93).

2.6.1.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksidin asil tiretimi biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu ile
gergeklesir. Uzun omiirlidiir. Membranlardan kolayca gegebilir(94). Peroksit siiperoksitin bir
elektron, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi ile meydana
gelir. Hidrojen peroksit ise peroksit molekiiliiniin iki hidrojen atomu ile birlesmesiyle
meydana gelir. Hidrojen peroksit serbest bir radikal degildir. Reaktif oksijen tiirleri igine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda énemli rol oynar(95,96). Ciinkii O* ile reaksiyona girip
kolaylikla yikilarak en reaktif ve en zarar verici oksijen radikali olan hidroksil radikalini

olusturur (96).
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2.6.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali, oksijen radikalleri i¢inde en reaktif olan1 ve reaktivitesinden dolayi
da en toksik olandir. Geg¢is metallerinin varliginda H,O;’nin indirgenmesiyle OH™ meydana
gelir. Olusan bu reaksiyona Fenton reaksiyonu denir(94). Siiperoksit, Cu*? gibi gecis metalleri
ve radikal tiirleri ile kolayca reaksiyona girip H,O, ile Haber-Weisstepkimesi vererek oldukca
toksik hidroksil radikalini olusturur (97), (Sekil:11).

H,O,+ O,+ H—-OH. + H,O + O,
Fe? + H,0,— Fe® + OH -+ OH

Sekil 11:Haber-Weiss tepkimesi ve Fenton tepkimesi. Fe: demir (97)

Hidroksil radikali, radikal tepkimelerini baslatabildigi gibiher tiir molekiil ile tiretildigi
yerde tepkimeye girer. Komsu molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona girebilme 6zelliginde ve yari
Oomiirleri ¢ok kisadir. Bu reaksiyonlar sonucunda yar1 émiirleri daha uzun, stabil ve daha az
reaktif radikaller olusur. Yiiksek aktivitesinden dolay1 istenmeyen toksik etkilerinin yanisira
normal biyolojik fonksiyonlar ig¢inde iiretilmeleri gereklidir. Fagositoz ve birgok enzimatik

katalizin zorunlu bir iiyesi olarak OH" {iretilir ve dogrudan kataliz olayina katilir (93,98).

2.6.1.4. Singlet oksijen

Serbest radikal olmadigi halde ¢ok reaktifdir. Uretimi esnasinda bazi radikal
tepkimeler olusur. Bu 6zelliklerinden dolay serbest radikal ailesinden sayilmaktadir. Serbest
radikal reaksiyonlarmin baglamasina neden oldugu gibi serbest radikal reaksiyonlari
sonucunda da meydana gelmektedir. Oksijenin elektronlarindan birinin kendi spininin ters
yoniinde baska bir orbitalle enerji alarak yer degistirmesiyle olusmaktadir. Enerji
absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin dis elektronlar1 spinlerini degistirerek ayni ya da ayr ayri

orbitali isgal edebilmekte ve bu iki forma singlet oksijeni denilmektedir(99).

2.6.1.5. Nitrik oksit (NO)

Damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentetaz enzimi araciligiyla L-arjininden
sentezlenir. Yar1 omrii 20-30 saniyedir. Bir N ile bir O;’in eslenmemis elektronlarinin
birlesmesi ile meydana geldigi i¢in radikal tanimina uymaktadir. NO damar gevsemesini diiz

kaslarda siklik guanozin monofosfat sentezini uyararak yapmaktadir. Viicutta meydana gelen
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SOR ile reaksiyona girmesi sonucunda gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit anyonunu
olusturur. Peroksinitritin ileri reaksiyonlart sonucu OH™ radikalini meydana getirmesi

asagidakitepkimelerdegdsterilmistir(100).
NO + O, "— ONOO’
ONOO" + H*— ONOOH
ONOOH — NO; + OH

Tablo 1:Baslica Serbest Radikaller ve Yarilanma Omiirleri

Serbest RadikalSembol  Yarilanma Omrii

(Saniye, 37°C)
Alkoksil Radikali RO® 1x10°
Hidroksil Radikali OH* 1x10°°
Molekiiler Oksijen (o]} >10?
Peroksil Radikali ROO* 1x10%
Singlet Oksijen 0, 1x10°®
Stiperoksit Anyon Radikali (7Y 1x10°®
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2.6.2. Serbest radikal kaynaklari

Radikal yapimi icinde bulundugumuz g¢evrede ¢esitli fiziksel etkenler ve kimyasal
olaylar nedeniyle siireklidir. Hiicresel kosullarda da ciddi miktarda ve gesitlilikte radikaller
iretilmektedir. Serbest radikal kaynaklarmi biyolojik ve hiicresel olmak {izere iki baslik

altinda toplayabiliriz.

2.6.2.1. Biyolojik kaynaklar

a. Aktive olmus fagositler,

b. Antineoplastikler (Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin, adriamisin) ve ekzojen
kimyasallarin enzimatik yikima,

c. Radyant enerjinin emilimi (Ultraviole, X 151n1),

d. Alkol ve uyusturucular

e. Cevresel etkenler (Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, pestisid, sigara
dumani, solventler, anestezikler ve aromatik hidrokarbonlar),

f. Stres (Streste katekolaminler artar. Artan katekolaminlerin oksidasyonu sonucu serbest
radikaller meydana gelir) (101).

2.6.2.2. Hucresel kaynaklar

a. Normal metabolik olaylarda goriilen oksidasyon-rediiksiyon (redoks) reaksiyonlari
sirasinda (Askorbat, thioller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavin, tetrahidropterin ve
antibiyotikler)

b. Enzim ve proteinler (Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz ve hemoglobin gibi)

c. Mitokondrial elektron transport zinciri

d. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron tasima sistemleri (sitokrom
p450, sitokrom b5 rediiktaz)

e. Peroksizomlar (Oksidazlar ve flavoproteinler)

f. Plazma  membran1  (Lipooksijenaz,  prostaglandin  sentetaz,  fagositlerde
dihidronikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz ve lipid peroksidasyonu),

g. Oksidatif stres yapict durumlar (iskemi, travma ve intoksikasyon).

Ayrica gecis metalleri degerlilikleri degistigi i¢in hiicre ici reaksiyonlar ya da Fenton
reaksiyonu sirasinda yeri geldiginde serbest elektronlar1 alarak veya vererek serbest radikal

olusumunu katalizlemektedirler(16).
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2.6.3. Serbest radikal olusum mekanizmasi

Serbest radikaller nerede ve nasil iiretildiklerine bakilmaksizin 3 yolla meydana
gelmektedirler(102,103).

2.6.3.1. Kovalent baglarda homolotik kirilma

Yiiksek elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik (500-600 °C)kimyasal baglari
kirmaktadir. Bu kirilma esnasinda bag yapisinda bulunan iki elektronun ayr1 ayr1 atomlarda
kalmasina homolotik kirilma denilmektedir. Homolitik kirilmayla atomlar iizerinde kalan
elektronlar eslesmemis elektronlardirve homolotik kirilan organik molekiillerde bulunan

baglar z1t yiiklii reaktif iyon ciftlerini olusturmaktadir.

2.6.3.2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi

Serbest radikal 6zelliginde olmayan bir molekiil elektron kaybederek dis orbitalinde
eslesmemis elektron kalmasiyla radikal formunun olusmasidir. Ornegin GSH radikalleri
indirgemesi sirasinda tiyil radikali olusmaktadir. Tepkimeye giren iki tiyil radikali sonucunda

meydana gelen tiir ise glutatyonun oksitlenmis formudur.

2.6.3.3. Normal bir molekiile elektron transferi

Biyolojik sistemlerde yaygin olarak serbest radikal 6zelliginde olmayan bir molekiile
elektron eklenmesi sonucu serbest radikal olusmaktadir. Uretilen serbest radikaller pozitif
yiiklli, negatif yikli yada notr olabildigi gibi organik yada inorganik molekiiller de
olabilmektedir. Gegis elementi yada ge¢is metalleri olarak adlandirilan canlilarin oksijen
kullanabilmesi igin gerekli olan demir, bakir, ¢inko, kobalt, mangan, nikel, krom ve
molibdengibi elementler eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen serbest radikal olarak
kabul edilmemektedir(104).

2.6.4. Serbest radikal aracili hasar mekanizmasi

2.6.4.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbestradikallerin  hiicrede  baglattigi en Onemli ve zararlh etki lipid
peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller
ile oksidasyonu olarak tanmimlanmaktadir. Lipid peroksidasyonu biyolojik membran
potansiyelinde azalmaya, membranlarda akiciligin kaybina, hidrojen ve diger iyonlara kars1

gecirgenligin artisiyla hiicrenin  hasarina ve hiicre igeriginin serbestlesmesine neden
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olmaktadir. Ayrica lipid peroksidasyonunun firiinlerinden biri olan MDA membran
bilesenlerinin polimerizasyonuna ve c¢apraz bag yapmalarina yol agarak hiicre ylizeyinin

durumunu, enzim aktivitesini, iyon transportunu etkilemektedir(105,106).

2.6.4.2. Protein oksidasyonu

Protein oksidasyonunun serbest radikaller ile olusturdugukimyasal reaksiyom
sonucunda metiyonin siilfokside, histidin oksihistidin ve aspargin, tirozin, ditirozin ve sistein
disiilfitlere doniisir. Bu degisiklikler proteinlerin baglanma &zelliklerinde ve enzim
aktivitelerinde farklilasmaya neden olmakta ve bu durum hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara
yol acabilmektedirler (104,105).

2.6.4.3. DNA hasari

Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin niikleotid durumlarmin siirdiiriilebilmesi
icin gerekli yollara engel olabilirler. Serbest oksijen radikalleri DNA ile tepkimeye girerek

mutajenik olan 8-Hidroksiguanin’in ortaya g¢ikmasina neden olmaktadir(107), (Sekil:12).

serbest oksijen tiirlerine
maruz kalma

Y

primer DNA lezyonlarinin indiksiyonu

. tekli ve cift zincir kinlmalan

. bazal niikleotid modifikasyonlan
( 6r: 8-OHG/8-OHDG)

. DNA-protein caprazlanmasi

tamir DNA
edilmezse tamiri
replikasyon dedismemis genetik

. gen mutasyonlan informasyon

. kromozom mutasyonlan

| N . gen/protein etkinliginin modiilasyonu

. karsinojenesis baslangia

Sekil 12:Serbest Radikallerin DNA Uzerindeki Etkileri (108)
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2.6.4.4. Kovalen baglanma

Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve nitrozaminler gibi
ksenobiyotiklerin ¢esitli biyomolekiillere kovalen baglanmasina neden olabilmekte ve bu

durum hiicre hasarina dogrudan yol agabilmektedir (105).

2.6.4.5. Kalsiyum salinimi

Kalsiyum hiicre yaralanmasi ile ilgili oldugu disiiniilen bir elementtir. Kalsiyumun
transportunu engelleyen herhangi bir durum hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkilemektedir.
Kalsiyum ATPaz enzimleri 6nemli siilfidril gruplarina sahiptir ve SOR tarafindan inaktive
edilebilmektedir. Hipoksi, sitokinler, endotoksin gibi faktdrler SOR aracili yol kullanarak,

hiicre enerjisini azaltabilmektedirler(106).

2.7. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusmasimi veya bu tiirlerin ortaya ¢ikardigi toksik etkileri
onleyen, serbest radikalleri yakalayarak onlari etkisiz hale getirme kabiliyetinde olan
maddelere antioksidan adi verilmektedir (109).Antioksidanlar hiicrenin hem mebran hem de
sivi kisimlarinda bulunabilmektedir(99).Serbest radikallerin organizmada belirli diizeyin
iizerinde olustuklarinda veya antioksidan sistemin yetersizliginde serbest radikal molekiilleri,
organizmanin yapi elemanlar1 olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve enzimleri
bozarak zararl etkilere yol agabilmektedir(110).

Antioksidan savunma sistemleri viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olugumunu ve
meydana getirdigi hasar1 onlemek igin antioksidan maddelerin gelistirdigi mekanizmalara

denmektedir.

2.7.1. Antioksidan savunma sistemleri

Antioksidan savunma sistemleri etkilerini dort yolla gostermektedir.

1) Toplayici etki:Antioksidan maddelerin SOR tutarak yeni ve daha zayif molekiile
dontistiirmesi  toplayici  etki olarak adlandirilmaktadir. Kii¢iik molekiiller,
trakeobronsial mukus ve antioksidan enzimler toplayici etkiye 6rnek gosterilebilir.

2) Baskilayici etki: Antioksidanlarin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girmesi ve
hidrojen aktararak bunlarin etkilerini azaltmasi veya etkisiz hale getirilmesidir.
Vitaminler, antosiyanoidler, flavanoidler ve trimetazin baskilayici etkiye ornek

gosterilebilir.
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3) Zincir kirict etki: Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini kendilerine baglamasi
ve ardindan zincirlerini kirarak radikallerin fonksiyonlariin engellenmesi zincir kirici
etkidir. Mineraller, seruloplazmin ve hemoglobin zincir kiric1 etki gdstermektedir.

4) Onarict etki: SOR’un meydana getirdigi hasarin onarilmasinda antioksidanlarin etki

gOstermesi onarici etki olarak adlandirilmaktadir (102).
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2.7.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi ( Tablo:2)

Tablo 2: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (112,113).

ENDOJEN ANTIiOKSIDANLAR

NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Glutatyon Koenzim Q 10

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum

Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit

Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin

Albiimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

il
i

VITAMIN EKSOJEN ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN

ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidz inhibit6rleri

(allopiirinol, oksiptirinol, pterin aldehit, tungsten

B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal

anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (Vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar

(GPx aktivitesini arttiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilar
(mannitol, albiimin)

Demir Redoks Déngiisii Inhibitorleri (Desferroksamin)

Notrofil Adhezyen inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)
Demir Selatorleri

Il
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2.7.2.1. Endojen antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki

alt grupta siniflandirilabilir (4,114).

2.7.2.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon

rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattini olusturan enzimsel antioksidanlardir (115,116).

2.7.2.1.1.1. SOD (Siiperoksit Dismutaz)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiini
katalizler. Hiicresel savunma sisteminde Onemli bir enzimidir. SOD, selliilerbolmelerdeki
stiperoksid diizeylerini kontrol etmede Onemli bir yere sahiptir. SOD enzimi oksijeni
metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli
etkilere karsi korur(117,118). Serbest radikal zararinin onlenmesinde ilk basamagi SOD
enzimi olusturur. Insan viicudunda besinci biiyiik proteindir. SOD enziminin azalmasi plazma
proteinlerindeki hasarin arttigini1 gosterir (119).Yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda SOD
aktivitesi fazladir (22). Organizmada oksidatif stresin ve dokuda pO,'nin arttigi durumlarda
SOD enzim aktivitesi deartmaktadir (120).

SOD enzimi metalloprotein yapidadir. Hiicrelerde farkli sekillerde bulunmaktadir.
Bunlar:

SOD-1:Cu-Zn SOD, sitoplazmada bulunur.

SOD-2:Mn-SOD, mitokondride bulunur.

SOD-3 :Fe-SOD, Bazi bakterilerde rastlanmustir.

SOD-4 : Ni-SOD, Bazi bakteri tiirlerinde bulunur.(121)
SOD aktivitesi yas ilerledik¢e artar ve hemen hemen biitiin canlilarda bulunmaktadir.
Memelilerde ii¢ tip SOD bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn ihtiva
eden izomer (Cu-Zn SOD), extraseliiler etki gosteren EC SOD ve mitokondride bulunan
tetrametrik Mn ihtiva eden izomer (Mn-SOD)’dir. Demir ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise
sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulumaktadir. Genel olarak hiicrede en bol
bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dir (122,123).EC diizeyde enzimatik olarak 0% leri
etkisizlestirebilen tek antioksidan olmasi nedeniyle EC SOD oksidan hasari, yangi ve fibrozis

gibi bir ¢ok akciger hastaliklarindan korunmada ¢ok énemli bir role sahiptir (124).
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2.7.2.1.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirliginda 4 tane ayn1 yapida (tetramerik yap1) hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Gorevi hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz
aktivitesine sahip olmasiyla birlikte katalaz enzimi bir molekiil hidrojen peroksidi elektron
verici bir substrat olarak, digerini ise oksidan veya elektron alicis1 olarak
kullanabilmektedir(125,126).

Her aerobik hiicrede CAT enzimi bulunur.Cat’in en fazla aktivite gosterdigi
yerlereritrositler, bobrek, karaciger, miyokard ve cizgili kaslardir. CAT, % 80 oraninda

peroksizomlarda ve % 20 oraninda sitozolde bulunmaktadir(127).

2.7.2.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup doért protein alt biriminden
olusur. Her bir alt birim bir selenyum atomu igerir. Hiicreleri H,0O,’den kaynaklanan oksidatif
hasara kars1 korur (101).

Selenoenzimler sinifindan olan glutatyon peroksidaz hidroperoksitleri H,O, varliginda
indirgenmede rol alir. Bu reaksiyonda hidrojen peroksit suya ve organik hidroperoksitler
alkole indirgenirken, glutatyon (GSH) ise okside glutatyona yiikseltgenir (128).

2.7.2.1.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, hem sitozolde hemde mitokandride bulunur. Flavin adenin
diniikleotid iceren flavoprotein bir enzimdir (114,129). Koenzimi NADPH ve prostetik grubu
Flavin adenin diniikleotiddir(125).

Glutatyon rediiktaz, NADPH nin bir elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina
aktararak yeniden GSH’ye doniistiiriiliir. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarinmi
engellemek i¢in gereklidir ve en 6nemli kaynagi heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur
(114,129).

2.7.2.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon (GSH), Melatonin, Urikasit, Bilirubin, Albumin, KoenzimQ 10, Selenyum,
Transferrin, Seruloplazminnonenzimatik savunma hattin1  olusturan antioksidanlardir
(112,113).
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2.7.2.1.2.1. Glutatyon(GSH)

Glutatyon genetik bilgiye ihtiyag duymadan karacigerde sentezlenebilir. Glutamik
asit, sistein ve glisinden olusan tripeptit yapili, gii¢lii bir antioksidandir(120). Yapisinda
biyolojik olarak iki Onemli yap1 olan g-glutamin bag ve tiyol grubunu
bulundurmaktadir(130).Hiicreleri serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
oksidatif hasara kars1 korumaktadir(120).

Glutatyonun sentezlenmesi iki dnemli asamada olmaktadir. flk olarak glutamin-sistein
ligaz, glutamin ve sisteini baglayarak y-glutamilsisteini olusturmakta. Ikinciasamada
glutatyon sentetaz, y-glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiilinii meydana
getirmektedir(131,132).

GSH en ¢ok memeli ve bir¢ok prokaryotik hiicrelerde bulunan intraselliiler
tiyoldiir. GSH’ un biiyiik kismi rediikte halde iken hiicreyi etkin olarak koruyabilmektedir. Bu
reaksiyonu glutatyon rediiktaz katalizlemektedir. Glutatyon rediiktazla GSH’1n indirgenmesi
reaksiyonunda NADPH’a ihtiya¢ duyuldugu icin heksoz monofosfat yoluyla baglantilidir
(133,134) (Sekil:13).

GSH, hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol
almakta, proteinlerdeki silfidril (-SH) gruplarin1 rediikte halde tutarak bu gruplar
oksidasyona kars1 korumakta, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engellenmektedir. Yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
transportunu saglamaktadir. GSH eritrositleri, 10kositleri ve gdz mercegini oksidatif strese
kars1 korumada 6nemli bir yere sahiptir(135).Ayrica hiicrenin redoks durumunu korumada,
detoksifikasyon sisteminin caligmasinda, hiicre sinyal mekanizmasmin diizenlenmesinde,
eikosonoidlerin sentezlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak

faaliyet gostermektedir (136).
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membran Hicre igi
Pentoz fosfat
AT | yolu
Detoksifikasyan MADPH
F 3
LOOH
i AN GSSH
DHA G5H L

(ala) .
¥ Toksik NADP+
R'\ oksidanlar

Sekil 13:intraselliiler antioksidan olarak glutatyoun aktiviteleri(137)

(GSH:Glutatyon, GSSH:Okside Glutatyon, DHA:Dehidroaskorbat, AA:Askorbat, TH:Alfa-tokoferol, LOOH:Lipid

peroksitler)

2.7.2.1.2.2. Melatonin

Bir¢ok yerde sentezlenmesine ragmen temel olarak pineal bezden endojen olarak
tiretilirek dolagima salgilanmaktadir. Karanlik ortamda triptofan aminoasidinden sentezlenir
(138).Hem yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolay1 ¢ekirdek dahil hiicrenin her
organeline kolaylikla ulasabilmekte ve bu sayede DNA’nin oksidatif hasara karsi
korunmasinda etkili olmaktadir (139).

Melatonin, yaslanma-karsit1 bir molekiildiir. Endokrin ritmin diizenlenmesi, immiin
sistemin uyarilmasi, baz1 antigonadotropik etkilerin agiga ¢ikarilmasi, kimyasal karsinojenlere
karst DNA’nin korunmasi, serbest radikallerin giderilmesi ve sinir sistemi {izerinde koruyucu
etkilerin  olusturulmasi1  gibi  birgok  fizyolojik  fonksiyonlarin  diizenlenmesinde
gorevalmaktadir. Melatoninin farkli organ ve dokularda direkt serbest radikal siipiiriicli ve

indirekt antioksidan etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla dagdsterilmistir (140).
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2.7.2.1.2.3. Urik Asit

Urik asit; Oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi)ksantin oksidaz’in oksitlemesi
sonucu olusmaktadir. insan ve gelismis pirimatlarda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir.
Normal plazma konsantrasyonunda {irat, hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet
oksijeni temizler.Vitamin C oksidasyonunu engelleyici etkiye sahiptir. Bilirubin siiperoksit ve
hidroksil radikali ve albiimin lipit hidroksiperoksitleri ve HOCI toplayicisidir (5). Lipit
peroksidasyonu engelleyerek koruyucu olarak gorev yapan lirik asit, giiglii bir serbest radikal
stipiiricti olmasmin yani sira Fe ve Cu gibi metal iyonlarinin selatorler1 olarak da hareket

etmektedir (141,142).Bu etKileri iirik asitin antioksidan etkilerinin oldugunun gdstermektedir.

Bir atik {iriin olarak da kabul edilen {irik asit, yliksek yogunluklarda bulundugu zaman

kristalize oldugundan, bobrek taslar ve provoke gut artritise neden olmaktadir(143).

2.7.2.1.2.4. Bilirubin

Bilirubin, esas olarak Oomriinii dolduran eritrositlerin parcalanmasiyla eritrositlerin
icerisinde bulunan hem proteinlerinin yikimi sonucunda meydana gelmektedir. Dolasim
esnasinda karaciger tarafindan alinir, biyotransformasyona ugratilarak safra veya idrarla
atilmaktadir. Bilirubin ayn1 zamandaperoksil radikallerini etkileyerek zincir kirici etki
gosteren etkili bir antioksidandir(144,145).

2.7.2.1.2.5. Albumin

Albumin, 66 kDa’luk bir molekiil agirhiginda ve 585 aminoasit igerirmektedir. Bu
protein insan plazmasinda 35-50 mg/ml arasinda bulunmakta ve yiiksek derecede
¢oziinebilmektedir. Albumin bir¢ok fizyolojik ve farmakolojik etkiye sahiptir. Viicut
icerisindeki farkli béliimler arasindaki sivinin  dagiliminda ve ozmotik basincin
diizenlenmesinde kilit bir role sahiptir. Genel olarak, albiimin plazmadaki en 6nemli ve en

etkili antioksidanlardan biri olarak bilinmektedir (146).

2.7.2.1.2.6. KoenzimQ 10

Koenzim Q10 (CoQ10, ubikinon, vitamin Q10, ubidekakinon, ubidekarenon), insan
viiclidunda dogal olarak sentezlenebilen vitamin benzeri benzokinon bilesigidir. Aerobik
solunum, aerobik metabolizma ya da hiicre solunumu islemlerinde enerji liretiminde hayati
oneme sahiptir. Insan hiicrelerinde tirozinden sentezlenebilmektedir. Koenzim Q10,

lipitlerdeki c¢oztnirliigii yiiksek olan, hemen hemen biitiin hiicre membranlarinda ve
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lipoproteinlerde bulunmaktadir. Ayrica, mitokondri i¢ zarinda bulunan, en az ii¢ mitokondri
enzimi (Kompleks I, II, III) i¢in bir kofaktor gorevinde olup oksidatif fosforilasyonda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Koenzim Q10 bir antioksidan olarak, serbest radikalleri siipiiriir, lipit ve

protein peroksidasyonunu baskilar. (147)

2.7.2.1.2.7. Selenyum

Selenyum, antioksidan ve bagisiklik diizenleyici fonksiyona sahip temel bir elementtir.
Aminoasit sentezinde kullanilir,

Selenyum, GPx aktivitesini artirarak SOR olusumunu baskilar (148).1-1-2-8.a-
lipoleik asit,a-Lipoik asit (1,2-ditiolan-3-pentanoik asit) ve a-lipoik asitin indirgenmis formu
dihidrolipoik asit giiglii antioksidanlardandir. a-Lipoik asit , hidroksil, hipoklor6z asit,
peroksinitrit anyonu ve singlet oksijeni siipiiriir. Dihidrolipoik asit ayrica siiperoksit ve

peroksil radikallerini de stipiiriir(149).

2.7.2.1.2.8. Transferrin

Transferrin beyin dahil birgok dokuda sentezlenen Onemli antioksidan proteindir.
Transferin hiicrelere Fe*® tasmnmasindan sorumlu bir tastyici proteindir. Transferin, esas olarak
serumda bulunmasina ragmen, diger viicut sivilarinda daha diisiik konsantrasyonlarda
bulunur. Transferinin temel fonksiyonu hiicrelere Fe* tagir ve ayn1 zamanda Onemli bir
bliylime faktoriidiir. Ferr6z iyon (Fe+2), fenton reaksiyonu tarafindan H,O,’nin ¢ok fazla
derecede toksik olan OH’ye doniisimiinii katalizleyerek oksidatif strese sebep olur.

Transferrin, serbest ferr6z iyon konsantrasyonu azaltarak bir antioksidan olarak hareket eder
(150).

2.7.2.1.2.9. Seruloplazmin

Transferrin beyin dahil bir¢ok dokuda sentezlenebilen antioksidan 6zellikte onemli bir
proteindir. Seruloplazmin kandaki Cu’nun % 95’ini tasiyan bir a, serum glikoproteinidir.

Cu’ya geri doniisiimlii olarak baglanir ve Cu metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir(151).

2.7.2.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlari, vitamin eksojen antioksidanlar ve ila¢ olarak

kullanilan eksojen antioksidanlar olmak iizere iki grupta siniflandirabiliriz.
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2.7.2.2.1. Vitamin Eksojen Antioksidanlar

a-tokoferol (E Vitamini), Folik Asit (Vitamin B9), B-Karoten (Avitamini), Askorbik Asit

(C Vitamini) vitamin eksojen antioksidanlardandir.

2.7.2.2.1.1. g-tokoferol(E Vitamini)

E vitamini yiiksek antioksidan potansiyeli olan yagda ¢6ziinebilen bir vitamindir.(115)

E vitamini (a — tokoferol) hiicrede dolasan lipoproteinlerde ve membranlarda
bulunmaktadir (134,151).

Hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Bu molekiile yapisindaki fenolik
hidroksil grubuna sahip aromatik halka antioksidan O6zellik kazandirmaktadir(120). a-
tokoferoliin antioksidan olarak temel fonksiyonu lipit peroksidasyonuna karsi korumada
bulunmaktir (115). Vitamin E, radikallerin yok edilmesi, zincirin kirilmasi, baskilama,
bozulan yapilarin onarilmasi ve endojen savunma sistemlerinin gii¢clendirilmesi gibi
mekanizmalarin tamaminmi1 kullanarak antioksidan goérevini yerine getirdiginden antioksidan
kapasitesi ¢cok genis ve yiiksektir(152). E vitamini; kolon, prostat ve gogiis kanserleri, bazi
kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemi, katarakt, artritis ve norolojik bozukluklara kars1 koruma

ozelligine sahiptir (115).

2.7.2.2.1.2. B-Karoten(Avitamini)

Karotenoidler (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin), bazi bakteriler
ve alglerde, ¢ogu zaman ise bitkilerde bulunan genelde sar1 ve turuncu renkli pigmentlerdir.
Insan ve hayvanlar karotenoid biyosentezini gerceklestiremedikleri i¢in bubilesikleri diyetle
alirlar(129).

B-karoten, karotenoidlerin yagda ¢oziinen bir tiyesidir(115). Duodenumda emilir ve
yag dokusunda depolanir(153). Bunlar aktif A vitaminine doniisebildikleri i¢in provitamin
olarak taninirlar. f-karoten retinada retinole dontistiigiinden karanlikta goriis igin gereklidir
(115).

B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, sliperoksit radikalini temizledigi ve peroksit
radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev gordigi belirlenmistir (125).
Antioksidan aktivitesi, yapisinda bulunan konjuge c¢ifte baglar sayesinde olmaktadir. B—
karoten;yapisinda bulunan ¢ifte baglardan dolayr sari, turuncu ya da kirmizi renkte
bulunmaktadirlar. A vitamine doniigsebildigi i¢in plazma dengesinin saglanmasinda gorev
almaktadir (151).

37



Karotenoidlerin DNA, lipid ve proteinlere kars1 oksidatif hasar1 6nledigi veya azalttigi

bildirilmistir (152).

2.7.2.2.1.3. Askorbik Asit(VitaminC)

VitaminC (askorbik asit; C¢HgOg) alt1 karbonlu bir laktondur. Memelilerde insan harig
cogu hayvan bu vitamini karacigerde ya da bobreklerde (kuslar ve siirlingenler) glukozdan
sentezleyebilmektedir. Cilek, portakal, kivi, kirmiz1 ve yesilbiber, domates ve patates iyl birer
C vitamini kaynagidirlar(153).

Vitamin C, suda c¢oziinebilen bir vitamindir. Kollajen, karnitin ve ndrotransmitter
biyosentezi i¢in gereklidir (154). Vitamin C siiperoksit, hidroperoksil, singlet oksijen, ozon,
peroksinitrit, nitrojen dioksit, ve hipoklordz asit gibi reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen
tirlerini kolaylikla temizleyerek oksidatif hasara karsi etkin bir sekilde koruma saglamaktadir.
Vitamin C lipitlerde ¢ozlinen radikallerin temizlenmesi yoluyla iretilen a-tokoferoksil
radikallerinden a-tokoferolii yeniden olusturarak bir koantioksidan olarak hareket
edebilmektedir(155).Intraseliiler olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesi, mMRNA
translasyonu, intraseliiler proteinlerin oksidatif hasara karsi korunmasi gibi antioksidatif
etkileri vardir. In vitro kosullarda diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu onler
(156).Vitamin C, sayilan bu antioksidan goérevlerinin yani sira, proteine bagl ferri demiri
uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen
peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali olusturmaya uygun ferro demire
dontistirmektedir. Fakat bu etkinin gbzlemlenebilmesi i¢in sadece diisiik konsantrasyonda
olmasi gerekir.Ciinkii yiiksek konsantrasyonlarda C vitamini giiglii bir antioksidan etkiye
sahiptir (124).

2.7.2.2.1.4. Folik asit(Vitamin B9)

Folik asit (pteroilglutamik asit, vitamin B9 ya da vitamin M) suda ¢dzilinebilen bir
vitamin B iiyesidir. Folik asit SOR’u temizleyebilencok gii¢lii bir antioksidandir (157). Folik
asit, DNA sentezi ve kirmizi kan hiicrelerinin iiretimi i¢in gereklidir. Kadin ve erkeklerde
normal fertilite icin onemlidir. Ayrica, gebelik ve ¢ocukluk gibi biiylime periyotlarinda ve
hiicre bolinmesi sirasinda rol almaktadir. Folik asit erkeklerde spermatogenezis icin de
gereklidir (158). Folik asit hem tek basina hem de diger B vitaminleri ile birlikte plazma

homosistein seviyesini diisiirmede etkilidir (157).
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2.7.2.2.2. Tlac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar(22,124).

1) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

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

3) Rekombinant siiperoksit dismutaz

4) Trolox-C (vitamin E analogu)

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

6) Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

7) Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

8) Notrofil adezyon inhibitorleri

9) Sitokinler (TNF ve IL-1)

10) Barbitiiratlar

11) Demir selatorleri
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2.8. Oksidatif Stres

Serbest radikallerin organizmadaki olusum hiziyla bunlarin antioksidan sistemler
tarafindan kaldirilma hiz1 bir denge igerisindedir (Sekil:14). Bu duruma oksidatif denge adi

verilmektedir.

- |
o NO
- _—u—z —!— _________________ .h_
SOD ONOO"
v Y Fe?t i
1§ o T IR = OH' + NO,
H,0 < | CAT
GPx
= -ﬁﬂﬁﬁ:@.ﬁ- 2

Sekil 14:Reaktif Oksijen Tiirleri Olusumu ve Antioksidan Savunma Sistemi (159)

Organizma oksidatif denge saglandigi slirece serbest radikallerden etkilenmemektedir.
Ancak antioksidan savunma bozulur ya da ortadan kalkarsa hiicrelerin SOR iiretimi artar ve
denge bozulur. Sonug olarak doku hasar1t meydana gelir. Bu hasara ‘oksidatif stres’ ad1 verilir

(159,160).

2.8.1. Oksidatif stres biyobelirtecleri

2.8.1.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan stabil bir
son driindir (106).MDA aldehit yapili bilesiktir. Membran kompanentlerinde ¢apraz
baglanma ve polimerizasyona yol acarak esneklik, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre

yizey determinantlarinin agregasyonu gibi intrensik membran Ozelliklerini degistirme
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yetenegine sahip olmasi yaninda DNA’nin nitrojen bazlari ile de reaksiyona girebilir, amino
gruplar1 arasinda ¢apraz baglanmalara yol acabilmektedir. Oksidatif streste SOD ve CAT
enzimleri yetersiz kaldiginda serbest oksijen radikallerinin etkilerini hiicre ve organel
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatarak gostermektedir. MDA, oksidatif stresin

spesifik bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (161).

2.8.1.2. isoprostanlar

8-i50-PGF20, hiicre membranlari ve lipoproteinlerin fosfolipidlerinde bulunan
arasidonik aside oksidatif hasarin (serbest radikal) etkisiyle agiga ¢ikan prostaglandin
analogudur(162).

Diyabat
Sigaraigimi
Hipertansiyon
Homosistein
Anjiyatensin Il
Enfeksiyon

{1

Serbest Radikaller

Arasidonik Asit ile
Iigkili Fosfolipid

Arasidonik Asit ile
iliskili Fosfolipid

Serbest Arasidonik Asi Esterlenmis lsoprostanlar,

Serbest isoprostanlar

Sekil:15:Isoprostanlarin ¢ogunlukla COX aktivitesine bagimli ve serbest radikallerin katalize

ettigi sentezi (163)

Isoprostanlar oksidatif stresin giivenilir biyolojik belirtegleri olarak yaygmn olarak
bilinmektedir(164).Dolagimdaki ~ 8-is0-PGF2a  konsantrasyonlarin, metabolizma ve
salinimdan ziyade biiyiik 6l¢iide iiretime bagli oldugu ve in vivo oksidatif stres derecesinin
gercek bir gostergesi oldugu gosterilmistir (162).Kan veya idrarda spesifik bir izoprostan
(15F2t-IsoP, daha once 8-iz0-PGF2a olarak adlandirilan) konsantrasyonunun ol¢iimii

oksidatif stresin teshis degerlendirmesinde iyi bilinen bir yontemdir (164).
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2.9. NITROZATIF STRES

Nitrozatif stres hiicre fonksiyonlarini bozar ve nitrozilat proteinlerinin asir1 derecede

birikimi ile karekterize edilir. Hiicreleri NO’ya ve nitrozotiyollere karsi spesifik enzimler

korumaktadir(165).

ONOO oksidatif etkiye sahip 6nemli bir mediyatordiir. 3 mekanizma ile etkili oldugu

diistiniilmektedir.

1)

2)

3)

OH radikaline dontiserek,

ONOO”in kendisi giiclii oksidasyon yetenegine sahiptir ve molekiilleri daha

antioksidan sistemin etkisine firsat birakmayacak bir hizla okside etmektedir.

Omrii 1 sn kadar kisa oldugu icin nitronyum iyonuna doniiserek tirozini 3
pozisyonunda nitratlayarak nitrotirozin (3-NT) olusturmasidir. Boylece tirozinin
fosfatlanmasi engellenmekte ve hiicre sinyalizasyonu bozulmaktadir. Proteinleri,
protein olmayan siilfiir gruplariniH,O, gére 1000 kat kadar hizli okside etmektedir.
Metiyonin ile reaksiyona girerek o-1 antiproteinazi inaktive etmekte, lipid
peroksidasyonuna neden olmakta ve proteinlerdeki halkali amino asitleri nitro

tiirevlerine doniistiirmektedir (97).

Oksijenden iiretilen en 6nemli reaktif tiirler arasinda olan ONOO", O;", H,0,, OH™; membran

hasar1i, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis

ve nekrozla sonuglanan hiicre 6liimii meydana getirmektedirler (166).

ONOO” in sorumlu tutuldugu pek ¢ok hastalik mevcuttur (97):
. Romatoid artrit
. Kardiyovaskiiler sistem hastaliklari

. Gastrit (H. Pylori enfeksiyonu)

. Inflamatuar barsak hastaliklar
. Deri inflamasyonu

. Akut inflamasyon

. Sepsis

. Endotoksik sok

. Akciger hastaliklar
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. Kistik fibrozis

. Yaslanma
. Viral enfeksiyon
. Diabetes mellitus
. Alzheimer

2.9.1. Nitrozatif stres biyobelirtecleri

2.9.1.1. Nitrik oksit (NO)

Inflamasyonviicudu hasar verici uyaranlara kars1 bir savunma mekanizmas1 olarak
tanimlanir. NO'inflamasyonda mojor mediator olarak gorev yapmaktadir. Diger taraftan da
NO’nun antienflamatur olabilecegi bildirilmektedir. NO“’nun fizyolojik etkisi esasinda
koruyucu ve antienflamatuar yondedir. Ancak yliksek miktarlarda saliverildigi zaman ve
ortamin redoks ve oksijenasyon durumuna bagli olarak hedef hiicrelerde ONOO™ olusumu
tizerinde molekiiler hedeflerin nitrozilasyonu/nitrasyonuna sebep olabilmektedir. Ayrica
mitokondriyel solunumu, DNA sentezini inhibe edebilir. Nitekim makrofajlarin olusturdugu
nonspesifik sitotoksisiteye aracilik eder. Inflamasyonda goriilen Lewis’ in 3’ lii (kizariklik,
o0dem ve sicaklik) yanitina aracilik eden molekiillerden biri de NO’dur. Kizarma ve sicaklik
artist vazodilatasyondan kaynaklamir. Odem ise kapiller permeabilite artisindan meydana

gelmektedir (167).

Nitrozatif stres sirasinda NO”dan olugan ONOO’, DNA tek zincir kirilmasina sebep
olmaktadir. Bu durumda niikleer bir enzim olan aktive olur. poli ADP riboz sentetazin
substrati nikotinamid adenin diniikleotididir. Sonugta glikoliz hiz1 elektron transportu ve ATP

olusumu azalir, bu da akut hiicre disfonksiyonuna ve hiicre 6liimiine sebep olmaktadir(168).

2.9.1.2. Nitrotirozin (3-NT)

Nitrozatif stres biyomolekiillerin nitrozasyon tepkimesine ugramasiyla meydana
gelmektedir. Niikleofil bir gruba, reaktif nitrojen oksit tiirleri tarafindan nitrozonyum (NO™)

grubu aktarilarak nitrozil tiirevinin olusturulmasidir (169).

1990 yilinda Ohshima ve arkadaslar tarafindan insan idrarinda serbest nitrotirozin ve onun
deaminlenmis/dekarboksillenmis metaboliti olan 3-nitro-4-hidroksifenil asetatin tespit

edilmesiyle in vivo 3-NT olusumu ilk kez kanitlanmistir. 3-NT, normal bireylerin plazma ve
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dokularinda saptanamayacak kadar diistik seviyelerdeyken, inflamatuar ve dejeneratif siirecler
gibi artmig NO' iiretimi ve oksidatif stresle iligkili durumlarda anlamli miktarda artig

gostermektedir (170).

In vivo olarak NO' ve NOtiirevlimaddelerin 6lciimlerioldukca zordur. Ciinkii; NO',
ONOQO" ve benzer tiirler ¢ok ¢abuk bozulan radikaller olduklarindan dolay1r kendine 6zgiin
Ol¢tim yotemlerinin teknik imkanlar1 yoktur. Bu zorlugu agsmanin bir yolu biyobelirteclerdir.

3-Nitrotirozin (3-NT) bu belirteglerden biridir ve ONOO ’nun spesifik bir belirtecidir (171).

ONOQO' reaktif CO; ile sulu ortamlarda reaksiyona girerek ONOOCO,’ yi meydana
getirir. ONOOCO; hemolitik par¢alanma ile tirozin nitrasyonuna katilan karbonat (CO3’) ve
nitrojen dioksit (NO;") radikallerini olusturmaktadir (172).(Sekil:16)

NO, NO; "’ ye doniisen NO,’ e okside olabilir. NO, ve H,0, myeloperoksidaz gibi
bir peroksidaz enzimi ile metabolize edilir ve bdylece tirozin nitrasyonuna onciiliik eden OH

've NO, meydana gelmektedir(172).

H,0, peroksidaz OH
e NO . NOS=
7 0
4
/ Cos
wos L Az
Arjinin ——— sitriillin + N[}7—~ DND[J?'—' ONOOCO; * NO, *= Tyr-NO,
0: w||
OH
ONOOH *NOZT

Sekil 16:O0NOQO" Aracili Protein Tirozin Nitrasyon Yolu (97)

2.10. Kina (Lawsania inermis L.) Bitkisi

Tarih boyunca gerek hastaliklarin tedavisinde, gerek ¢esitli ritiiellerde, gerekse
kozmetik amaglarla  kullanmilan kina (Lawsonia inermis); kinagiller(Lythraceae)
familyasindandir (173,174). Kokeni Kuzey Afrika ve Giineybati Asya olan, 9000 yillik bir
gecmise sahip kina (Lawsania inermis L.)’nin, Henna, Mhendi, Shudi, Madurang, Mendi,

Manghati, Madayantika ve Goranti gibi birgok ismi bulunmaktadir (175).Giiniimiizde
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Afrika’nin kuzeyi, Iran, Hindistan, Pakistan, Arabistan, Seylan gibi iilkelerde ve iilkemizin de

Giiney Anadolu Bolgesi’nde yetistirilmektedir (174,176).

Kma (Lawsania inermis L.) bitkisi ¢ok dalli,
tiysiiz ve 2-6 m yiikseklikte bir gdvdeye
sahiptir (177). Govdesinde birbirine karsiliklt
duran tiiysiiz, lanseolat damarli yapraklara
sahiptir. Meyveleri kii¢ik 4-8 mm ¢apinda
kahverengimsi kapsiiller seklinde, tohumlari
ise 3mm c¢apinda koseli ve sert tohum
kabugu ile sarilmis vaziyettedir (178),
(Resim:1).

Resim 1:Lawsonia Inermis L. (179)

Kina (Lawsania inermis L.) bitkisi tropikal ve yari-kurak iklimlere 6zgiidiir. Bu
nedenle en iyi yetistirme sicaklik aralig1 35-45°C dir. Yagislarin basladigi dénemlerde hizla
biiyiimekte ve filizlenmektedir.Kuru ve uzun siireli soguk giinlerde, bitkinin yapraklar
sararmaya ve dokiilmeye baglamaktadir.11°C nin altinda minimum kosullarda yasamaya

devam eden kinabitkisi sicakligin 5°C’nin altina diismesi halinde 6lmektedir (180).

2.10.1. Kina (Lawsania inermis L.) bitkisinin farkh Kiiltiirlerde kullanim

Kina (Lawsania inermis L.)’in tarihte bilinen en eski kullanimina Antik Misir
doneminde rastlanmaktadir. Antik Misir doneminde mumyalarinin tirnaklarinin ve sargilarinin
kina ile boyandig bildirilmistir (181).

Dogu Akdeniz’de Tung¢ devrinden beri dogum ve evlilik merasimleri gibi cesitli
geleneksel torenlerde ve halk hekimliginde kina(Lawsania inermis L.)’mkullanildigina dair
kanitlar bulunmaktadir (182).

Hindistan’da ve ¢ol ikliminin hakimoldugu bolgelerde serinletici etki olusturmasi
nedeniyle, ezilen kina yapraklarinin ¢amurla karistirilarak el ve ayaklara siirtildiigi

bilinmektedir (171). Ote yandan Hint kiiltiiriinde kina (Lawsania inermis L.)’ nin dogurganlig
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ve bereketi sembolize ettigi ve Hindu diiglinlerinde geleneksel el ve ayak boyama isleminde
sik¢a kullanildig1 gozlenmistir (183,184).
Malezya halk hekimliginde, kima(Lawsania inermis L.)’nin taze yapraklarindan
hazirlanan lapa ve yapraklarindan hazirlanan dekoksiyonunun kullanildig1 belirtilmistir. (185)
Endonezya’da yapraklarindan hazirlanan macun (Resim:2) tirnak hastaliklarinda ve
herpes enfeksiyonunda, ¢ok gen¢ meyvelerinden hazirlanan merhem ise uyuz tedavisinde

kullanilmistir. Hos kokulu ¢igekleri de parfiim sanayiinde 6nemli bir yere sahiptir (185).

Resim 2:Kina (Lawsania inermis L.) Bitkisinin Yapraklarindan Elde Edilen Toz ve Macun
(186)

Kuzey Afrika ve Ortadogu’daki ritiiellerde de sik¢a kullanildigi, yapragindan elde
edilen tozunun turuncu-kirmizi bir boya rengi vermesi sebebiyle de pek ¢ok kiiltiirde 6zellikle
kadinlar arasinda sa¢ boyamak, elleri, tirnaklar1 ve ayaklar1 c¢esitli desenlere boyamak
suretiyle kullanilan yaygin bir stislenme aract oldugu bilinmektedir (181).

Tiirk halk kiiltiiriinde de geleneksel torenlerde, hastaliklarin tedavisinde ve kozmetik
amaclarla kullanilmas1 bakimindan onemli bir yere sahiptir (187). Oteyandan Tiirk
inanglarinda kmna (Lawsania inermis L.) yakilan varhigin segilmis, adak edilmis olani
sembolize ettigi, ona zarar vermenin ise ugursuzluk ve felaket getirecegi
diistiniilmektedir(188). Kesilecek kurbana, askere gidecek genglere, gelinlere, siinnet edilecek
cocuklara, hatta ahirete hazirlama admna oliim dosegindeki yashilara da kina (Lawsania
inermis L.) yakildig1 gézlenmektedir(189).

Filipinler’de ¢igeklerinin uyku getirici (soporifik) etki gosterdigi rapor edilmistir
(185).
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2.10.2. Kina(Lawsania inermis L.) bitkisinde bulunan kimyasal bilesenler

Kia(Lawsania inermis L.)bitkisindeki kimyasal bilesenler (Sekil:17) ; baslica bilesen,
lawsone (2-hidroksi-1,4 naftakinon) (C1oHgO3) olarak bilinmektedir. Bu bilesigin yan1 sira
kinanin yapisinda yag, gallik asit, regine, glikoz, mannitol, zamk ve eser miktarda alkoloid
bulunmaktadir.

Cigekler koyu kahverengi ve giiglii kokulu ugucu yaglar,a-ve B-iyononlar, azotlu
bilesikler ve regine igcermektedir (190).

Tohumlar, protein (% 5), karbonhidrat (% 33,62), lif (% 33,5), yaglar (% 10-11) ve
behenik asit, stearik asit, palmitik asit, oleik asit, linoleik asitten olusan kompozit, balmumu
ve renklendirici maddeler igermektedir.

Koklerde ise kirmizi renk verici maddeler bulunmaktadir (191).

Yapraklarindaki temel bilesik lawsone (2-hidroksi-1,4 naftakinon) (CioHgO3)
bilesigidir. Bu bilesigin yan1 sira luteolin-7-0-glikozid, luteolin-3-0-glikozid, stigmasterol,
kozmosiin (asasetin-7-o-glukozid), asasetin, pkumarik asit, fraksetin, skopoletin, eskuletin,
1,2-dihidroksi-4-o0-glukoziloksinaftalen, lawsoniasit, laliosit, 2-metoksi-3-metil-1,4-

naftakinon, apiin, apigenin, lupeol, betulin, betulinik asit bilesikleri de bulunmaktadir (191).
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1.2-dihidroksi-4-o-glukoziloks: Lawsoniasit Sugmasterol
Nafialen
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2-metoksi-3-metil-1 4-naftakinon Apiin

OoH o
Apigenin Betulin Lupeol
o o o o
! o OH O OH (o]

1, 4-Nafiakinon Juglone Plumbagin

Sekil 17:Kina (Lawsania inermis L.) Bitkisinde Bulunan Kimyasal Bilesenler (186)
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2.10.3.Kina bitkisinin farmakolojik ve bivolojik etkileri

Kina (Lawsania inermis L.) gesitli farmakolojik aktivite spekturumuna sahip her
derde deva tibbi bitki olarak disiiniilmektedir. Bu g¢esitlilik bitkideki c¢esitli aktiviteden

sorumlu ¢esitli kimyasal bilesenlerinessiz kaynagi olmasindandir (1).

*Antifungal etki*Antikoagiilan etki *Antidiyabetik etki
*Antibakteriyel etki*Nootropik etki*Antikanser etki
*Antiviral etki*Hepatoprotektif etki*Agr Kesici etki
*Enzim inhibitor etki*Bagisiklig1 diizenleyici etki

*Yara iyilestirici etki*Hafiza ve Davranis Etkinligi

2.10.4. Kinanin geleneksel kullanimda kulanilan kKisimlari

Lawsonia Inemmis

thom
TSppETe——

Resim 3: Kina (Lawsonia Inermis L)’ nin Geleneksel Kullanimda Kulanilan Kisimlari
(@):Yaprak, (b):Tohum, (c):Meyve, (d):Cigek, (e):Dal, (f):Ko6k (1)

48



Tablo 3: Kina (Lawsonia Inermis L) 'nin Geleneksel Kullanimda Kulanilan Kisimlar

(Resim:3)

Bitki kismi Geleneksel kullanim

Tohumlar Ates districii,hafiza kuvvetlendirici,kabizlik, sitma, akil
hastaligi,

Ishal, Dizanteri,Humma

Yapraklar Odem, Kusma, Kabizlik, Balgam soktiiriicii, Bronsit,
Dizanteri, Antienflamatuvar,Ciizzam, Yara iyilestirici, Ates, Ulser,
Ciizzam, Uyuz
Bel agris1, Sakinlestirici,Sarilik, Hemopati, Yangi, Ates diistiriicii

Cigekler Kardiyotonik, Ates diisiiriicii, Bas agrisi,Akil
hastaligi,Humma

Kabuk Deri hastaliklar1, Ciizzam,Sarilik, Y anma hissi

Kokler Diiiretik, Yanma hissi,Amonore, Adet hizlandirici
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada 250-350 gram agirliginda, 24 adet saglikli Wistar Albino cinsi erkek rat
(Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuvari,

Kahramanmaras) kullanildi.

Ratlar, % 50-60 nem orani, 25°C oda
1s1sinda tutularak 151k diizeni 12 saat aydinlik
ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan
odalarda yasatildi. Ratlar oda sicakliginda, bir
kafeste dorder tane olmak iizere temiz bir
ortamda, standart laboratuvar kosullarinda, rat
yemi ve g¢esme suyu verilerek bakildi
(Resim:4).

Resim 4:Ratlarin Beslenmesi

04.10.2016 tarihli 1 sayili Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurul izni ile baglanan ¢alismamiz siiresince hayvan haklari ile ilgili
NIH tarafindan belirlenen ‘Hayvan Haklarinin Korunmasi® hususundaki esaslara 6zenle

uyuldu.

3.1.Deney Gruplar:

Denekler rastlantisal olarak 3 gruba ayrilarak ¢aligma gruplari olusturuldu. Deneklere
anestezik olarak ketamin (50mg/kg) intraperitonalinjeksiyon ile uygulandi.
Grup 1 (Kontrol grubu, n=8): Sadece renal Iskemi-reperfiizyon (30 dakika iskemi ve
ardindan 30 dakika reperfiizyon) uygulandi.
Grup 2 (Sham grubu, n=8): Renal iskemi-reperfiizyon (30 dakika iskemi ve ardindan 30
dakika reperfiizyon) + 0,5 ml intraperitonal (IP) yolla serum fizyolojik (%0,9 NaCl) 5 giin
siireyle verildi.
Grup 3 (Tedavi grubu, n=8): Renal iskemi reperfiizyon (30 dakika iskemi ve ardindan 30
dakika reperfiizyon) + 0,5 mL liyofilize henna yaprak ekstrat1 (50 mg/kg/giin) 5 giin siireyle
uygulandi.
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Enjeksiyonu hazirlamak i¢in, 50 mg/kg/giin liyofilize kina yaprak ekstratini,findik

yagi ve % 0,9’luk sterilserum fizyolojik ile ¢oziilerek (4:1 oraninda) kullanildi.

3.2. Cerrahi Yontem

Calisma KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Laboratuarinda gergeklestirildi.
Ratlar laboratuara getirildiler ve tek tek tartilarak her birine intraperitonal olarak 50 mg/kg
dozunda ketamin hidroklorid (Ketalar flakon, Eczacibasi Tiirkiye) verilerek anestezi saglandi.

Iskemi/reperfiizyon yapilacak deney hayvanlarma anestezi altinda, midline laparotomi
yapildi. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardimiyla 30 dakika siire
ile kan akis1 durduruldu. 30 dakikalik iskeminin hemen ardindan 30 dakikalik reperfiizyon
islemi uygulandi (Resim:5).Reperfiizyon siiresince her bir deney hayvanina yapilan
cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi i¢in karin bosluguna

steril serum fizyolojik verildi.

() (b)

Resim 5:Sol Bébrek Renal Iskemi ve Reperfiizyon

(a) Sol Bobrek Renal Iskemi, (b)Sol Bébrek Renal Reperfiizyon

Deney sonunda hayvanlara 6tenazi yapilarak bobrek dokulari alindi. Dokular ikiye
boliinerek bir kismi biyokimyasal analizler i¢in ayrildi. Diger doku pargalar1 ise formaldehitli
kap igerisine alarak muhafaza edildi. Histopatolojik degerlendirme Siit¢ii imam Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda, biyokimyasal degerlendirmeler ise KSU Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda yapild.
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3.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

- 1,1,3,3 tetrametoksipropan

- Bakar stlfat

- 2-[2-Tiyobarbitiirik asit]

- Etilendiamin tetraasetik asit

- Disodyum hidrojen fosfat

- Sodyum dihidrojen monofosfat
- Dipotasyum hidrojen fosfat

- Potasyum dihidrojen fosfat

- Folin-Ciocalteu

- Hidrojen peroksit
- Lauril siilfat

- n-Butanol

- Piridin

- Sodyum hidroksit
- Sodyum karbonat

- Sodyum kloriir

- Sodyum potasyum tartarat

- Tris baz
- Tris hidroklorit

- B-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

- Hidroklorik asit
- Formaldehit

- Etanol

- Asetik Asit

- Ksantin

- CAPS

- Ksantin oksidaz

- lodonitrotetrazolium klortir
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CuSOq .5H,0
TBA
Na,EDTA
Na;HPO,4.12H,0
NaH,PO,
K2HPO4
KH,PO,
Fenol ayiraci
H,0;
SDS
1-Butanol

NaOH
Na,COs
NaCl

Na-K tartarat

Tris-HCI
B-NADPH
HCI
HCHO
C;HsO
CH3COOH

INT

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
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3.4.Calismada Kullanilan Cihazlar

- Derin Dondurucu

- pH metre

- Hassas Terazi

- UV Spektrofotometre

- Buz Makinesi

- Distile su cihazi

- Manyetik Karistirict

- Sogutmali santrifiijHettich
- Cam Kalemi

- Fotograf makinesi

- Hayvan Kafesi

- Homojenizator diizenegi
- Lam

- Lamel

- Meziir (25m1,50 ml1,100 ml1,250 m1,500 ml)

- Mikroskop

- Operasyon Takimi

- Otomatik pipet, pastor pipeti
-Su Banyosu

-Vorteks
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3.5.Homojenat Hazirlama

Biyokimyasal incelemeler igin dokular
%1,15 KClI ile 1 devir/dakika hizda 3 dk boyunca
homojenize edildi. Enzim aktive kaybini onlemek
amaciyla Ornekler buz dolu kiivete yerlestirildi.
Daha sonra homojenatlar +4 °C’de 14000 rpm’de
30 dakika santrifiij edildi (Resim 6). Ustteki
slipernatantlar alindi ve ependorf tiiplere ayrild.
Ayrilan silipernatantlardan Protein, NO, 3NT,
MDA diizeyleri ile SOD, CAT enzim aktivite

Ol¢ciimleri yapildu.

Resim 6:Homojenat Hazirlama

3.6. Protein Diizeyinin Tayini

Bu metot proteinlerin icerdigi trozin ve triptofanrezidiilerininfosfotungustik
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750

nm’dekiabsorbans dl¢limiine dayanir.

Ayrraclar
1. A ¢ozeltisi:

%2 Na,CO3 2 g hazirlanir

0,1 N NaOH ile 100 ml’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi: B; ve B, ¢ozeltilerinden olusur.

a) B1 Cozeltisi:

% 1 CuSQO45H,0 1g hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.

b) B2 Cozeltisi:

%2 Na-K tartarat 2g hazirlanir

Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.

3. C Cozeltisi(Glinliik hazirlanir)
50 ml A +1mlB (0,5 ml B;+0,5 ml B,) karistirilir.
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4. D Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)

FolinCioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir(192).

Standart Egrinin ¢izimi

Stok standart i¢in 0,3 g/dl bovinalbumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml

alinip 100 ml” ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg/ml konsatrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/ml’ likkonsatrasyonlar (Tablo:4) elde

edilerek 750 nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gore konsatrasyon-

absarbans egrisi ¢izilir (Sekil:18) ve her numune 6lglimiinde standart egri tekrarlanir (192).

Tablo 4. Protein standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanig

Tip No

Kor

1

2

Konsantrasyon(pg/ml)

0

30

60

90

120

150

Standart bovin albumin (ml)

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

Serum fizyolojik (ml)

0,3

C Cozeltisi (ml)

3

3

3

15 dakika oda 1sisinda bekleti

ir

D Cozeltisi (ml)

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

0,3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore kars1 okunur.

0,2 -
0,18
0,16
0,14
0,12
0,1 -
0,08
0,06 -
0,04 -

0,02 -

Konsatrasyon (ug/ ml)

Sekil 18: Protein standart egrisi
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Bobrek dokularindanhazirlanan siipernatantta protein tayinini yapmak igin,
slipernatant1:50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun i¢in

ti¢ tlip alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur (Tablo:5).

Tablo 5: Doku 6rneginde protein tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kor (ml) Standart Ornek (ml)
(ml)

Serum fizyolojik 0,3 - -

Standart - 0,3 -
Stipernatant - - 0,3

C Cozeltisi 3 3 3

15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D Cozeltisi 0,3 0,3 0,3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karsi okunur.

Hesaplanmasi
Doku Orneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilagtirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile carpilarak sonug verilir.

3.7. Biyokimyasal Ol¢iimler

3.7.1. Malondialdehit Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3,40’ de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile ornegin 90-95°C’de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA’ nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir
(193).

Ayiraglar

1. SDS %8,1°lik

Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)

2. Asetik Asit %20’1ik (pH 3,5)

3. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) %0,8 lik

4. N-Butanol/Piridin Cozeltisi (14/1)(v/v)

5. Stok Standart 1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk = 0,99 g/ml)
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Standart Egri Cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanarak giinliilk standart hazirlanir. Daha sonra 10,20,40,60,80 ve 100 nmol/ml
konsantrasyonunda ¢alisma standartlar1 hazirlanir. Ayraglar tiiplere tablp 6’da belirtildigi

sekilde ilave edilirler (Tablo:6).

Tablo 6: MDA standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Tip No. 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart(ml) - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
SDS (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit (ml) 15 15 15 15 15 1,5 1,5
TBA(mI) 15 15 15 15 15 1,5 1,5
Saf su (ml) 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.

Saf su(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
N-Butanol/Piridin 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 50 50

Vorteksle karistirilir. 4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiipler n-Butanol/Piridin ilavesinden sonra iyice karigtirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santriflij edilir, istteki organik kisim (iist faz) aliarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil:19).
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y =0,0022x
R2=0,9

Optik Dansite (532nm)

-

- J
Konsantrasyon(nmol/mL)

Sekil 19 : MDA standart egrisi grafigi

Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in ornek calismasi yapilirken de yukaridaki tabloda
verildigi gibi tiipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini yapilir.

Ayrintili bilgi tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanis

Ornek Standart Kor
Homojenat(Ornek) 0,1 mi - -
Standart - 0,1 ml -
%8.1 SDS 0,2 mi 0,2 mi 0,2 ml
%20 Asetik Asit 1,5 mi 1,5 mi 1,5 mi
%0.8 TBA (sulu) 1,5 ml 1,5 ml 1,5ml
Saf su (ml) 0,7 ml 0,7 ml 0,8 ml
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C*’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su (ml) 1ml 1ml 1ml
n-Butanol/Piridin 5ml 5ml 5ml

(v:v 15/1 oraninda)

Tiipler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, stteki organik kisim(iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir.
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Hesaplanmasi
nmol/ml olarak 6l¢iilen MDA diizeyi nmol/mg protein olarak verilmistir.
MDA Diizeyi (nmol/mg protein) = MDA degeri (nmol/ml)

protein (mg/ml)

3.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siliperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum Kklorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasiin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonucta
olusan kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge goére azalir, bu aradaki farkin

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi 6lgiiliir(194).

Ayiraclar

1. CAPS Tamponu ((3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH:10,2)

50,00 mM CAPS 1,10659r
0,94 mM EDTA 0,035gr
Doymus NaOH 11,1 pl

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir

2. Substrat Karisimi
0,05 mM Ksantin 0,00152gr
INT 0,00253gr
Bu karisim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanuir.

3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3,04ul

Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.

4.0.01 MFosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
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Na,PO4
NaH2P04

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.

54,91mg
3,58mg

1. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standardidir.

Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen,steril) olarak hazirlanmis

SOD standardi 10 ml distile su ile sulandirilir.Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger

SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo8’daki gibi hazirlanir.2-8°C’de saklandiginda 2 hafta

stireyle dayaniklidir.

Tablo 8: SOD standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Soliisyonun | M Fosfat SOD derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U/ml)
S5 6 ml S6 5ml 2,8
S4 5ml S5 5ml 1,4
S3 5ml S4 5ml 0,7
S2 3ml S3 5ml 0,23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; siiperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, bobrek doku hiicrelerinden

hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0,01 M

fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre 6rnek) oraninda sulandirilir ve

aktivite tayini yapilir.

Tablo 9: SOD standart egri ¢izimi igin kuvars kiivetlerin hazirlanisi

Kor (pL) Standart(nL)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125
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Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karigtirilir. 30
saniye sonra caligma koriiniin ve standardin 37 °C’de,
505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangic
absorbanslart (Aj;) okunur. Ayni anda kronometre

calistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (Aj)

tekrar okunur (Resim 7).

Resim 7: Spektrofotometrede Olgiim

Hesaplama

Calisma korii SOD icermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar icin % inhibisyon degeri bunlara ait
caligma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

A A galigma korii
Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logoritmik
doniistim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart
egri elde edilir (Sekil:20).

03]
[en)

73,07
60 7 63,46
50
46,16
40 -
30,76
30

%inhibisyon

20

13,47

10

-0,5 -0,25

Sekil 20: SOD standart egrisi

D

0,25

log U/mL

0,5

0,75



Ornek Cahsmasi

Tablo 10: Dokuda SOD aktivite tayini igin kuvars tiiplerin hazirlanis

Kor (nL) Standart(uL)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Dokudaki SOD aktivite tayini i¢in kuvars tiipler tablo 10° daki gibi hazirlanir. Tiipler
tekrar karigtirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya kars1 baslangi¢
absorbans(A;) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A,) tekrar okunur.

Hesaplama
AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

A A galisma korii
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egri kullanilarak bulunur. U/ml biriminden 6lgiilen SOD aktivitesi U/mg protein birimi olarak
verilmistir.

SOD spesifik aktivitesi(U/mg protein) = SOD aktivitesi (U/ml)

Protein (mg/ml)
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3.7.3. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz, H,O;’ nin yikimim katalize eder. HyO,” nin CAT tarafindan yikim hizi,

H,0,’nin 230 nm’de 15181 absorbe ectmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak
olgtlebilir (195).

Ayiraclar
1. 1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu,pH 8,0
Tris-Baz 5,358¢gr
Tris-HCI 8,787gr
Na,EDTA 0,1461gr

Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K2HPO,4 6,723gr
KH,;PO4 8,344qgr

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.
3. 10 mM H,0,
%30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9,990 ul saf suyla tamamlanir.
4. Etanol (%95°1ik)

Yontem

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku siipernatani 1:50 oraninda saf su ile sulandirilir ve 1
ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karistirilir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin agzi
kapali bekletilir. Deneye baslamadan once, giinlilkk olarak hazirlanan 10 mM H20;
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun i¢in
fosfat tamponu 1:10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken 1ml’lik kiivete
900 pl saf su 100 pl fosfat tamponu koyulur karistirilir ve bu karistmin 900 pl” 230 nm’de
fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete hazirladigimiz 10
mM-<lik peroksitten (H202) 100 ul koyulur ve tekrar okuma yapilir absorbans degeri OD;
olarak kaydedilir. OD,-OD;= 0,071 olmalidir. Bu deger bulunduktan sonra hazirlanan
peroksidin konsatrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve kuvars kiivetler tablo 11° de gosterildigi

sekilde hazirlanarak deneye gibi baglanir.
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Tablo 11: Dokuda CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanigi

Kor Numune
(ul) (ul)
1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu,pH 8.0 50 50
10 mM H202 - 900
Saf su 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Ornek (sulandiriimis) 20 20

Resim 8: Spektrofotometreye numune yerlestirme

Hesaplama
CAT Aktivitesi (U/ml) = AOD x V1 (1.0 ml)

0,071 x Vy (0,02 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi
VH: Ornek hacmi
VT: Toplam hacim

0,071: 10mM H20, yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden 6lgiilen CAT aktivitesi drnekte saptanan protein degerine boliinerek

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT Degeri (U/ml)
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Protein (mg/ml)

Tiipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra
daha once 1:50 oraninda diliie ettigimiz 6rnekten 20 pl
alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika

kinetik okuma yapilir. Her numune teker teker ¢aligilarak

kaydedilir (Resim 8).




3.7.4. NO (nitrit+nitrat) 6lciim yontemi

Cartos ve Wakid yontemi (196) kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
Gerekli Ayraglar
1-Kadmiyum graniilleri: 0,1 mol/L H,SO, iginde saklandig1 siirece 9 ay stabildir.

2-Glisin-NaOH buffer: 7,5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ziildii. 2 mol/L NaOH ¢ozeltisi
ile pH’s19,7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3-Siilfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol/L sicak HCI i¢inde ¢6ziiliir ve daha sonra sogumaya

birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.

4-N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su iginde ¢oziildii. 2 ay
0-8 °C’de stabildir.

5-Cinko sulfat (ZnSO,): 75 mmol/L; 10,8 mg alinip 500 ml’ye tamamlandi.
6-Bakar sulfat (CuSO,): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.
7-Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1,1 g alinip 500 ml’ye tamamlandi.

8-Standartlar: NaNO; standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde hazirlandi
(69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B40,10 H,0) 100 ml iginde ¢6ziildii).

9-KNOj; standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra borat

icinde ¢ozildi.
Deneysel islemler

Deproteinizasyon:Test tiipiine 0,5 ml distile su, 2 ml ZnSQO,4, 2,5 mL NaOH ilave
edilip 10 dk. Oda 1s1sinda beklettikten sonra 4000 g’ de 20 dk. santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk. i¢inde
CuSO; icinde calkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin-NaOH ile yikanip 10 dk. i¢inde

kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNO3’ {in 10 milimolarlik ¢dzeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100;
200 milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler

standartlara da uygulandi.

Iml glisin-NaOH buffer tiim tiiplere konuldu. 1’er ml deproteinize numunelerden ve

standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan tiim
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tiiplerin tizerine konuldu. 90 dk. oda 1sisinda karigtirarak beklendi. Siire sonunda nitrit 6l¢timii
icin bu tiiplerden 2’ser ml alinarak iizerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edildi.

Karistirilir ve 45 dk. beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit 6l¢iimii:NaNO, standartlarini 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik
seri diliisyonlar hazirland1 ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan

direkt olarak 2’ser ml alinarak ayn tiiplere konuldu. Uzerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml

NNDA eklendi. 45 dk. sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Nitrat aktivitesinin hesaplanmasi: Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri
cikarildiktan sonra sulandirma faktorii olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde

edilen faktor ile ¢arptiktan sonra ¢ikan sonu¢ milimol/litre olarak hesaplanmis olur.

3.7.5.Nitrotirozin (3-NT) Duzeyi

Rat  bobrek dokusunda  3-NTx
diizeyleri ELISA cihazinda ticari kit (Rat-3-
Nitrotyrosine (NT) Elisa Kit, Cusabio)
yardimiyla 450 nm’de oOlciildii (Resim:9).
(Kit referans araliklar1 0,156 ng/ml-10ng/ml,

sensitivitesi: 0,038 ng/ml)

Resim 9: Elisa ile Ol¢iim

3.8. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme igin, dokular %10’ Iuk tamponlu nétral formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Orneklerin tiimii doku takip cihazinda rutin takibe almarak
parafin bloklar hazirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom ile her doku 6rnegi i¢in 5 pum’lik
seri kesitler hazirlanarak Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Calisma, ayni
patolog tarafindan hangi doku Orneginin hangi gruba dahil oldugunu bilmeden ve doku
ornekleri icinden rastgele se¢im yapilarak gerceklestirildi. Hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.Gruplar; konjesyon, nekroz, kanama

alanlari, firgamsi kenar kayiplarina gore degerlendirildi.

66



3.9. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0
kullanildi.Sonuglarimiz ortalama 4 standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde isegruplar arasindaki farklarin incelenmesi i¢in Non
Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesinde de Mann-
Whitney U testi kullanildi. Her iki test icinde p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Siganlarda olusturulan renal I/R modeli her grupta 8 adet sican olmak iizere 3 grup ve
toplamda 24 adet si¢an iizerinde ¢alisildi. Deney siiresince guruplarda her hangi bir kayip
yasanmadi. Tim gruplardaki si¢anlara ait bobrek dokusunda oksidatif/nitrozatif stres

biyobelirteglerinin diizeyleri Tablo 12-16 ve Sekil 22-26’da verilmistir.

4.1. BOBREK DOKUSUNDAKI MDA DUZEYLERI

Tablo 12: Gruplar arast MDA bulgulari

MDA (nmol/mg protein)

n Ort+SD min-max
GRUP 1 (KONTROL) 8 22,43£7,54 14,89-29,97
GRUP 2 (SHAM) 8 9,67+2,80 6,87-12,47
GRUP 3 (KINA) 8 8,86+1,95 6,91-10,81

Gruplar arasindaki MDA diizeyleri kiyaslandiginda

Kontrol grubu ile sham ve kina gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptandi

(p: 0,001), (p<0,05).

Sham ile kina grubu arasinda MDA agisindan farkliliklar gozlenmedi (p:0,173).(p>0,05).

MDA

= MDA

MDA

Kontrol

Kina

Sekil 21: Gruplar aras1 MDA diizeyleri
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4.2. BOBREK DOKUSUNDAKIi SOD DUZEYLERI

Tablo 13: Gruplar arast SOD bulgulart

SOD (U/mg protein)

n Ort £ SD min-max
GRUP 1 (KONTROL) 8 74,33+15,28 59,05-89,61
GRUP 2 (SHAM) 8 179,42+47,13 132,29-226,55

GRUP 3 (KINA) 8 208,50+67,28 141,22-275,78

Gruplar arasindaki SOD diizeyleri kiyaslandiginda;

Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplar1 arasinda anlaml farkliliklar saptandi
(p: 0,018), (p<0,05)

Sham ile tedavi grubu arasinda SOD agisindan farkliliklar gézlenmedi (p:0,882), (p>0,05)

SOD

250
200
150
100

mSOD
50

Kontrol

Kina

Sekil 22: Gruplar aras1 SOD diizeyleri
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4.4. BOBREK DOKUSUNDAKI CAT DUZEYLERI

Tablo 14: Gruplar aras1 CAT bulgulari

CAT (U/mg protein)

n Ort+SD min-max
GRUP 1 (KONTROL) 8 296,37+117,02 179,35-413,39
GRUP 2 (SHAM) 8 498,71+132,69 366,02-631,4
GRUP 3 (KINA) 8 524,33+158,25 366,08-682,58

Gruplar arasindaki CAT diizeyleri kiyaslandiginda;

Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,024).
(p<0,05)

Sham ile tedavi grubu arasinda CAT agisindan farkliliklar gézlenmedi (p:0,741), (p>0,05)

CAT

600
400

200 m CAT

CAT

Kontrol

Kina

Sekil 23:Gruplar aras1t CAT diizeyleri
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4.4. BOBREK DOKUSUNDAKI NITROTROZIN DUZEYi

Tablo 15: Gruplar arast 3-NT bulgulari

3-NT(pg/mg protein)

n Ort+ SD Min-max
GRUP 1 (KONTROL) 8 5,76+1,25 4,51-7.01
GRUP 2 (SHAM) 8 3,31+0,76 2,55-4,07
GRUP 3 (KINA) 8 2,97+0,17 2,8-3,14

Gruplar arasindaki 3-NT diizeyleri kiyaslandiginda;

Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplart arasinda anlamli farkliliklar saptandi (p: 0,001),
(p<0,05).

Sham ile tedavi grubu arasinda 3-NT agisindan farkliliklar gézlenmedi (p:0,538), (p>0,05).

3-NT

W 3-NT

Kontrol

Kina

Sekil 24:Gruplar arast 3-NT diizeyleri
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4.5. BOBREK DOKUSUNDAKI NiTRiK OKSIT DUZEYI

Tablo 16: Gruplar arasi NO bulgulari

NO(umol/mg protein)
n Ort+SD Min-max
GRUP 1 (KONTROL) 8 16,04+6,45 9,59-22,49
GRUP 2 (SHAM) 8 10,31£3,73 6,58-14,04
GRUP 3 (KINA) 8 9,85+2,59 7,26-12,44

Gruplar arasindaki NO diizeyleri kiyaslandiginda;

Kontrol grubu ile sham ve tedavi gruplari arasinda anlaml farkliliklar saptandi (p:0,009).
(p<0,05)

Sham ile tedavi grubu arasinda NO agisindan farkliliklar gézlenmedi (p:0,164), (p>0,05)

NO

20
15

10
NO

w

Kontrol NO

Sham
Kina

Sekil 25:Gruplar aras1 NO diizeyleri
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4.6. BOBREK DOKUSUNDAKI HISTOPATOLOJIiK DEGERLENDIRME

Birinci grup yani sham grubunda normal goriiniimde yani konjesyon olan bobrek
dokusunda, sadece I/R uygulanan kontrol grubunda agir nekroz,cok fazla kanama alanlar1 ve
firgams1 kenar kayiplar1 vardi, kina uygulanan grupta normale yakin goriintii yani konjesyon

hali mevcuttu.En ¢ok hasar gerilemesi kina grubunda, kenar kayiplarinda gerileme ¢ok az.

Resim 10-14’ de verilmistir.

(A) (B)

Resim 10: Iskemi Reperfiizyon Grubuna Ait Bobrek Korteksinde;

(A), (B) konjesyon ve tiibiil epitelinde vakuolizasyon goriintiileri
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(©) (D)

Resim 11: Iskemi Reperfiizyon Grubuna Ait Bobrek Korteksinde;

(C), (D)tubiilerepitelinde incelme, nekroz ve firgamsi kenar kaybi

(E) (F)

Resim 12: Iskemi Reperfiizyon Grubuna Ait Bobrek Korteksinde;

(E), (F) triodizasyon goriintiileri
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Resim 13:Sham grubuna ait bobregin korteksinde tubiiler epitelde diizlesme

Resim 14: Tedavi grubuna ait bobregin korteksinde normal yapida bir goriintim



S.TARTISMA

Iskemi, bir organa gelen kan akimmin ¢esitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya

durmasidir. Reperfiizyon ise iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan
akiminin yeniden saglanmasidir (39).
Iskemi hiicre icinde kalsiyum iyonlarmin artmasina, yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin
azalmasina ve hiicre fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu hiicrenin pargalanmasina kadar giden
bir siirectir (197,66). Iskemi siirecinde meydana gelen hasarlar, reperfiizyonla birlikte daha da
agirlasmaktadir (66).

Iskemide oksijen ihtiyacinin artmastyla birlikte hiicre icinde laktik asit, hipoksantin ve
lipit peroksidaz gibi metabolitlerin biriktigi gosterilmistir (66). Reperfliizyon sonrasi kanin
oksijensiz kalmis dokuya girmesiyle adenozin, NO ve SOR’ un salinmasina neden olmaktadir
(198).

Renal iskemi; Bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, sepsis, ¢esitli iirolojik
girisimler gibi klinik durumlarda goriiliir. iskemiden sonra gelisen akut bdbrek yetmezligi,
glomertiler filtrasyon hizinda azalma, tiibiiler nekroz ve bobrek damarlarinda direng artis
meydana gelebilmektedir (199).

Renal IR hasari, hiicre i¢i haberlesme sisteminin, ¢esitli aract maddelerin ve hiicrelerde
meydana gelen zincirleme reaksiyonlar sonucu meydana gelen, hipoksi kaynakli akut bobrek
yetmezliginin temel sebebini olusturan karmasik bir durumdur (9).

Daha once gergeklestirilen calismalarda farkli dokulara iskemi/reperfiizyon ig¢in
degisik zaman araliklart uygulanmistir. Nitekim daha once yapilan bir ¢alismada bu siire
bobrek igin 15-20 dakika olarak yapilmistir (200).

Gergeklestirdigimiz ¢alismada siganlarda uygulanan 30 dakika siireli iskemi ve
takiben 30 dakika reperfiizyona bagli olarak bobrek dokusunda lipid peroksidasyonun
gostergelerinden birisi olanMDA, ve protein oksidasyonunun gdstergeleri olan NO ve 3-NT
degerleri onemli sekilde artis gostermistir. Bu bulgu calismada oncelikli olarak hedeflenen
iskemi-reperfiizyon hasarinin gergeklestigini gostermektedir.

Zou ve arkadaglarinin (2013) ¢alismalarinda serbest oksijen tiirlerinin renal iskemide
ac1ga ¢ikarak lipitlere zarar verdigi dne siiriilmiistiir. Cesitli calismalar SOR” un I/R hasarinda
lipit peroksidasyonunu baslatarak hasar olusumunda 6nemli rolii oldugunu ortaya koymustur
(22). Ayrica SOR canli yapidaki biyomolekiillerle reaksiyona girerek dokudaki hasari artirir
(199). Renal iskemi uygulanan diyabetik sicanlarda bobrek dokusunda lipit peroksidasyon son
tiriinlerinden MDA miktarinda bir artis oldugu tespit edilmistir (90).1980’li yillardan beri
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oksidatif doku hasarinin gostergesi olarak, serum ve doku MDA degerlerine bakilmakta
oldugunu belirten Singh ve Chopra ratlarda yaptiklar1 renal I/R’de renal oksidatif doku
hasarinin gostergesi olarak doku MDA diizeylerine bakmiglardir. Bu ¢alismada da doku
hasarmin gostergesi olarak renal doku MDA degerlerine bakilmis ve I/R grubunda MDA
degerlerinin diger gruplara oranla belirgin olarak arttigi gosterilmistir(22). Bizim
calismamizda da lipid peroksidasyonun gostergelerinden birisi olan MDA degerleri bobrek
dokusunda incelendi. Bu parametrenin 6zellikle iskemi-reperfiizyon yapilan grupta 6nemli
sekilde artig gdstermis olmasi daha onceki ¢alismalarda elde edilen artmis MDA degerleri ile
paralellik gostermektedir.

Nitrik Oksit Nitrik Oksit Sentaz olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile
olusur.NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan korur.
Bununla birlikte siiperoksit anyon radikallerinin diizeylerinin arttigi durumlarda, siiperoksitle
reaksiyona girer ve bir prooksidan olan peroksinitriti olusturur (201).

Peroksinitrit (ONOO-), nitrik oksidin (NO), Oy ile canlhidaki reaksiyonu sonucunda
meydana gelen sitosidal bir tiirevdir. Nitrotirozinin olusturdugu protein hasari organizmada
oksidatif strese neden olmaktadir. Proteinlerde yapisal degisiklige neden olan baslica
molekiiler sistemler: protein karbonil olusumu ile ayirici 6zelligi ortaya koyulan metal
katalizli protein oksidasyonu, 3-Nitrotirozin (3-NT), protein tiyol gruplarinin kaybi, ditirozin
olusumudur. 3-NT’nin ONOO-’dan olustugunu kabul edersek 3NT’nin dokularda veya
serumda tespiti protein oksidasyonunun en Onemli gostergelerinden biri olarak karsimiza
¢ikmaktadir (202). Yaptigimiz renal I/R hasarinda 3-NT’nin arttig1 gézlenmistir. Ancak, kina
takviyesi asir1 liretilen NO diizeyi diisiirerek 3-NT olusumunun azaltildig1 kanisindayiz.

Iskemi reperfiizyon hasar1 konusunda yapilan yogun calismalara karsin, iskemi
repefiizyon siirecinde NO’in ne yonde etkilendigi pek agik degildi. Renal I/R hasarinda rol
alan etkenlerden birinin artan NO’in O, radikali ile birlesmesi sonucu olusan ONOO’
olabilecegi diisiiniilebilir. Kina antioksidan ve antiiflammatuvar ozellikleriyle NO’in ve Oy
’in agir1 liretimini dolayisi ile ONOO™ olusumunu azaltarak renal I/R kaynakli bobrek hasarini
onleyebilecegi kanisinday1z.

SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin viicutta bir¢ok
savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bunlar ‘‘Antioksidan savunma sistemleri’” olarak
bilinirler.Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya SOR
toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler (102).

Giiniimiizde yapilan bir¢ok calisma, kalp, karaciger, beyin, barsak ve bobreklerde I/R

hasarmin bazi antioksidanlar ile belli 6l¢iilerde 6nlenebildigini gostermektedir (22).
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Bir¢ok organizmada antioksidan sistem temel olarak SOD, GPx, CAT enzim
sistemlerini igerir. SOD siiperoksit radikalini H,O,’ ye katalizler. H,O, ise CAT ve GPx
tarafindan molekiiler oksijen ve suya indirgenir. GPx, glutatyon rediiktaz aracilig ile olusan
glutatyonu okside forma doniistiiriir. Bundan dolayr bu enzimlerinkonsantrasyonlarinin
ol¢timii bize iskemi sonrasinda olusan serbest oksijen radikali hakkinda bilgi verir (22,120).

Enzimatik antioksidanlar kadar olmasa da bitkisel kaynakli antioksidanlarinda
oksidatif sehasara kars1 koruyucu etkili oldugu bilinmektedir (22).

Kinada hidroksi neftokinon denilen renkli madde bulunur. Ayrica Kina (Lawsania
inermis L)yag, luteolin, quinoids, xanthone ve coumarin, ¢esitli glikozitler, alkaloidler vs.
sayilabilir (17).Yapraklarimin antifungal, antihiperglisemik, hepatoprotektif, antioksidan,
antibakteriyel, analjezik ve antipiretik aktiviteleri yapilan calismalar ile ortaya konmustur
Yapilan ¢aligmalar lawsone bilesiginin, HbSS anemi hiicrelerini inhibe ettigini, kan oksijen
affinitesini arttirdigini, tripsin enzimi inhibitor etkisi yarattigini, antikoagulant ve antioksidan
etkilere sahip oldugunu, bakteriostatik ve bakterisidal aktivitesinin bulundugu gostermistir
(186).

Calismamizda antioksidan sistemin gostergesi olarak SOD-CAT diizeyleri calisilan
bobrek dokusunda belirlenmistir. Bu antioksidan enzimlerin miktar1 kina takviyesi yapilan
grupta en yiiksek olarak belirlenirken iskemi reperfiizyon grubundaki dokudaSOD-CAT
aktivite miktarlarinda azalma gostermistir.Bunlar da artmis serbest radikal iiretimininbir
isareti olarak kabul edilebilir. Artmis serbest radikaldiizeyleri SOD-CAT enzimlerinin
inhibisyonunda neden  olabilir.  Siiperoksit anyonunun sitokinlerin  olusturdugu
hiicrehasarindaki rolii tam olarak anlasilamamasina ragmen,sitokinlerin siiperoksit anyonu ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz iretimini arttirdiklaribilinir.Eger TNF-o gibi sitokinler
stirekliyliksek konsantrasyonda kalirsa, kisa yarilanma omriiolan SOR stirekli iiretilir ve
bobrek hiicre hasarmindevam etmesine destek saglar. Bu agidan antioksidanlarSOR’
unmeydana getirdigi hasara kars1 etkili olabilir. Butiir ¢calismalar ilerde sitokin inhibitorleri
veya sliperoksitanyon iiretiminin inhibitérleri ve nitrik oksit inhibitorlerinin, bdbrek
hastaliklarda ilerlemeyi durdurucuajanlar olarak kullanilmalarina onciiliik edebilir.

[ikdefa yapilan bu galismada, renal iskemi reperfiizyon hasarina karst kinanin (lawsonia
inermis) oksidatif/nitrozatif stres tizerine etkileri incelendi.Literatiir taramalarinda, kinanin
bobrekte I/R hasarini onlemedeki etkilerinin ne oldugunun ortaya konuldugu herhangi bir
caligmaya rastlanilmadi. Kinanin tarih boyunca birgok hastaligin tedavisinde kullanilmig
olmasi ve daha dnce bu konuda ¢alismanin mevcut olmamasindan dolay1 ¢alismada bu bitki

segildi.
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Calismamizda ilgili dokudaki oksidatif/nitrozatif hasar ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin  belirlenmesine  ilave olarak histopatolojik yonden de doku
degerlendirilmistir. Bobrek dokusu incelendiginde 6zellikle iskemi/reperfiizyona bagli olarak
korteks tubiiler yapilarinda diizlesme ve tubiiler incelme, nekroz belirgin sekilde ortaya
cikarken, iskemi-reperfiizyondan 1 giin Oncesive sonrasinda 5 giin boyunca uygulanan
kinameydana gelen bu patolojik degisimleri belirgin sekilde Onlemistir. Daha Once
gerceklestirilen benzer calismalarda bobrekte I/R hasarma bagh olarak farkli diizeylerde
histopatolojik degisiklikler olustugu belirlenmistir (203, 204, 205). Oksiiz ve ark (206)
tarafindan gergeklestirilen bir calismada siganlarda laporaskopiyle olusan renal hasarin cerrahi
uygulama oOncesi tek doz 50 mg/kg dozda ¢inko takviyesiyle onlendigi ortaya konulmustur.
Yapilan baska bir ¢aligmada ise iskemi sonucu azalan ¢inkonun daha fazla hasara yol agtig1
rapor edilmistir (207).Cinkonun diabette bobrek hasari tizerine olan etkisinin arastirildigi bir
caligmada ise bu elementin eksikliginin bobrekte olusan hasar1 daha ileri diizeye ulastirirken 3
ay sireli takviyesinin ise ilgili dokuda olusan hasar belirgin sekilde 6nledigi rapor edilmistir
(208). Tuzcu ve ark (2010) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise ¢inko pikolinat
uygulamasinin siganlarda cisplatin ile olusan bobrek hasarina karst koruyucu etkisi
belirlenmistir (209). Bizim arastirmamizda ise, sicanlarda deneysel iskemi(30 dakika),
reperfiizyon (30 dakika) hasarinda bobrek dokusunda onemli histopatolojik degisimler
belirlenirken tedavi amaciyla iskemi/reperfiizyondan bir giin once ve sonrasinda bes giin
boyunca 50 mg/kg/giin olarak kina uygulamasi bobreklerde iskemi/reperfiizyona bagli olarak
meydana gelen %70 oranindaki tubiiler diizlesme ve tubiiler inceleme ile %40 civarindaki
vakuolizasyon ve triodizasyonu %10 seviyelerine kadar disiiriirken, olusan yangiy1 da
onlemistir. Bu bulgular yaptigimiz kina tedavisinin bobreklerde olusan histopatolojik
degisimleri diizeltici etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, uyguladigimiz deney prosediiriinde Kina’nin lipit peroksidasyonunun
bir indikatorii olan MDA diizeyini azaltmasi, SOD, CAT enzim diizeylerini arttirmasi ve
iskemi/reperfiizyon doneminde artan NO ve 3-NT diizeyini azaltmasi bu modelde Kina’nin
yararl etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir.Ayrica ¢alismamizda renal dokuda iskemi
reperfiizyon hasarinda dokudaki biyokimyasal degisikliklere ilaveten ilgili doku
histopatolojik yonden de degerlendirilmistir. Renal doku 151k mikroskopunda histopatolojik
olarak incelendigindeiskemi reperflizyon yapilan kontrol grubundaki renal dokularda
konjesyon, tiibiil epitelinde vakuolizasyon ve incelme, nekroz, fircamsi kenar kaybi ve
triadizasyon goriintiileri ile karsilagilirken sham grubundaki renal dokularda tiibiiler

diizlesme goriilmektedir. Kina uyguladigimiz grupta ise renal kortekste normal yapida bir
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goriiniimle karsilasilmistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular; bdbrek I/R hasarinda
oksidatif ve nitrozatif stresin onemli rol oynadigr ve buna karst kKina uygulamasmin bu
hasara kars1 yararli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan arastirmalar sonucunda renal/iskemi tedavi asamasinda bir degisiklik

olabilecegi ve bundan sonraki ¢calismalara kaynak teskil edilecegi diisiiniildii.
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6. SONUC VE ONERILER

1-MDA, NO ve Nitrotirozin agisindan kontrol,sham ve kina gruplari arasinda anlamli
farkliliklar saptand1 (p<0,05). Sadece iskemi-reperfiizyon uygulan grupta MDA, NO ve 3-NT
diizeyleri oldukga yiiksekti (p<0,05).

2-Antioksidan kapasite (CAT ve SOD) iskemi-reperfiizyon grubunda azalirken
(p<0,05) kina grubunda normale yaklastig1 gozlendi (p<0,05).

3-Calismamizda histopatolojik olarak iskemi/reperfiizyongrubunda bobrek korteksinin
tubiilerepitelinde incelme, nekroz ve fircamsi kenar kaybi bulgularinin kina uygulamasi ile
azaldig1 goriildii.Histopatolojik bulgular biyokimyasal sonuglari desteklemektedir.

Sonu¢ olarak calismamizda elde ettigimiz bulgular, bobrek iskemi/reperfiizyon
hasarinda oksidatif/nitrozatif stresin dnemli rol oynadig1 ve buna kars1 kina uygulamasinin bu

hasara kars1 yararli olabilecegini diislindiirmektedir.
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10.EKLER

Sayfa No

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul

N = g (0] 11110 TR 100

KAHRAMANMARAS SUTCU iIMAM UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARAR FORMU

Ratlarda Renal Iskemi Reperflizyon Hasari Uzerine Kina Ekstresinin
BASVURU Arastirmanin Baghg (Lawsonia Inermis 1. (Henna)) Koruyucu Etkilerinin Arastiriimasi
BILGILERI Bagvuru Tarihi 29.09.2016
Protokol No 30
DEGERLENDIRILEN Belge Adi Dili
ILGILI Bagvuru Formu Tiirkge
BELGELER
Oturum No: 2016/09 Karar No: 01 Tarih: 04.10.2016
KARAR Prof. Dr. Ergill BELGE KURUTAS’In sorumlulugunda yapilmasi planlanan ve yukarida
BILGILERI bagvuru bilgileri verilen aragtirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag,
yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gergeklesmesinde etik sakinca bulunmadigima
toplantiya katilan tiyelerin oy birligi ile karar verilmistir.
K.S.U. TIP FAKULTESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
BEASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI Yrd.Dog¢.Dr.Akif Hakan KURT
Aragtirma ile Kitilim .
Unvan/Adi/Soyadi Uzmanhik Dah Kurumu iligki (*‘*) Imza
(* Py
Yrd, Dog. Dr, Akif Hakan KURT Tibbi Farmakoloji KSU Tip Fakultesi /i
Baskan EO HEK EX H[O (%
‘
Prof. Dr. Ali CETINKAYA T¢ Hastaliklart KSU Tip Fakoltesi = e
Uye EO | HR | EO H KATILMADI
Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN Tibbi Biyokimya KSU Tip Fakoltesi
e E0 MR | ER | wO M \U{ ki
= :
Dog. Dr. Mchmet BOSNAK Fizyoloji KSU Tip Fakaltesi NG
Uye EQ |HR | EO H \ IK\TILMADI
Dog. Dr. Mehmet SAHIN Tibbi Biyokimya KSU Tip Fakiltesi
Uye EOQ | HR | EX HO
Dog. Dr. Israfil ORHAN KBB KSU Tip Fakoltesi . J
Pl e0 |vm| em | wo |2 3
£
Dog. Dr. Mchmet ACIPAYAM Kalp Damar Cerrahi KSU Tip Fakultesi
Uye E HEX EX H[O
Dog. Dr. Biilent ALTUNOLUK Uroloji KSU Tip Fakiiltesi
Oye «EO HX E HEX /(ATILMADI
Dog. Dr. Atilla YOLDAS Anatomi KSU Tip Fakaltesi
Uye EO |HR | ER HO
b/ . s,
Yrd. Dog. Dr. Idiris ALTUN Beyin ve Sinir Cerrahisi KSU Tip Fakultesi / 4
Uye E] HKX EX H[O
Yrd. Dog. Dr. Mehmet DEMIR Anatomi KSU Tip Fakultesi
Uye EO |HR | EO H [ KATILMADI
Yrd. Dog. Dr. Adem DOGANER Biyoistatistik KSU Tip Fakultesi f
ye E HKX E HO
p f
Mehmet Emin DARENDELI Avukat Serbest z
Uye ED |HR | ER HO 5] \W
Mustafa CANSARAN Mahendis Tanm [l Madarloga 4
Uye ¥l eo | iR | Em | m
SERH
(VARSA)

*Aragtirma ile [ligki
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