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RATLARDA RENAL ĠSKEMĠ REPERFÜZYON HASARI ÜZERĠNE KINA 

EKSTRESĠNĠN  (LAWSONİA İNERMİS L.) KORUYUCU ETKĠLERĠNĠN 

ARAġTIRILMASI 

(Yüksek Lisans Tezi) 

ġeyma NERGĠZ 

ÖZET 

GiriĢ ve Amaç: Farklı antioksidan özelliklere sahip bitkiler insanda serbest radikal 

hasarına karĢı önleyici ve tedavi edici yaklaĢımlar açısından yüksek potansiyele sahiptirler. 

LawsoniainermisL. (Lythraceae), yaygın olarak kına olarak bilinen, dünyanın birçok yerinde 

kullanılan popüler bir cilt ve saç boyama maddesidir. Buna ek olarak, geleneksel olarak bir 

tıbbi bitki olarak çeĢitli etnik gruplar tarafından kullanılır. Serbest radikaller, böbrek 

iskemi/reperfüzyon hasarı gibi birçok hastalığın patofizyolojisinde önemli rol oynarlar. 

Böbrek iskemi/reperfüzyonunda oluĢan oksidatif stres direkt olarak glomerular ve 

tubülerepitelyumu etkiler.  

Gereç ve Yöntem: Ġlk defa yapılan bu çalıĢmada, Kına‟nın renal iskemi/reperfüzyon 

hasarına olan biyokimyasal ve histopatolojik etkileri 24 ergin 250-350 gr olan erkek rat 

üzerinde gerçekleĢtirildi. Ratlarrandomize olarak üç gruba ayrıldı; kontrol (n=8), sham (n=8) 

ve tedavi (kına) grubu (n=8). Enjeksiyonu hazırlamak için 50 mg/kg liyofilize kına yaprak 

ekstratı fındık yağı ve % 0,9‟luk steril serum fizyolojik ile 4:1 oranındaçözüldü. Sham ve 

tedavi gruplarındaki ratlara deneyden 1 gün önce baĢlanarak günde bir kez 0,5 ml serum 

fizyolojik (% 0,9 NaCI/kg/gün) ve 0,5 ml kına (50 mg/kg/gün) intraperitoneal yolla verilirken 

kontrol grubundakilere hiç bir Ģey uygulanmadı.Daha sonra tüm gruptaki ratlara giriĢim ve 

cerrahi iĢlemden sonra sol böbrek damarları klemp aracılığı ile kapatılarak, 30 dakikaiskemi 

ve 30 dakika reperfüzyon oluĢturuldu. Reperfüzyonu takiben sham ve tedavi 

grublarındakiratlara 0,5 ml serum fizyolojik ve kına intraperitoneal yolla 5 gün boyunca 

verildi. Deneyin sonunda tüm ratlarsakrifiye edildi ve böbrek dokuları alındı. Böbrek 

dokusunda oksidatif/nitrozatif stres biyobelirteçlerinin(katalaz, superoksitdismutaz, 

malondialdehit, nitrik oksit ve nitrotirozin) düzeyleri ile dokudaki histopatolojikdeğiĢiklikler 

belirlendi. 

Bulgular: Ġskemi/reperfüzyon grubunda süperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin 

azaldığı (p<0,05), malondialdehit, nitrik oksit ve nitrotirozin düzeylerinin arttığı (p<0,05), 

histopatolojik incelemede ise tubüler epitelinde incelme, nekroz ve fırçamsı kenar 

kaybıbulgularında artma izlenmiĢtir. Kına uygulanan grupta, böbrek dokusunda 
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malondialdehit,  nitrik oksit ve nitrotirozin düzeylerinde azalma (p<0,05), süperoksit dismutaz 

ve katalaz aktivitelerinde artıĢ (p<0,05) elde edilmiĢtir. Böbreklerin histopatolojik 

incelenmesinde iskemi/reperfüzyon hasarıyla oluĢan bulgularda azalma ve normal görünümler 

tespit edilmiĢtir. 

Sonuç: Bu çalıĢmanın sonuçları sıçanlarda böbrek dokusunda iskemi-reperfüzyona 

bağlı olarakoksidatif/nitrozatif hasarın arttığını, kına takviyesinin oksidatif/nitrozatif hasarı 

belirgin Ģekilde önlediğini göstermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Böbrek iskemi/reperfüzyonu, kına, oksidatif/nitrozatif stres,rat 

Sayfa Adedi: 101 

DanıĢman: Prof. Dr. Ergül BELGE KURUTAġ 
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INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF HENNA 

(LAWSONIA INERMIS L.) IN RENAL ISCHEMIA REPERFUSION INJURY 

(Master Thesis) 

ġeyma NERGĠZ 

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% 

NaCI/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 
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<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 

Page Number: 101 

Supervisor: Prof. Dr. Ergül BELGE KURUTAġ 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ  

ATP  : Adenozin Trifosfat 

Ca
  

: Kalsiyum 

CAT  :Katalaz 

EC  : Ekstrasellüler 

GSH  :Glutatyon 

GPx  : Glutatyon Peroksidaz 

H2O2  : Hidrojen Peroksid 

HOCL : Hipoklorit Asit 

Ġ/R  :Ġskemi Reperfüzyon 

MDA  :Malondialdehit  

Na  :Sodyum 

NADPH :Nikotinamid adenin dinükleotit 

NO  : Nitrik Oksit 

OD  : Optik Dansite 

OH˙  : Hidroksil Radikali 

ONOO
- 

:Peroksinitrit 

O2  :Oksijen 

O
-2  

: Süperoksit Anyon Radikali 

PMNL  :Polimorf Nüveli Lökositler 

SDS  : Sodyum Dodesil Sülfat 

SOD  : Süperoksit dismutaz  

SOR  :Serbest Oksijen Radikali 

TNF-α  :Tümör Nekrozis Faktör Alfa  

TBA  : Tiyobarbitürik asit 

3-NT  : Nitrotirozin 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Kına (Lawsania inermis L.)bitkisi bazı bölgelerde ağaç kadar büyük olabilmektedir. 

Lythaceae familiyasına ait olan bu bitkinin tıbbi ve kozmetik alanında kullanımı 4000 yıl 

öncesine kadar dayanmaktadır. Bitkinin kaynağı Afrika ve Asya‟nın sıcak bölgeleridir (1).  

Kına bitkisinin en çok kullanılan kısmı yapraklarıdır. Yapraklar bir yıl içerisinde bahar ve 

sonbaharda hasat yapılır. Sonbahar ürünü daha kalitelidir. Kına‟ nın yapraklarında bulunan en 

önemli maddeler: yağ, luteolin, quinoids, xanthone ve coumarin, çeĢitli glikozitler, alkaloidler 

vs. sayılabilinir. Bitkiye rengini veren hidroksi neftokinon adlı boyar maddedir. Kınabitkisinin 

antibakteriyel ve antifungal özelliği kanıtlanmıĢtır (1). 

ÇalıĢmamızda Ģifalı bitkiler arasında önemli bir yeri olan kınanın Renal 

Ġskemi/Reperfüzyon (Ġ/R)‟ unun neden olduğu oksidatif stres hasarına karĢı koruyucu etkisini 

araĢtırmayı amaçladık. 

Doku veya organıperfüze eden kan akımındaki yetersizliğe bağlı olarakiskemi geliĢir. 

Geriye dönüĢümlü veya dönüĢümsüz hücre/doku zedelenmesine neden olabilmektedir 

(2).Ġskemi durumunda kanakımının kesildiği bölgede lokal doku hasarı, bu alan dıĢındaki 

bölgelerde de uzak organ hasarı meydana gelebilmektedir (3,4). Ġskemiye neden olan etkenin 

ortadan kalkarak dokuya kan akımının yeniden sağlanması olayına reperfüzyon denir (5).Ġ/R 

sürecinde; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun değiĢir, adenozin trifosfat (ATP)‟ın azalır, 

hücre içi kalsiyum (Ca
+2

) artar ve hücre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin bozulmasına 

öncülük eden proteaz ve fosfatazların aktive olur. Buolaylar sonucu serbest oksijen radikalleri 

(SOR) oluĢarak, oksidatif strese neden olur (6,7).  

Renal iskemisi; böbrek transplantasyonu, renal arter ameliyatı, kısmi nefrektomi gibi 

çeĢitli ürolojik giriĢimler,kardiyopulmoner bypass,Ģok,travma, sepsis gibi klinik durumlarda 

görülür (8). 

Renal Ġ/R hasarı, çeĢitli aracı maddelerin, hücre içi haberleĢme sisteminin ve 

hücrelerde meydana gelen zincirleme reaksiyonlar sonucu meydana gelen, hipoksi kaynaklı 

akut böbrek yetmezliğinin temel sebebini oluĢturan karmaĢık bir durumdur(9).  

Böbreklerde (Ġ/R) hasarı sonucuenflamatuar hücre infiltrasyonu, parankimal hücre 

disfonksiyonunun geliĢtiği, mikrovasküler permeabilitede artıĢ, interstisyel ödem, 

vazoregülasyonda bozulmanın görüldüğü ve iskemi sırasında ya da sonrasında akut tubüler 

nekrozun geliĢtiği gösterilmiĢtir (10,11). Ġskemi sürecinde düĢük miktarda SOR meydana 

gelmektedir. Reperfüzyon döneminde ise dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardından çok 

daha büyük miktarda SOR oluĢmaktadır (12). Hücre ve doku kültürü ile yapılan 
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çalıĢmalarhayvan deneyleri vebiyokimyasl alanda yapılmıĢ bir çok çalıĢma, yeniden 

oksijenlenmenin zararlı etkileri sonucunda meydana gelen SOR miktarının aĢırı derecede artıĢ 

gösterdiğini, bu durum karĢısında da vücutta yer alan SOR tutucu antioksidan savunma 

mekanizmasının yetersiz kaldığını göstermektedir (13,15).SOR organizmada dokunun yapı 

elemanlarını bozarak zararlı etkilere yol açabilmekte. Bu durum; Oksidatif stres pulmoner 

ödem, miyokardiyal hasar, böbrek ve karaciğer yetmezliği gibi komplikasyonlar ve artmıĢ 

mortalite ile yakından iliĢkilidir (16). 

SOR gibi oksidatif stres artıĢına neden olabilen bir diğer biyolojik molekül nitrik oksit 

(NO)‟dir.NO düĢük konsantrasyonlarda önemli fizyolojik iĢlevlerde rol alırken yüksek 

konsantrasyonlarda hızla süperoksit radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrit oluĢumuna 

neden olur. Peroksinitrit sitotoksikbir moleküldür. Proteinlerin yapısındaki bazı amino 

asitlerin (özellikle tirozin) nitrolanması protein veya enzimin yapısal ve fonksiyonel 

özelliklerinin değiĢimine neden olabilmektedir (17). 

SOR potansiyel zararlarına karĢılık çok sayıda hücre koruyucu enzimler ile karĢı koyar 

ve bu moleküllerin dokulara verdikleri hasar antioksidanlar sayesinde önlenebilmektedir. Bu 

antioksidanlar süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), glutatyon 

peroksidaz (GPx) gibi endojen kaynaklı; Vitamin C, vitamin E,folik asit gibi eksojen kaynaklı 

olabilmektedir (18). 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ġskemi 

Dokunun oksijen ve diğer metabolitlere olan ihtiyacının dolaĢım tarafından 

sağlanamaması ve oluĢan atık ürünlerin yine dolaĢım tarafından uzaklaĢtırılamamasıiskemi  

olarak tanımlanmaktadır(19). 

Doku veya organlara giden kanın herhangi bir nedene(organ transplantasyonu, 

vasküler cerrahi iĢlemler) bağlı olarak belirgin Ģekilde azalması veya tamamen kesilmesi 

sonucunda perfüzyonunun bozulmasıyla iskemiye uğrayan dokunun belirli bir süre oksijenden 

yoksun kalması, hücrelerde enerji kaybının artmasına, toksik metabolitlerin birikmesine, 

hücre fonksiyon bozukluğuna ve hücre ölümüne neden olmaktadır(20,21). Bu durum doku 

hasarı veya nekrozu ile sonuçlanmaktadır.Ġskemiye eĢlik eden hücresel ve yapısal 

değiĢiklikler ilk olarak mitokondride baĢlar, daha sonra hücre çekirdeği, endoplazmik 

retikulum, lizozom ve hücre membranı etkilenir(22). Dokuların iskemiye dayanıklılığı 

birbirinden farklıdır. Ġskelet kasları iskemiyeuzun süre dayanabildiği halde nöronlarda 

dakikalar içinde geri dönüĢümsüz yıkımortaya çıkabilir. Ayrıca iskemiye maruz kalmayan 

bölgelerde de hasar oluĢabilmektedir. Kanakımının kesildiği bölgede lokal doku hasarı, bu 

alan dıĢındaki bölgelerde de uzak organ hasarı meydana gelebilmektedir(3,4). 

Ġskemi, inme ve kardiyak infarktüste olduğu gibi akut veya kladikasyoda olduğu gibi 

kronik olabilir(23,24).Bir organı perfüze eden kan akımındaki azalma geri dönüĢümlü veya 

dönüĢümsüz bir Ģekilde hücre zedelenmesine sebep olur(25). 

Ġskemili dokuda, hücresel fonksiyon bozukluğu ve hücre nekrozuna kadar ilerleyen 

birdizi kimyasal reaksiyon gerçekleĢir.Sağlıklı hücre fonksiyonları aerobik metabolizma ile 

sürdürülürken, iskemili hücrelerde ise anaerobik metabolizma görülür. Aerobik dokularda 

ATP, adenozin monofosfat, adenozin, inozin ve hipoksantine parçalanır. OluĢan hipoksantin, 

ksantin dehidrojenaz ile ksantin ve ürik asite metabolize edilir. Aerobik dokularda 

hipoksantinin, ksantin dehidrojenaz‟la olan metabolizmasında nikotinamid adenin dinükleotid 

kullanıldığı için, toksik oksijen radikalleri oluĢmaz. Hipoksantin, iskemili dokuda ksantin 

dehidrojenaz ile değil, ksantin oksidaz  ile metabolize edilir. Çünkü iskemi döneminde ksantin 

dehidrojenaz, ksantin oksidaz‟a dönüĢtürülür(10,8). Hipoksantinin, ksantin oksidaz ile olan 

metabolizmasında moleküler oksijen (O2) kullanıldığı için ara ürün olarak toksik oksijen 

radikaller üretilir (ġekil:1).Ancak, iskemili dokuda O2‟nin yeterince bulunmaması nedeniyle, 

reperfüzyon olmadığı sürece biriken hipoksantin, ksantine dönüĢtürülemez ve ara ürün olarak 

toksik oksijen radikalleri üretilemez(26,27). 
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ġekil 1: Ksantinoksidaz sisteminin radikal oluĢturma mekanizması (28) 

 

Ġskemi uzun süre devam ettiğinde hücrede enerji depoları boĢalır. Hücre enerji 

depolarının boĢalması, hücre membranında bulunan Na
+
,K

+
-ATPaz pompasının 

inhibisyonuna yol açar. ATPaz pompa inhibisyonu, hücre içinden Na
+
 ve Ca

+2
 iyonlarının 

hücre dıĢına geçiĢini durdurur ve intrasellüler Na
+
 ve Ca

+2
 iyon konsantrasyonları artar. 

Ġntrasellüler Na
+
 artıĢı, suyunhücrelere geçiĢini pasif bir difüzyonla artırır ve hücrelerin 

ĢiĢmesine neden olur. Bu ĢiĢme, anerobik metabolizma ürünlerinin birikimi ile daha da artar. 

Ġntrasellüler Ca
+2

 iyon konsantrasyonunun artıĢı hücrelerde patolojik olayların baĢlatılmasına 

sebep olmakta(26) ve hücre içinde artan Ca
+2

 konstrasyonusitotoksiteye neden olmakta 

(29,30). Bu sırada hücrede meydana gelen iyon konstrasyonunun değiĢimi proinflamatuar 

sitokinlerin lökosit adhezyon molekülerini artırıp, antioksidan enzimlerinin oluĢumunu 

azaltarak hücreyi reperfüzyon sırasında meydana gelen hasarlara karĢı korumasız bırakır 

(27),(ġekil:2).
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ġekil 2:Ġskemide membran hasarı (31) 

 

Artan anaerobik glikolizleenerji üretilirken laktik asit ve karbondioksit birikir. 

Karbondioksitin birikimi karbonik asit üretimi ile sonuçlanır ve asidozu arttırır. Fosfat 

türevlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfatların birikimine ve buna bağlı olarak 

hücre içi pH düĢmesine ve asidoza neden olur. ATP ve pH azalması, granüllü endoplazmik 

retikulumdan ribozomların ayrılmasına ve polizomların monozomlara parçalanmasına ve 

protein sentezinde azalmaya neden olmaktadır(32). Ġki dakikalık iskemi sonrasında, özellikle 

beyin hücrelerinde, ekstrasellüler pH 7.3‟ten 6.7‟e kadar düĢer ve asidoz ortaya çıkar(33,34). 

Ġskemi sonucu oluĢan hipoksi ise aerobik oksidatif solunumu etkileyerek, son derece 

önemli ve genel bir hücre zedelenmesi ve ölüm nedeni olabilmektedir(35). Mitokondrideki 

oksidatif fosforilasyonun engellenmesine neden olan hipoksi, hayati önemi olan ATP 

yapımını durdurur. Kritik noktadan sonra öldürücü membran zedelenmesine neden olur. 

UzamıĢ hipoksi nedeniyle membran potansiyeli, iyon geçiĢi ve endotelyal hücrelerin iskelet 
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yapısını bozar, intrasellüler volüm artar. Bu değiĢiklikler sonucunda enerji depoları ile 

prostasiklin NO gibi bazı biyoaktif maddelerin yapımı azalırken, endotelin ve tromboksan 

A2gibi maddelerin yapımı artmaktadır(36).Hücre içerisinde oluĢan bu sitotoksik olaylar 

sonucunda ribozomlar granüllü endoplazmik retikulumdan ayrılır. Polizomlar monozomlara 

parçalanır ve protein sentezi azalır.Hasara, mitokondrilerde Ģiddetli vakuolizasyon ve 

matrikste kalsiyumdan zengin Ģekilsiz yoğunluk birikimi eĢlik eder. Bu aĢamadan sonra 

iskemi hala devam ederse geri dönüĢümsüz zedelenme ortaya çıkabilir(37). 

2.2. Reperfüzyon 

Ġskemiye neden olan etkenin ortadan kaldırılarak dokuya kan akımının yeniden 

sağlanmasına reperfüzyon denir(5).Reperfüzyonda en hassas olan hücresel yapılar;proteinler  

zar lipitleri, nükleikasit ve deoksiribonükleik asit molekülleridir(38). Reperfüzyon ile iskemi 

sonucu doku veya organda oluĢan enerji ihtiyacı karĢılanır ve toksik metabolitlerin 

uzaklaĢtırılması için doku ya da organa kan akımı yeniden sağlanır(39,40).Reperfüzyonla 

dokuda kan akımının baĢlamasıyla O2 hızlıca artmaya baĢlar. Hipoksantin, iskemide oluĢan 

ksantin oksidazın katalizlediği bir reaksiyonla ürik aside çevrilir. Fakat bu reaksiyonda 

iskemik ortamda serbest kalan elektronlar moleküler O2 aktarılır, böylece moleküler O2  

süperoksid radikaline (O2
-
) ve hidrojen peroksid (H2O2)‟e dönüĢtürülür. Endotel hücrelerinde 

süperoksid anyon radikali H2O2, hidroksil radikali (OH˙) ve hipoklorit asit (HOCL) gibi diğer 

O2 metabolitlerinin açığa çıkmasına neden olur.Reperfüzyon sonrasında hücrede Ca
+2

giriĢinin 

artması ve endojen fosfolipaz A2 inhibitörlerinin aktive olmaması, fosfolipaz A2‟nin aktive 

olmasına neden olur. Hücre içinde Ksantin Dehidrogenaz‟ın Ksantin Oksidaz'a dönüĢümünde 

Ca
+2 

iyonları gereklidir ve reperfüzyon sonrasında hücre içinde serbest Ca
+2 

belirgin artıĢ 

gösterir. Bu artıĢa önemli oranda Fosfolipaz A2'nin aktivasyonuneden olmaktadır. Fosfolipaz 

A2 aktivasyonu sonucunda siklooksijenaz yolundan prostoglandinler, 7 lipooksijenaz 

yolundan lökotrien B4 ve diğer araĢidonik asit metaboliti olan tromboksan A2 oluĢur. 

Tromboksan A2 ve lökotrien B4güçlü bir kemotaktik ajandır. Elastaz gibi proteolitik 

enzimlern artıĢına neden olmaktadırlar.Bu enzimlerdeki artıĢ O2 radikallerindeki artıĢla 

parareldir.Membran fosfolipitlerinden aktive olan fosfolipaz tarafından hücre bütünlüğü 

bozulur. Ayrıca dokunun tekrar kanlanması  nötröfillerin aktivasyonuna ve birikimine neden 

olmaktadır(41). 
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2.3. Ġskemi Reperfüzyon Hasarı 

Ġskemi arteriyel veya venöz kan akımı azalmasına bağlı yetersiz perfüzyonsonucu 

doku veya organların oksijenden yoksun kalmasına denir.Reperfüzyon ise, iskemi sonucu 

doku veya organda oluĢan enerji ihtiyacının karĢılanması ve toksik metabolitlerin 

uzaklaĢtırılması için doku ya da organa kan akımının yeniden baĢlaması olayıdır. Fakat, 

iskemik dokunun reperfüzyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile oluĢan hasara göre  

daha ciddi hasara yol açabilmektedir(38, 39).Son zamanlarda Ġ/R hasarı, dokunun oksijensiz 

kalması ile baĢlayan, serbest oksijen radikallerinin üretimi ile devam eden ve inflamatuar 

yanıtla geniĢleyen karmaĢık patolojik bir süreç olarak tanımlanmaktadır(26). 

Ġ/R, tıbbın pek çok alanında sık karĢılaĢılan klinik bir tablodur. Ġ/R hasarı hemen 

hemen bütün doku ve organlarda görülebilmektedir(40). Reperfüzyon hasarı iskemik inme ve 

miyokard enfarktüsünde uygulanan trombolitik tedavi,hipovolemik Ģok, sepsis,yanık,  

pankreatit gibi durumlar sonucunda ortaya çıkan iskeminin tedavisine bağlı olarakveya 

revaskülarizasyon ameliyatlarında geliĢmektedir. Kardiyovasküler cerrahide aortik ya da 

periferik arteriyel klemp uygulaması, sonrasında  bu uygulamanın sonlandırılması ile Ġ/R 

hasarı oluĢabilir.Transplantasyon cerrahisinde, transplante edilecek organın iskemi ve 

reperfüzyonu kaçınılmaz olup, oluĢan hasar greft fonksiyonlarını olumsuz yönde 

etkileyebilmektedir. Birçok cerrahi giriĢimde doku iskemisi ve bunu takip eden reperfüzyon 

sürecinin varlığı kaçınılmazdır(43). Bunlara ek olarak vasküler, ortopedik ve rekonstrüktif 

cerrahide kullanılan turnike uygulaması iyatrojenik bir Ġ/R modeli olarak bilinmektedir. 

OluĢan hasar bu bölgede sınırlı kalmayıp, aktive olan birçok mekanizma ile ortaya çıkan 

toksik ürünler, baĢta akciğer olmak üzere kalp, beyin gibi uzak organlarda da hasar 

oluĢturarak uzun süreli yoğun bakım izlemi gerektirebilen çoklu organ yetersizliği 

geliĢtirebilmektedir(36,44), (ġekil:3).Reperfüzyon hasarı, iskemik hasar sonucu baĢlangıç 

hasarının oluĢmasıyla saatler ve günler boyunca geliĢmektedir(40). 
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ġekil 3: Ġskemi-Reperfüzyon sonrası Uzak Organ Hasarı OluĢumu (36) 

 

Ġskemi ve reperfüzyon sürecinde; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun değiĢmesi, 

ATP‟in azalması, hücre içi Ca
+2

 artıĢı ve hücre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin 

bozulmasına öncülük eden proteaz ve fosfatazların aktive olması sonucu SOR oluĢarak, 

oksidatif strese neden olmaktadır(6,7). I/R hasarı birbirleriyle iliĢkili, karmaĢık, hücresel ve 

humoral olaylar dizisidir. 
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ġekil 4:Ġskemi/Reperfüzyonda Doku Harabiyet Mekanizması (45) 

 

 Hasarın fizyopatolojisi ile ilgili çeĢitli faktörler ileri sürülmüĢtür. Özellikle dört faktör  

hasarın baĢlıca nedenleri arasında yer almaktadır (37), (ġekil:4). 

1) Serbest oksijen radikalleri (SOR) 

2) Polimorf nüveli lökositler (PMNL) 

3) Kompleman sistemi 

4) Endotel hücreler 
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2.3.1. Serbest oksijen radikalleri 

Serbest radikaller eĢlenmemiĢ elektron içeren atom veya moleküllerdir(37).Genelde 

elektronlar atom veya molekülde eĢlenik olarak bulundukları için molekül stabildir ve reaktif 

değildir.Moleküle bir elektron ilavesi ya da molekülden bir elektron kaybı molekülüreaktif 

hale getirir. Biyolojik sistemlerde oluĢan serbest radikallerin endojen kaynakları oksijen, NO, 

mitokondriyal elektron transport sistemi,uyarılmıĢ nötrofil, endoplazmik retikulum, plazma 

membranı ve peroksizom olarak sayılabilir(18). SOR; fagositoz görevi yapan makrofaj, 

nötrofil ve monositler tarafından enzimatik olarak üretilmektedirler (46).Ayrıca PMNLve 

endotel hücre(9-33) tarafından da üretilirler. 

SOR üretimi ile ilgili çeĢitli mekanizmalar ileri sürülse de en önemlisi ksantin oksidaz 

sistemidir(47). SOR ilk oluĢanı ve öncüsü genellikle stabil olmayan ve hidrojen peroksit 

(H2O2) ile oksijene dönüĢen süperoksit (O2
-
) radikalidir.H2O2 hücre membranlarından 

kolaylıkla geçebilen, endotelyal hücreleri hasarlayabilen güçlü bir sitokindir. Serbest radikal 

olmadığı halde birçok reaktifin oluĢum reaksiyonlarına katıldığı için H2O2 de toksik 

metabolitler içinde yer alır. Toksik özellik gösterebilmesi için hidroksil radikaline dönüĢmek 

zorundadır (Haber-Weiss reaksiyonu) (48). Hidroksil radikali, bilinen serbest radikaller içinde 

en güçlü olan ve doku hasarında sorumlu ana radikaldir(49). Çok kısa ömürlü ve reaktiftir. 

Protein, nükleik asit, polisakkarit ve ansatüre yağ asitleri gibi birçok biyolojik madde ile 

reaksiyona girebilmektedir. Bu radikalin en önemli özelliği, hidrojen atomlarını hücre 

membranındaki poliansatüre yağ asitlerinden ayırmasıdır. Lipid peroksidasyonunu baĢlatarak 

hücre membranında çözülmeye ve buna bağlı hücre ölümüne neden olmaktadır(50). 

Hidroperoksil radikali ise O2
-
 radikalinin protonlanmasıyla oluĢan ve süperoksitten daha güçlü 

olan bir ajandır.Hidroperoksil radikali biyolojik membranlardan kolay geçer ve yağ asitleriyle 

direkt olarak reaksiyona girebilme özelliğine sahiptir (51). 

Ġ/R hasarında aĢırı miktarda SOR oluĢarak, oksidatif strese neden olmaktadır (6,7). 

OluĢan SOR lipit peroksidasyonuna yol açarak hasarı arttırmaktadırlar(5).Membranlar da 

lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesini arttırır ve 

hücrelerde ciddi hasar oluĢturur. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir 

reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukça zararlıdır. Membran lipidleri, serbest radikallerin 

etkilerine karĢı en duyarlı biyomoleküllerdir(52). Serbest radikaller hücrelerin lipid, protein, 

DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tüm önemli bileĢiklerine etki etmektedirler(53), (ġekil:5). 
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ġekil 5:Hücrede Radikal Aracılı Hasar (54) 

 

2.3.2. Polimorf Nüveli Lökositler (PMNL) 

PMNL‟ler,Reperfüzyon hasarının patofizyolojisinde önemli rol oynar. Azurofilik 

granüllerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve myeloperoksidaz enzimlerini 

içerirler.Aktive PMNL‟ lerde ksantin oksidazın artması ile SOR‟un salınması solunum 

patlaması olayını meydana getirir. 

Ġskemi sonrası reperfüzyonun baĢlaması ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklaĢık 

%70‟i NADPH bağımlı oksidaz ile süperoksit iyonlarına oksitlenmektedir. Süperoksit iyonu, 

çoğu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside dönüĢür. Hidrojen peroksit ise klorür 

iyonlarının varlığında myeloperoksidaz enzimi aracılığı ile hipoklorik aside indirgenir. 

Hipoklorik asit birçok biyolojik molekülle kolayca reaksiyona girebilir ve güçlü bir 

oksidandır. Damar endotelinde hasara PMNL‟lerin aktivasyonu ile granüllerden salıverilen 

apolaktoferrin, plazminojen aktivatörü, komplemanı aktive eden enzim, jelatinaz elastaz, 

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

Ġ/R hasarında PMNL‟in rolü ile ilgili bazı mekanizmalar ileri sürülmüĢtür (57). 

Bunlar: 
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1) Mikrovasküler oklüzyon 

2) SOR salınması 

3) Sitotoksik enzim salınması 

4)Sitokin salınmasında artıĢ 

5)Vasküler permeabilite artıĢtır. 

2.3.3. Kompleman sistemi 

Ġskemi reperfüzyon hasarında kompleman sisteminin rolü tam olarak açıklığa 

kavuĢmamıĢtır. Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar komponentler 

oluĢur ve lökositleri aktive ederler. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9‟dur. C3a ve C5a 

anaflatoksinlerdir. Lökosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarılmasına ek olarak C5a, monosit 

kemoatraktan protein, makrofaj inflamatuvar protein, TNF-α, Ġnterlökin-1 ve Ġnterlökin-6 

üretimini uyararak inflamatuvar yanıtı amplifiye eder. Kompleman tarafından sentezi uyarılan 

lökosit adhezyon molekülleri Ģunlardır(39): 

*Vasküler hücre adhezyon molekülü 1  

*Ġnterselüler adhezyon molekülü 1 

*E-selektin 

*P-selektin 

C5b9 endotelde Ġnterlökin-1a, Ġnterlökin-8 ve monosit kemoatraktan protein salgısını 

uyararak lökosit aktivasyonu ve kemotaksisi arttırır. Aynı zamanda endotel bağımlı 

vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfatı azaltarak vasküler 

tonusu bozar(18). 

2.3.4. Endotel hücreleri 

Ġskemi/reperfüzyon hasarının oluĢmasında endotel hücreleri önemli role sahiptir. 

Oksidatif stresle endotel hücrelerinin aktivasyonu ve iĢlevleri bozulmaktadır. Endotel 

hücreleri SOR için potansiyel hedef konumundayken diğer taraftan da SOR üretim 

kaynağıdır. Endotel, endotelin (ET)‟i ve NO‟yu üretmektedir. ET mikrovasküler 

homeostazdan sorumludur. NO arteriyel dolaĢımda ET‟in vazokonstriktör etkisini tersine 

çevirme eğilimindedir. Venlerde ise bunun tersi söz konusudur. Ġ/R hasarında Endotelin/NO 

oranı endotelin lehine bozulur. Sonuçta, venlerde vazodilatasyon, arterlerde 

vazokonstriksiyon görülmektedir(58). 

NO‟nun radikal olarak reaktivitesi düĢük olmasına rağmen metal içeren bileĢikler ve 

radikaller ile büyük bir hızla tepkimeye girerler. Özellikle lipit radikallerle tepkimeye girmesi 
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NO‟ya antioksidan bir etki kazandırır. Fizyolojik deriĢimde üretilen NO, esas olarak 

oksihemoglobin tarafından nitrataoksitlenerek aktivitesi sonlandırılır. Oksijen radikallerindeki 

durumun aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir özel enzim yoktur. 

Ġndüklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin indüksiyonu sırasında NO deriĢiminin artması ile 

oksidasyonu da hızlanır ve çeĢitli reaktif nitrojen oksit türleri oluĢur. Bu reaktif türler NO‟in 

dolaylı etkilerinden sorumludur ve hücresel moleküllerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, 

nitrozasyonuna yol açarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasına neden 

olabilmektedirler(59). 

Reperfüzyon dönemindeki, hücresel asit-baz dengesindeki değiĢiklikler ve yeniden 

oksijenlenme hücre içi Ca
+2

 konsantrasyonunu arttırdığı ortaya konmuĢtur.Ca
+2

‟a bağımlı 

doku hasarının oluĢumunda hücre içi pH değerinin önemli bir faktör olduğunu 

düĢündürmektedir (60). 

Reperfüzyon hasarının oluĢmasında etkili mekanizmalardan biri hidrolitik bir enzim 

olan fosfolipaz A2‟nin iskemik dönemde kalsiyum etkisiyle aktive olarak membranlardaki yağ 

asidlerini parçalamasıdır(56).Hücre içi Ca
+2

‟un artması zararlı etkilere sahip çok sayıda 

enzimin aktif hale gelmesine neden olmaktadır. Ġntrasellüler Ca
+2

 artıĢı ile fosfolipazlar ve 

proteolitik enzimler aktive olur. Fosfolipaz A2 aktivasyonu ile membran fosfolipidleri 

bozulmaya baĢlar; plazma ve mitokondriyal membran biyoenerjetikleri ve geçirgenlikleri 

değiĢir (61). Fosfolipazların aktivasyonu sonucu araĢidonik asit oluĢur. AraĢidonik asit, 

serbest radikal oluĢumunu mitokondriyal enzimleri inhibe ederek direkt etkiyleartırır(62). 

Ġ/R hasarının oluĢmasında, devam etmesinde ve Ģiddetinin belirlenmesinde serbest 

oksijen radikallerinin yanı sıra inflamasyonda önemlidir.Ġ/R hasarı ile gerçekleĢen 

inflamasyon “aseptik inflamasyon” olarak kabul edilmektedir.Aseptik inflamasyon, septik 

inflamasyona benzer Ģekilde proinflamatuar mediyatörlerin artması, nötrofil ve makrofajların 

birikimiyle seyreder(63). Ġskemik hücrelerin kemoatraktan ve adhezyon maddeleri 

salgılayarak, nötrofil ve trombositlerin vasküler endotele adhezyonuna ve inflamatuar yanıta 

yol açtığı gösterilmiĢtir (64). 

Nötrofiller aktifleĢtiğinde salıverdikleri maddelerle hasara yol açarlar. Ayrıca damar 

içinde oluĢturdukları hücre toplulukları (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar 

endoteline yapıĢarak mikrovasküler tıkanmaya da neden olmaktadırlar(65). Fosfolipaz 

A2aktivasyonu,SOR üretimi, lizozomal enzimler, endotel hasarı ve doku zedelenmesinin 

güçlü aracılarıdır ve baĢlangıçtaki inflamatuvar uyaranın etkisini güçlendirirmektedirler. Ġ/R 

sonrası Ģekil bozukluğu olan, adezyona ve migrasyona uğrayan lökosit sayısında çok büyük 
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artıĢlar olduğu gösterilmiĢtir.Enflamatuvar olaylarda salınan tümör nekrosis faktör alfa, Ġ/R 

hasarında önemli yeri olan mikrovasküler disfonksiyonaneden olmaktadır(37), (ġekil.6). 

 

ġekil 6:Ġskemi Reperfüzyon Hasarında Görülen Olaylar Dizisi (18) 

 

 Geri dönüĢümlü veya dönüĢümsüz hücre zedelenmesine organı perfüze eden kan 

akımındaki azalma neden olur (25).Geri dönüĢümlü hücre zedelenmesinde reperfüzyon 

sayesinde hücrede enerji depoları ve hücresel korunması geri kazanılabilmektedir(4). Ayrıca 

toksik metabolitleri uzaklaĢtırılmasında da reperfüzyon, önemli bir etkiye sahiptir (38). Ġ/R 

hasarında hücre içerisinde oluĢan sitotoksik olaylar sonucunda ribozomlar granüllü 

endoplazmik retikulumdan ayrılır. Polizomlar monozomlara parçalanır ve protein sentezi 

azalır. Bu aĢamadan sonra iskemi hala devam ederse geri dönüĢümsüz zedelenme ortaya çıkar 

(ġekil:7).Hasara, matrikste kalsiyumdan zengin Ģekilsiz yoğunluk birikimi ve mitokondrilerde 

Ģiddetli vakuolizasyon daeĢlik eder (37). 30-40 dakika da geri dönüĢümsüz iskemik hasarının 

erken bulguları mitokondride görülmektedir. Proteinler, temel koenzimler, RNA aĢırı 

geçirgen olan zarlar yüzünden sürekli kaybedilmektedir. Ġskemi sonucu geri dönüĢümsüz 

değiĢikliklerin geliĢmesi için geçen süre dokudan dokuya farklılık göstermektedir. Beyin 

hipoksiye çok kısa bir süre dayanabilirkeniskelet kasları saatlerce direnebilmekte ve kalp için 

bu süre yaklaĢık 60 dakikadır (66). 
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ġekil 7:Ġskemi/reperfüzyon hasarının mekanizması(67) 
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2.4. Böbrekler 

2.4.1. Böbreğin Yapısı 

Böbrekmetabolizma sonucu meydana gelen atık maddelerden üre, kreatinin, ürik asit 

gibi toksik maddelerin atılmasını ve kanda osmotik basıncını sabit tutmak için değiĢik 

miktarda elektrolit atılmasını sağlayarak vücudu zararlı maddelerden temizler. Vücut için 

gerekli olan maddelerin geri emilimini sağlayarak (aminoasit, glikoz gibi) madde kaybını 

önler ve asit baz dengesinin düzenlenmesine de yardımcı olur (68). 

Böbrekler insan vücudunda retroperital kavitede, paravertebral yerleĢimli olup, 3. 

Lomber ve 12. Torasik vertebralar arasında uzanır.Sağ böbrek sol böbreğe göre karaciğerin 

sağ lobunun basısı ve büyük olması nedeniyle 1-2 cm daha aĢağıda bulunmaktadır. Her bir 

böbrek 12-13 cm uzunluğunda, 6-7 cm eninde ve 2,5-3 cm derinliğinde olup yaklaĢık 150-200 

gr ağırlığındadır.      

Sağ böbreküst ve önde karaciğer, üstte sürrenal bez, hilus seviyesinde duodenum, altta 

ve lateral kenarda kolon ile komĢudur. Sol böbrek ise üstte sürrenal bez, önde mide, dalak, 

pankreas, jejunum,ve desendan kolon ile komĢudur. 

 

 

ġekil 8:Böbreğin anatomik yapısı 
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Her bir böbreğinmedial ve lateral kenarları, anterior ve posterior yüzeyleri, superior ve 

inferior kutupları vardır. Lateral kenar konkav, medial kenar ise konveks Ģeklindedir.Medial 

kesimde renal hilus denilen ve içinden renal arter, renal ven, renal pelvis, üreter, lenfatik ve 

sinirlerin geçtiği bir yarık bulunur. Renal hilus böbrek içinde, 2.5 cm derinliğinde olan ve 

içinde renal pelvis, renal kaliks, renal damar ve sinirler ile değiĢik miktarlarda yağ dokusunun 

bulunduğu renal sinüs olarak devam eder(69,70), (ġekil:8). Ağırlığı ise erkeklerde ortalama 

150 g ikenkadınlarda 125 g civarındadır(71). 

 

 

ġekil 9: Nefron Yapısı (73) 

 

Nefronların temel iki bileĢeni vardır; süzme iĢlemi yapan renal korpüskül ve burdan 

dıĢarıya uzanan tübüldür. Renal korpüskül veya malpighi korpüskülü adı verilen bölge 

glomerül ve onu saran bowman kapsülünden oluĢur. Kanın filtrasyonu glomerülde baĢlar. 

Yapısındaki kapillerlerde hücrelere geçirgen olmayan suda eriyen maddelere geçirgen olan 

geniĢ porlar vardır. Bowman kapsülünütübül hücrelerinin ilk kısmı oluĢturur. Renal tübül, tek 

katlı epitel hücrelerinden oluĢan ince, silindir Ģeklinde bir yapıdır. Tübül boyunca değiĢen 

epitel hücreler farklı yapı ve iĢlevdedir, en az sekiz farklı segmente sahiptir. En önemli iki tip 

nefron vardır. Bunlar; kısa henle kulpu olan ya da hiç olmayan kortikal nefronlar ve uzun 

henle kulplarına sahip jukstamedüller nefronlardır(74), (ġekil.9) 

Böbrekler ortalama sayısı 

1 milyon olan nefron denen alt 

birimlerden oluĢurlar. Böbrek 

hasarı, hastalıklar veya yaĢlanma 

sonucu nefron sayısında 

azalmalar meydana gelmektedir.  

40 yaĢından sonra iĢlev gören 

nefron sayısı her 10 yıl için %10 

azalma göstermektedir (72). 
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2.4.2. Böbreğin fonksiyonları 

Böbrekler vücuttaki yabancı maddelerin ve bileĢiklerin miktarını düzenler. Kanın pH‟ 

sının ayarlanmasında rolleri vardır (68). 

2.4.2.1. Böbreğin düzenleyici fonksiyonu 

2.4.2.1.1. Böbreğin idrar oluĢturma fonksiyonu  

Ġdrar böbreklerin kanı süzmesi sonucu meydana gelmektedir.Ġdrarın oluĢması için 

nefronlarda üç aĢama; filtrasyon, geri emilim (reabsorbsiyon) ve salgılama (ekskresyon) 

gerçekleĢmelidir.   

1. Filtrasyon 

 Glomerül kapiller yumağına gelen kanın proteinler ve hücreleri dıĢındaki tüm 

maddeler bowman kapsülünde filtre edilmektedir. Protein dıĢında plazmanın yapısı ile 

süzüntü hemen hemen aynıdır.  

2. Geri emilim (reabsorbsiyon) 

Süzüntü içindeki su ve maddeler basit difüzyon ve aktif taĢıma ile önce tübül epitel 

hücrelerine, buradan da kana geri emilmektedirler. Geri emilim organizmanın ihtiyacı 

doğrultusunda düzenlenmektedir. Geri emilimin %90‟ı proksimal tübül de gerçekleĢmektedir.  

Geri emilen maddeler, meydana gelen osmotik basınç nedeni ile bir miktar su da geri 

emilmektedir.  

3. Salgılama (sekresyon) 

Ġdrar oluĢması sırasında bazı maddeler tübül epitel hücreleri tarafından doğrudan 

tübüller içine salgılanmaktadır. Bazı maddeler ise hem glomerül filtrasyon yolu ile hem de 

salgılama ile idrara çıkmaktadır. Kreatinin bu tür maddelere en iyi örnek olmaktadır (75). 

Böbreklerin oluĢturdukları idrar sayesinde organizmada birçok fonksiyonları vardır. Bunlar:  

 Vücut sıvı elektrolit dengesini düzenlerler. 

 Kanın osmotik basıncını sabit tutmak için değiĢik miktarda elektrolit çıkarılır.  

 Vücudu zararlı maddelerden arındırırlar. Üre, ürik asit, kreatinin gibi metabolizma 

artıklarının atılmasını sağladıkları gibi ilaçlar, toksinler metabolitlerin 

detoksifikasyonu ve atılımını da sağlarlar.   
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 Vücut için gerekli olan maddelerin geri emilimini sağlayarak glikoz, aminoasit gibi 

maddelerin kaybını önlerler. 

 Vücuttaki iyon dengesini sağlayarak vücuttaki iyon dengesini korurlar. K
+
, Na

+
, Ca

+2
, 

P, Mg
+2

 gibi iyonlar günde belli miktarda böbrekten atılırken bir kısmı ise geri emilir. 

 Vücutta normal asit-baz dengesinin düzenlenmesine yardımcı olur. Böbrekler; hücre 

içi ve dıĢı sıvıların H
+
 iyonu deriĢimi normalden saptığı zaman, asit ya da baz 

bileĢikleri tutarak dengenin oluĢmasını sağlar. Vücutta pH‟ın sabit tutulmasına 

yardımcı olurlar (76). 

2.4.2.1.2. Böbreğin Metabolik Fonksiyonu 

1) Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi: Renin, D vitamini, eritropoietin, 

prostoglandinler, kallikrein-kinin, büyüme faktörleri. 

2) Peptid yapılı hormonların yıkımı ve katabolizması: Ġnsülin, glukagon, parathormon, 

kalsitonin, prolaktin, büyüme hormonu, vazopressin, gastrointestinal hormonlar. 

3) DüĢük molekül ağırlıklı proteinlerin katabolizması: Hafif zincirler, β-2 mikroglobulin. 

4) Diğer metabolik fonksiyonlar: Glukoneogenez, lipid metabolizması (70). 

2.4.3. Böbreğin kanlanması 

Her bir böbrek aortadan köken alan renal arterler ile kanlanır. Renal kan akıĢı, 

glomerüllere afferent arteriyoller aracılğıyla girer, efferent arteriyoller aracılığıyla çıkar. Kan, 

afferent arteriyollerle glomerul kapilleregelir, son olarak proteinleri ve hücreleri haricindeki 

bileĢenleri bowman kapsülü içine süzer. Süzülen sıvı plazma yapısına benzerlik 

göstermektedir.Renal kan akıĢı bazı hormonlar ile düzenlenmektedir. Bu hormonlardan 

norepinefrin damarlarda büzülmeye neden olarak akıĢı azaltır, dopamin ise vazodilasyon ile 

akıĢı artırır. Benzer olarak anjiyotensin II büzülmeye, prostaglandin renal kortekste 

dilatasyona, renal medullada büzülmeye ve asetilkolin vazodilasyona neden olmaktadır.. 

Ayrıca Anjiotensin II sistemik dolaĢımdaki arteriyolleri kasarak kan basıncının yükselmesine, 

adrenal korteksten aldosteron salgısını uyararak tuz ve su tutulmasının artırılmasına, 

hipotalamusu etkileyerek antidiüretik hormon salgısını ve susama hissinin uyarılmasına sebep 

olmaktadır. Böylelikle kan basıncı yükselip ekstrasellüler sıvı hacmi artar (77). 

 Böbreğin kan akımıyla meydana gelen olaylar Ģunlardır; 

 Glomerüler filtrasyon hızının  belirlenmesi,  

 ErimiĢ maddelerin ve suyun proksimal tübülde geri emilimi, 
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 Geri emilenlerin genel dolaĢıma katılması,  

 Ürenin yoğunlaĢması ve seyreltilmesi, 

 Oksijen, besinler ve hormonların nefron hücrelerine bırakılmasıdır. 

Kan akımı organlarımızda; direnç ile ters, basınç ile doğru orantıdadır. Renal arter ile 

renal ven arasındaki basınç farkı renal vasküler dirence bölünürse böbrek kan akımı elde 

edilir. Renal arter basınç, sistemik arter basınç değerlerineyakındır. 3–4 mmHg olan renal ven 

basıncı düĢüktür. Renal vasküler direnci afferent arteriyoller, efferent arteriyoller ve 

interlobuler arter, renal vasküler direnci belirler. Kontrol faktörleri isesempatik sinir sistemi, 

hormonlar, bölgesel vazoaktif maddelerdir. Glomerüler ve peritübüler kılcal damarlardaki 

hidrostatik basıncın düzenlenmesi afferent ve efferent arteriyollerin direncinin böbrekler 

tarafından ayarlanmasına bağlıdır. Böylece glomerüler filtrasyon hızı ve tübüler geri emilimi 

vücut ihtiyaçları doğrultusunda değiĢtirebilirler (78). 

Böbrek iskemisi; travma, Ģok, sepsis gibi klinik durumlar, kardiyopulmoner bypass, 

böbrek transplantasyonu, renal arter ameliyatı, kısmi nefrektomi gibi çeĢitli ürolojik 

giriĢimlerde görülür. Böbrek iskemisi sonucu meydana gelen akut tübüler nekroz, akut böbrek 

yetmezliğinin en sık nedeni ve geriye dönüĢümlü böbrek hastalığıdır (68,69). 

Bu hasarın Ģiddeti iskemi süresine paralel olarak artmakta, sonuçta belirgin doku 

hasarı olmaksızın geliĢen prerenal azotemiden, tubüler veya kortikal nekroza bağlı ciddi akut 

böbrek yetmezliğine kadar değiĢebilen farklı klinik tablolar karĢımıza çıkmaktadır (70). 

2.5. Renal Ġskemi Reperfüzyon Hasarı 

Akut böbrek yetmezliğinin en önemli etken mekanizmalarından birirenal iskemi 

reperfüzyon hasarıdır (79). Renal Ġ/R‟nin patofizyolojisi eĢ zamanlı olarak endotel hücre 

hasarı, tubülerapoptazis, tubülernekrozla apoptozis(80), inflamasyon ve tubüler hücre 

proliferasyonu ile ilgili karmaĢık bir durumdur (81). 

Ġskemik tübüler hasar ile glomerüler feedback sisteminin aktifleĢmesi ve 

vazokonstriksiyonadistal tübüllere fazla miktarda sodyum geliĢi sebep olmaktadır. Aktin 

hücre iskeletindeki bozulma, proksimal tübül hücrelerinin fırçamsı kenarlarının ve hücrelerin, 

bazal membrandan koparak tübül lümenine dökülmesine ve lümende tıkanmaya yol açar. 

Meydana gelen tıkanma üriner akımı durdurup, tübül içi basıncı artırarak glomerüler 

filtrasyon hızını azaltır. ZedelenmiĢ tübüllerden ayrıca interstisyuma sıvı geçer ve interstisyel 

basınç artıĢı, tübül kollapsı geliĢir (82).  

Tübüler hasar oluĢumunda bir diğer mekanizma oksidatif strestir. Akut tubuler nekroz 

sırasında meydana gelen mitokondriyal hasar veproksimal tübül hücrelerinin metabolik açıdan 
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yoğun olmaları ve intrasitoplazmik Ca
+2

 artıĢı fazla oksidatif molekül oluĢmasını sağlar. 

Oksidan strese; proksimal tübül hücreleri, distal tübül hücrelerine göre daha duyarlıdır. Lipit 

peroksidasyonuna bağlı, özellikle proksimal tübül segmentlerinde tübül yapısı, hücre transport 

kapasitesi ve enerji üretimi bozulur (83,84). 

 

ġekil 10:Renal iskemi-reperfüzyon  hasarı mekanizması (85) 

Renal Ġ/Rhasarı, iskemik böbrek yetmezliğinin baĢlangıç ve akabindeki evrede anahtar 

bir rol oynayan endotel fonksiyon bozukluğu tarafından karakterize edilir (86). Böbreklerdeki 

Ġ/R hasarının mekanizması multifaktöriyel ve birbirine bağlı hipoksi, serbest radikal hasarı ve 

enflamatuvar cevaplarla iliĢkilidir (87). 

Oksijenlenmenin bozulması, intrasellüler Ca
+2 

artıĢıyla birlikte arteriyollerdeki 

direncin artmasına da neden  olmaktadır (88). Ġskemiden sonra geliĢen akut böbrek yetmezliği 

veya uzamıĢ iskemi glomerüler filtrasyon hızındaazalmaya, böbrek damarlarında direnç artıĢı 

ve tübüler nekroza neden olmaktadır (89). Akut böbrek yetmezliği vakalarının önemli bir 

kısmında prerenal akut böbrek yetmezliği söz konusudur.Ġskemik akut böbrek yetmezliği, 

yetersiz kan akımıyla baĢlar. Yetersiz kan akımı da azalmıĢ kardiyak debinin yanında renal 

arter stenozu ya da tıkanıklığı veya intrarenal küçük damarların ateroskleroz, ateroemboli, 

vaskülit gibi nedenlerle hasarlanması sonucu geliĢmektedir. Ġskemik böbrek dokusunun 
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reperfüzyonu sonucunda nekrotik ve apoptotik böbrek hücre ölümüne yol açan bir dizi 

karmaĢık hücresel olayı baĢlamaktadır (90), (ġekil:10). 

2.6. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller dıĢ atomik orbitallerinde bir veya daha fazla çift oluĢturmamıĢ 

elektron içeren, yüksek enerjili, kısa ömürlü (Tablo:1), kararsız, molekül ağırlığı düĢük 

moleküllerdir. Elektron çiftlemek için diğer moleküller ile reaksiyona girme eğiliminde 

oldukları için serbest radikalleri oldukça reaktif bir hale gelirler. Yapısındaki çiftlenmemiĢ 

elektron serbest radikallere büyük bir reaktiflik kazandırarak protein, lipid, DNA ve 

nükleotid, koenzimler gibi birçok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadır 

(91,92). 

2.6.1. Reaktif oksijen türleri  

2.6.1.1. Süperoksit radikali (O
-2

 ) 

Süperoksit radikali, oksijenden kaynaklanan tüm radikaller içinde en çok ve en kolay 

oluĢanıdır (34). Soluduğumuz oksijen iki tek elektron içeren, çok stabil ve iki radikalli bir 

moleküldür. DıĢ enerji kaynağı sayesinde serbest elektronlardan birisini bir elektron 

kazanmakla negatif yük elde ederek çift konuma getirerek süperoksid anyonunu oluĢturur. 

Süperoksit anyonu zararlı oksidatif bir faktör olarak bilinsedeyalnızca nükleofilik 

özelliklerine dayanarak direk olarak etki yapar ve aktivitesiproton bulunmayan ortamlarda 

ortaya çıkar (93).  

2.6.1.2. Hidrojen peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksidin asıl üretimi biyolojik sistemlerde süperoksidin dismutasyonu ile 

gerçekleĢir. Uzun ömürlüdür. Membranlardan kolayca geçebilir(94). Peroksit süperoksitin bir 

elektron, moleküler oksijenin çevresindeki moleküllerden iki elektron alması ile meydana 

gelir. Hidrojen peroksit ise peroksit molekülünün iki hidrojen atomu ile birleĢmesiyle 

meydana gelir. Hidrojen peroksit serbest bir radikal değildir. Reaktif oksijen türleri içine girer 

ve serbest radikal biyokimyasında önemli rol oynar(95,96). Çünkü O
2-

 ile reaksiyona girip 

kolaylıkla yıkılarak en reaktif ve en zarar verici oksijen radikali olan hidroksil radikalini 

oluĢturur (96). 
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2.6.1.3. Hidroksil radikali (OH
-
) 

Hidroksil radikali, oksijen radikalleri içinde en reaktif olanı ve reaktivitesinden dolayı 

da en toksik olandır. GeçiĢ metallerinin varlığında H2O2‟nin indirgenmesiyle OH
-
 meydana 

gelir. OluĢan bu reaksiyona Fenton reaksiyonu denir(94). Süperoksit, Cu
+2

 gibi geçiĢ metalleri 

ve radikal türleri ile kolayca reaksiyona girip H2O2 ile Haber-Weisstepkimesi vererek oldukça 

toksik hidroksil radikalini oluĢturur (97), (ġekil:11). 

 

H2O2+ O2+ H→OH. + H2O + O2 

Fe
2
 + H2O2→ Fe

3
 + OH -+ OH 

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

 

Hidroksil radikali, radikal tepkimelerini baĢlatabildiği gibiher tür molekül ile üretildiği 

yerde tepkimeye girer. KomĢu moleküllerle çok hızlı reaksiyona girebilme özelliğinde ve yarı 

ömürleri çok kısadır. Bu reaksiyonlar sonucunda yarı ömürleri daha uzun, stabil ve daha az 

reaktif radikaller oluĢur. Yüksek aktivitesinden dolayı istenmeyen toksik etkilerinin yanısıra  

normal biyolojik fonksiyonlar içinde üretilmeleri gereklidir. Fagositoz ve birçok enzimatik 

katalizin zorunlu bir üyesi olarak OH
-
 üretilir ve doğrudan kataliz olayına katılır (93,98). 

2.6.1.4. Singlet oksijen 

Serbest radikal olmadığı halde çok reaktifdir. Üretimi esnasında bazı radikal 

tepkimeler oluĢur. Bu özelliklerinden dolayı serbest radikal ailesinden sayılmaktadır. Serbest 

radikal reaksiyonlarının baĢlamasına neden olduğu gibi serbest radikal reaksiyonları 

sonucunda da meydana gelmektedir. Oksijenin elektronlarından birinin kendi spininin ters 

yönünde baĢka bir orbitalle enerji alarak yer değiĢtirmesiyle oluĢmaktadır. Enerji 

absorbsiyonu ile uyarılan oksijenin dıĢ elektronları spinlerini değiĢtirerek aynı ya da ayrı ayrı 

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

2.6.1.5. Nitrik oksit (NO) 

Damar endotel hücrelerinde nitrik oksit sentetaz enzimi aracılığıyla L-arjininden 

sentezlenir. Yarı ömrü 20-30 saniyedir. Bir N ile bir O2‟in eĢlenmemiĢ elektronlarının 

birleĢmesi ile meydana geldiği için radikal tanımına uymaktadır. NO damar gevĢemesini  düz 

kaslarda siklik guanozin monofosfat sentezini uyararak yapmaktadır. Vücutta meydana gelen 
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SOR ile reaksiyona girmesi sonucunda güçlü bir oksidan olan peroksinitrit anyonunu 

oluĢturur. Peroksinitritin ileri reaksiyonları sonucu OH
-
 radikalini meydana getirmesi 

aĢağıdakitepkimelerdegösterilmiĢtir(100). 

NO + O2 
∙ - 

→ ONOO
-
 

ONOO
- 
+ H

+
→ ONOOH 

ONOOH → NO2 + OH
· 

Tablo 1:BaĢlıca Serbest Radikaller ve Yarılanma Ömürleri
 

Serbest  RadikalSembol      Yarılanma Ömrü 

 (Saniye, 37◦C) 

 

Alkoksil Radikali                                  
 

 

Hidroksil Radikali         
 

 

Moleküler Oksijen                                                  

 

Peroksil Radikali              
 

 

Singlet Oksijen                  
 

 

Süperoksit Anyon Radikali                    

 

 

RO
● 

 

OH
●
 

 

O2 

 

ROO
● 

 

1
O2 

 

O2
-
 

 

 

1x10
-6

 

 

1x10
-9

 

 

>10
2
 

 

1x10
-2

 

 

1x10
-6

 

 

1x10
-6
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2.6.2. Serbest radikal kaynakları 

Radikal yapımı içinde bulunduğumuz çevrede çeĢitli fiziksel etkenler ve kimyasal 

olaylar nedeniyle süreklidir. Hücresel koĢullarda da ciddi miktarda ve çeĢitlilikte radikaller 

üretilmektedir. Serbest radikal kaynaklarını biyolojik ve hücresel olmak üzere iki baĢlık 

altında toplayabiliriz.                                                                                                             

2.6.2.1. Biyolojik kaynaklar 

a. Aktive olmuĢ fagositler, 

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

kimyasalların enzimatik yıkımı, 

c. Radyant enerjinin emilimi (Ultraviole, X ıĢını), 

d. Alkol ve uyuĢturucular 

e. Çevresel etkenler (Hava kirliliği yapan fotokimyasal maddeler, pestisid, sigara 

dumanı, solventler, anestezikler ve aromatik hidrokarbonlar),  

f. Stres (Streste katekolaminler artar. Artan katekolaminlerin oksidasyonu sonucu serbest 

radikaller meydana gelir) (101).  

2.6.2.2. Hücresel kaynaklar 

a. Normal metabolik olaylarda görülen oksidasyon-redüksiyon (redoks) reaksiyonları 

sırasında (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 nükleer membran elektron taĢıma sistemleri (sitokrom 

p450, sitokrom b5 redüktaz)  

e. Peroksizomlar (Oksidazlar ve flavoproteinler) 

f. Plazma membranı (Lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde 

dihidronikotinamid adenin dinükleotid fosfat oksidaz ve lipid peroksidasyonu),  

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

  Ayrıca geçiĢ metalleri değerlilikleri değiĢtiği için hücre içi reaksiyonlar ya da Fenton 

reaksiyonu sırasında yeri geldiğinde serbest elektronları alarak veya vererek serbest radikal 

oluĢumunu katalizlemektedirler(16). 
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2.6.3. Serbest radikal oluĢum mekanizması 

Serbest radikaller nerede ve nasıl üretildiklerine bakılmaksızın 3 yolla meydana 

gelmektedirler(102,103). 

2.6.3.1. Kovalent bağlarda homolotik kırılma 

           Yüksek elektromanyetik dalgalar ve yüksek sıcaklık (500-600 °C)kimyasal bağları 

kırmaktadır. Bu kırılma esnasında bağ yapısında bulunan iki elektronun ayrı ayrı atomlarda 

kalmasına homolotik kırılma denilmektedir. Homolitik kırılmayla atomlar üzerinde kalan 

elektronlar eĢleĢmemiĢ elektronlardırve homolotik kırılan organik moleküllerde bulunan 

bağlar zıt yüklü reaktif iyon çiftlerini oluĢturmaktadır. 

2.6.3.2. Normal bir molekülün elektron kaybetmesi 

 Serbest radikal özelliğinde olmayan bir molekül elektron kaybederek dıĢ orbitalinde 

eĢleĢmemiĢ elektron kalmasıyla radikal formunun oluĢmasıdır. Örneğin GSH radikalleri 

indirgemesi sırasında tiyil radikali oluĢmaktadır. Tepkimeye giren iki tiyil radikali sonucunda 

meydana gelen tür ise glutatyonun oksitlenmiĢ formudur. 

2.6.3.3. Normal bir moleküle elektron transferi 

Biyolojik sistemlerde yaygın olarak serbest radikal özelliğinde olmayan bir moleküle 

elektron eklenmesi sonucu serbest radikal oluĢmaktadır. Üretilen serbest radikaller pozitif 

yüklü, negatif yüklü yada nötr olabildiği gibi organik yada inorganik moleküller de 

olabilmektedir. GeçiĢ elementi yada geçiĢ metalleri olarak adlandırılan canlıların oksijen 

kullanabilmesi için gerekli olan demir, bakır, çinko, kobalt, mangan, nikel, krom ve 

molibdengibi elementler eĢleĢmemiĢ elektron bulundurmasına rağmen serbest radikal olarak 

kabul edilmemektedir(104). 

2.6.4. Serbest radikal aracılı hasar mekanizması 

2.6.4.1. Lipid Peroksidasyonu 

 Serbestradikallerin hücrede baĢlattığı en önemli ve zararlı etki lipid 

peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin serbest radikaller 

ile oksidasyonu olarak tanımlanmaktadır. Lipid peroksidasyonu biyolojik membran 

potansiyelinde azalmaya, membranlarda akıcılığın kaybına, hidrojen ve diğer iyonlara karĢı 

geçirgenliğin artıĢıyla hücrenin hasarına ve hücre içeriğinin serbestleĢmesine neden 
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olmaktadır. Ayrıca lipid peroksidasyonunun ürünlerinden biri olan MDA membran 

bileĢenlerinin polimerizasyonuna ve çapraz bağ yapmalarına yol açarak hücre yüzeyinin 

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

2.6.4.2. Protein oksidasyonu 

Protein oksidasyonunun serbest radikaller ile oluĢturduğukimyasal reaksiyom 

sonucunda metiyonin sülfokside, histidin oksihistidin ve aspargin, tirozin, ditirozin ve sistein 

disülfitlere dönüĢür. Bu değiĢiklikler proteinlerin bağlanma özelliklerinde ve enzim 

aktivitelerinde farklılaĢmaya neden olmakta ve bu durum hücre fonksiyonlarında bozulmalara 

yol açabilmektedirler (104,105). 

2.6.4.3. DNA hasarı 

Serbest oksijen radikalleri adenin ve piridin nükleotid durumlarının sürdürülebilmesi 

için gerekli yollara engel olabilirler. Serbest oksijen radikalleri DNA ile tepkimeye girerek 

mutajenik olan 8-Hidroksiguanin‟in ortaya çıkmasına neden olmaktadır(107), (ġekil:12).

 

ġekil 12:Serbest Radikallerin DNA Üzerindeki Etkileri (108) 
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2.6.4.4. Kovalen bağlanma 

 Serbest radikaller polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve nitrozaminler gibi 

ksenobiyotiklerin çeĢitli biyomoleküllere kovalen bağlanmasına neden olabilmekte ve bu 

durum  hücre hasarına doğrudan yol açabilmektedir (105).  

2.6.4.5. Kalsiyum salınımı 

Kalsiyum hücre yaralanması ile ilgili olduğu düĢünülen bir elementtir. Kalsiyumun 

transportunu engelleyen herhangi bir durum hücre fonksiyonlarını olumsuz etkilemektedir. 

Kalsiyum ATPaz enzimleri önemli sülfidril gruplarına sahiptir ve SOR tarafından inaktive 

edilebilmektedir. Hipoksi, sitokinler, endotoksin gibi faktörler SOR aracılı yol kullanarak, 

hücre enerjisini azaltabilmektedirler(106). 

2.7. Antioksidanlar 

Reaktif oksijen türlerinin oluĢmasını veya bu türlerin ortaya çıkardığı toksik etkileri 

önleyen, serbest radikalleri yakalayarak onları etkisiz hale getirme kabiliyetinde olan 

maddelere antioksidan adı verilmektedir (109).Antioksidanlar hücrenin hem mebran hem de 

sıvı kısımlarında bulunabilmektedir(99).Serbest radikallerin organizmada belirli düzeyin 

üzerinde oluĢtuklarında veya antioksidan sistemin yetersizliğinde serbest radikal molekülleri, 

organizmanın yapı elemanları olan protein, lipit, karbonhidrat, nükleik asitler ve enzimleri 

bozarak zararlı etkilere yol açabilmektedir(110). 

Antioksidan savunma sistemleri vücutta reaktif oksijen türlerinin oluĢumunu ve 

meydana getirdiği hasarı önlemek için antioksidan maddelerin geliĢtirdiği  mekanizmalara 

denmektedir. 

2.7.1. Antioksidan savunma sistemleri  

Antioksidan savunma sistemleri etkilerini dört yolla göstermektedir. 

1) Toplayıcı etki:Antioksidan maddelerin SOR tutarak yeni ve daha zayıf moleküle 

dönüĢtürmesi toplayıcı etki olarak adlandırılmaktadır. Küçük moleküller, 

trakeobronĢial mukus ve antioksidan enzimler toplayıcı etkiye örnek gösterilebilir. 

2) Baskılayıcı etki: Antioksidanların reaktif oksijen türleri ile reaksiyona girmesi ve 

hidrojen aktararak bunların etkilerini azaltması veya etkisiz hale getirilmesidir. 

Vitaminler, antosiyanoidler, flavanoidler ve trimetazin baskılayıcı etkiye örnek 

gösterilebilir. 
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3) Zincir kırıcı etki: Antioksidanların serbest oksijen radikallerini kendilerine bağlaması 

ve ardından zincirlerini kırarak radikallerin fonksiyonlarının engellenmesi zincir kırıcı 

etkidir. Mineraller, seruloplazmin ve hemoglobin zincir kırıcı etki göstermektedir. 

4) Onarıcı etki: SOR‟un meydana getirdiği hasarın onarılmasında antioksidanların etki 

göstermesi onarıcı etki olarak adlandırılmaktadır (102). 
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2.7.2. Antioksidanların sınıflandırılması ( Tablo:2) 

Tablo 2: Antioksidanların sınıflandırılması (112,113). 

                                            ENDOJEN ANTĠOKSĠDANLAR 

ENZĠMATĠK ANTĠOKSĠDANLAR NONENZĠMATĠK ANTĠOKSĠDANLAR 

Süperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10 

Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum 

Glutatyon peroksidaz (GPx) Ürik asit α-lipoik asit 

Glutatyon redüktaz (GR)  Bilirubin Transferrin 

 Albümin Seruloplazmin 

                                             EKSOJEN ANTĠOKSĠDANLAR 

VĠTAMĠN EKSOJEN 

ANTĠOKSĠDANLAR 

ĠLAÇ OLARAK KULLANILAN EKSOJEN 

ANTĠOKSĠDANLAR 

α-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidz inhibitörleri 

(allopürinol, oksipürinol, pterin aldehit, tungsten 

β-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitörleri (adenozin, lokal 

anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri) 

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant süperoksit dismutaz 

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

 Endojen antioksidan aktiviteyi arttıranlar 

(GPx aktivitesini arttıran ebselen ve asetilsistein) 

 Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayıcılar 

(mannitol, albümin) 

 Demir Redoks Döngüsü Ġnhibitörleri (Desferroksamin) 

 Nötrofil Adhezyen inhibitörleri 

 Sitokinler (TNF  ve IL-1) 

 Barbitüratlar 

 Demir ġelatörleri 

 



31 
 

2.7.2.1. Endojen antioksidanlar 

Endojen kaynaklı antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki 

alt grupta sınıflandırılabilir (4,114). 

2.7.2.1.1. Enzimatik Antioksidanlar 

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

redüktaz (GR) enzimatik savunma hattını oluĢturan enzimsel antioksidanlardır (115,116). 

2.7.2.1.1.1. SOD (Süperoksit Dismutaz) 

Süperoksit dismutaz, süperoksitin hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüĢümünü 

katalizler. Hücresel savunma sisteminde önemli bir enzimidir. SOD, sellülerbölmelerdeki 

süperoksid düzeylerini kontrol etmede önemli bir yere sahiptir. SOD enzimi oksijeni 

metabolize eden hücreleri süperoksit serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararlı 

etkilere karĢı korur(117,118). Serbest radikal zararının önlenmesinde ilk basamağı SOD 

enzimi oluĢturur. Ġnsan vücudunda beĢinci büyük proteindir. SOD enziminin azalması plazma 

proteinlerindeki hasarın arttığını gösterir (119).Yüksek oksijen kullanımı olan dokularda SOD 

aktivitesi fazladır (22). Organizmada oksidatif stresin ve dokuda pO2'nin arttığı durumlarda 

SOD enzim aktivitesi  deartmaktadır (120). 

SOD enzimi metalloprotein yapıdadır. Hücrelerde farklı Ģekillerde bulunmaktadır. 

Bunlar: 

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

SOD-2:Mn-SOD,  mitokondride bulunur. 

SOD-3 :Fe-SOD,  Bazı bakterilerde rastlanmıĢtır. 

SOD-4 : Ni-SOD, Bazı bakteri türlerinde bulunur.(121) 

SOD aktivitesi yaĢ ilerledikçe artar ve hemen hemen bütün canlılarda bulunmaktadır. 

Memelilerde üç tip SOD bulunmaktadır. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn ihtiva 

eden izomer (Cu-Zn SOD), extraselüler etki gösteren EC SOD ve mitokondride bulunan 

tetrametrik Mn ihtiva eden izomer (Mn-SOD)‟dir. Demir ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise 

sadece mikroorganizmalarda ve bazı bitkilerde bulumaktadır. Genel olarak hücrede en bol 

bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD‟dir (122,123).EC düzeyde enzimatik olarak O
2-

‟leri 

etkisizleĢtirebilen tek antioksidan olması nedeniyle EC SOD oksidan hasarı, yangı ve fibrozis 

gibi bir çok akciğer hastalıklarından korunmada çok önemli bir role sahiptir (124). 
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2.7.2.1.1.2. Katalaz (CAT ) 

Katalaz 60 kDa ağırlığında 4 tane aynı yapıda (tetramerik yapı) hem grubu bulunan bir 

hemoproteindir. Görevi hidrojen peroksidi oksijen ve suya parçalamaktır. Peroksidaz 

aktivitesine sahip olmasıyla birlikte katalaz enzimi bir molekül hidrojen peroksidi elektron 

verici bir substrat olarak, diğerini ise oksidan veya elektron alıcısı olarak 

kullanabilmektedir(125,126). 

Her aerobik hücrede CAT enzimi bulunur.Cat‟ın en fazla aktivite gösterdiği 

yerlereritrositler, böbrek, karaciğer, miyokard ve çizgili kaslardır. CAT, % 80 oranında 

peroksizomlarda ve % 20 oranında sitozolde bulunmaktadır(127). 

2.7.2.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

Glutatyon peroksidaz, hücrelerin sitoplazmasında bulunup dört protein alt biriminden 

oluĢur. Her bir alt birim bir selenyum atomu içerir. Hücreleri H2O2‟den kaynaklanan oksidatif 

hasara karĢı korur (101). 

Selenoenzimler sınıfından olan glutatyon peroksidaz hidroperoksitleri H2O2 varlığında 

indirgenmede rol alır. Bu reaksiyonda hidrojen peroksit suya ve organik hidroperoksitler 

alkole indirgenirken, glutatyon (GSH) ise okside glutatyona yükseltgenir (128). 

2.7.2.1.1.4. Glutatyon Redüktaz 

Glutatyon redüktaz, hem sitozolde hemde mitokandride bulunur. Flavin adenin 

dinükleotid içeren flavoprotein bir enzimdir (114,129). Koenzimi NADPH ve prostetik grubu 

Flavin adenin dinükleotiddir(125). 

Glutatyon redüktaz, NADPH‟nin bir elektronunu okside glutatyonun disülfid bağlarına 

aktararak yeniden GSH‟ye dönüĢtürülür. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarını 

engellemek için gereklidir ve en önemli kaynağı heksoz monofosfat  (pentoz fosfat) yoludur 

(114,129). 

2.7.2.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar 

Glutatyon (GSH), Melatonin, Ürikasit, Bilirubin, Albumin, KoenzimQ 10, Selenyum, 

Transferrin, Seruloplazminnonenzimatik savunma hattını oluĢturan antioksidanlardır 

(112,113). 
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2.7.2.1.2.1. Glutatyon(GSH) 

 Glutatyon genetik bilgiye ihtiyaç duymadan karaciğerde sentezlenebilir. Glutamik 

asit, sistein ve glisinden oluĢan tripeptit yapılı, güçlü bir antioksidandır(120). Yapısında 

biyolojik olarak iki önemli yapı olan g-glutamin bağı ve tiyol grubunu 

bulundurmaktadır(130).Hücreleri serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek 

oksidatif hasara karĢı korumaktadır(120). 

Glutatyonun sentezlenmesi iki önemli aĢamada olmaktadır. Ġlk olarak glutamin-sistein 

ligaz, glutamin ve sisteini bağlayarak ɣ-glutamilsisteini oluĢturmakta. ĠkinciaĢamada 

glutatyon sentetaz, ɣ-glutamilsisteine glisini bağlayarak GSH molekülünü meydana 

getirmektedir(131,132). 

GSH en çok memeli ve birçok prokaryotik hücrelerde bulunan intrasellüler 

tiyoldür.GSH‟un büyük kısmı redükte halde iken hücreyi etkin olarak koruyabilmektedir. Bu 

reaksiyonu glutatyon redüktaz katalizlemektedir. Glutatyon redüktazla GSH‟ın indirgenmesi 

reaksiyonunda NADPH‟a ihtiyaç duyulduğu için heksoz monofosfat yoluyla bağlantılıdır 

(133,134) (ġekil:13). 

GSH, hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine dönüĢümünün engellenmesinde rol 

almakta, proteinlerdeki sülfidril (-SH) gruplarını redükte halde tutarak bu grupları 

oksidasyona karĢı korumakta, böylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu 

engellenmektedir. Yabancı bileĢiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan 

transportunu sağlamaktadır. GSH eritrositleri, lökositleri ve göz merceğini oksidatif strese 

karĢı korumada önemli bir yere sahiptir(135).Ayrıca hücrenin redoks durumunu korumada, 

detoksifikasyon sisteminin çalıĢmasında, hücre sinyal mekanizmasının düzenlenmesinde, 

eikosonoidlerin sentezlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak 

faaliyet göstermektedir (136). 
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ġekil 13:Ġntrasellüler 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 

Birçok yerde sentezlenmesine rağmen temel olarak pineal bezden endojen olarak 

üretilirek dolaĢıma salgılanmaktadır. Karanlık ortamda triptofan aminoasidinden sentezlenir 

(138).Hem yağda hem de suda çözünebilir özelliğinden dolayı çekirdek dahil hücrenin her 

organeline kolaylıkla ulaĢabilmekte ve bu sayede DNA‟nın oksidatif hasara karĢı 

korunmasında etkili olmaktadır (139). 

Melatonin, yaĢlanma-karĢıtı bir moleküldür. Endokrin ritmin düzenlenmesi, immün 

sistemin uyarılması, bazı antigonadotropik etkilerin açığa çıkarılması, kimyasal karsinojenlere 

karĢı DNA‟nın korunması, serbest radikallerin giderilmesi ve sinir sistemi üzerinde koruyucu 

etkilerin oluĢturulması gibi birçok fizyolojik fonksiyonların düzenlenmesinde 

görevalmaktadır. Melatoninin farklı organ ve dokularda direkt serbest radikal süpürücü ve 

indirekt antioksidan etkiye sahip olduğu yapılan çalıĢmalarla dagösterilmiĢtir (140). 
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2.7.2.1.2.3. Ürik Asit 

Ürik asit; Oksipürünleri (ksantin, hipoksantin gibi)ksantin oksidaz‟ın oksitlemesi 

sonucu oluĢmaktadır. Ġnsan ve geliĢmiĢ pirimatlarda pürin metabolizmasının son ürünüdür. 

Normal plazma konsantrasyonunda ürat, hidroksil, süperoksit, peroksit radikalleri ve singlet 

oksijeni temizler.Vitamin C oksidasyonunu engelleyici etkiye sahiptir. Bilirubin süperoksit ve 

hidroksil radikali ve albümin lipit hidroksiperoksitleri ve HOCl toplayıcısıdır (5). Lipit 

peroksidasyonu engelleyerek koruyucu olarak görev yapan ürik asit, güçlü bir serbest radikal 

süpürücü olmasının yanı sıra Fe ve Cu gibi metal iyonlarının Ģelatörlerı olarak da hareket 

etmektedir (141,142).Bu etkileri ürik asitin antioksidan etkilerinin olduğunun göstermektedir. 

Bir atık ürün olarak da kabul edilen ürik asit, yüksek yoğunluklarda bulunduğu zaman 

kristalize olduğundan, böbrek taĢları ve provoke gut artritise neden olmaktadır(143). 

2.7.2.1.2.4. Bilirubin 

Bilirubin, esas olarak ömrünü dolduran eritrositlerin parçalanmasıyla eritrositlerin 

içerisinde bulunan hem proteinlerinin yıkımı sonucunda meydana gelmektedir. DolaĢım 

esnasında karaciğer tarafından alınır, biyotransformasyona uğratılarak safra veya idrarla 

atılmaktadır. Bilirubin aynı zamandaperoksil radikallerini etkileyerek zincir kırıcı etki 

gösteren etkili bir antioksidandır(144,145). 

2.7.2.1.2.5. Albumin 

Albumin, 66 kDa‟luk bir molekül ağırlığında ve 585 aminoasit içerirmektedir. Bu 

protein insan plazmasında 35-50 mg/ml arasında bulunmakta ve yüksek derecede 

çözünebilmektedir. Albumin birçok fizyolojik ve farmakolojik etkiye sahiptir. Vücut 

içerisindeki farklı bölümler arasındaki sıvının dağılımında ve ozmotik basıncın 

düzenlenmesinde kilit bir role sahiptir. Genel olarak, albümin plazmadaki en önemli 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 

vücüdunda doğal olarak sentezlenebilen vitamin benzeri benzokinon bileĢiğidir. Aerobik 

solunum, aerobik metabolizma ya da hücre solunumu iĢlemlerinde enerji üretiminde hayati 

öneme sahiptir. Ġnsan hücrelerinde tirozinden sentezlenebilmektedir. Koenzim Q10, 

lipitlerdeki çözünürlüğü yüksek olan, hemen hemen bütün hücre membranlarında ve 
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lipoproteinlerde bulunmaktadır. Ayrıca,  mitokondri iç zarında bulunan, en az üç mitokondri 

enzimi (Kompleks I, II, III) için bir kofaktör görevinde olup oksidatif fosforilasyonda önemli 

bir rol oynamaktadır. Koenzim Q10 bir antioksidan olarak, serbest radikalleri süpürür, lipit ve 

protein peroksidasyonunu baskılar. (147) 

2.7.2.1.2.7. Selenyum 

Selenyum, antioksidan ve bağıĢıklık düzenleyici fonksiyona sahip temel bir elementtir. 

Aminoasit sentezinde kullanılır,  

 Selenyum, GPx aktivitesini artırarak SOR oluĢumunu baskılar (148).1-1-2-8.α-

lipoleik asit,α-Lipoik asit (1,2-ditiolan-3-pentanoik asit) ve α-lipoik asitin indirgenmiĢ formu 

dihidrolipoik asit  güçlü antioksidanlardandır. α-Lipoik asit , hidroksil, hipokloröz asit, 

peroksinitrit anyonu ve singlet oksijeni süpürür. Dihidrolipoik asit ayrıca süperoksit ve 

peroksil radikallerini de süpürür(149). 

2.7.2.1.2.8. Transferrin 

Transferrin beyin dâhil birçok dokuda sentezlenen önemli antioksidan proteindir.  

Transferin hücrelere Fe
+3

 taĢınmasından sorumlu bir taĢıyıcı proteindir.Transferin, esas olarak 

serumda bulunmasına rağmen, diğer vücut sıvılarında daha düĢük konsantrasyonlarda 

bulunur. Transferinin temel fonksiyonu hücrelere Fe
+3

 taĢır ve aynı zamanda önemli bir 

büyüme faktörüdür. Ferröz iyon (Fe
+2

), fenton reaksiyonu tarafından H2O2‟nin çok fazla 

derecede toksik olan OH‟ye dönüĢümünü katalizleyerek oksidatif strese sebep olur. 

Transferrin, serbest ferröz iyon konsantrasyonu azaltarak bir antioksidan olarak hareket eder 

(150). 

2.7.2.1.2.9. Seruloplazmin 

Transferrin beyin dâhil birçok dokuda sentezlenebilen  antioksidan özellikte önemli bir 

proteindir. Seruloplazmin kandaki Cu‟nun % 95‟ini taĢıyan bir α2 serum glikoproteinidir. 

Cu‟ya geri dönüĢümlü olarak bağlanır ve Cu metabolizmasında önemli bir role sahiptir(151). 

2.7.2.2. Eksojen Antioksidanlar 

Eksojen kaynaklı antioksidanları, vitamin eksojen antioksidanlar ve ilaç olarak 

kullanılan eksojen antioksidanlar olmak üzere iki grupta sınıflandırabiliriz. 
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2.7.2.2.1. Vitamin Eksojen Antioksidanlar 

α-tokoferol (E Vitamini), Folik Asit (Vitamin B9), β-Karoten (Avitamini), Askorbik Asit 

(C Vitamini) vitamin eksojen antioksidanlardandır. 

2.7.2.2.1.1. α-tokoferol(E Vitamini) 

E vitamini yüksek antioksidan potansiyeli olan yağda çözünebilen bir vitamindir.(115)  

E vitamini (α – tokoferol)  hücrede dolaĢan lipoproteinlerde ve membranlarda 

bulunmaktadır (134,151). 

Hücre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatüre yağ asitlerini serbest radikal 

etkisinden koruyan ilk savunma hattını oluĢturmaktadır. Bu moleküle yapısındaki fenolik 

hidroksil grubuna sahip aromatik halka antioksidan özellik kazandırmaktadır(120). α-

tokoferolün antioksidan olarak temel fonksiyonu lipit peroksidasyonuna karĢı korumada 

bulunmaktır (115). Vitamin E, radikallerin yok edilmesi, zincirin kırılması, baskılama, 

bozulan yapıların onarılması ve endojen savunma sistemlerinin güçlendirilmesi gibi 

mekanizmaların tamamını kullanarak antioksidan görevini yerine getirdiğinden antioksidan 

kapasitesi çok geniĢ ve yüksektir(152). E vitamini; kolon, prostat ve göğüs kanserleri, bazı 

kardiyovasküler hastalıklar, iskemi, katarakt, artritis ve nörolojik bozukluklara karĢı koruma 

özelliğine sahiptir (115). 

2.7.2.2.1.2. β-Karoten(Avitamini) 

Karotenoidler (β-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin), bazı bakteriler 

ve alglerde, çoğu zaman ise bitkilerde bulunan genelde sarı ve turuncu renkli pigmentlerdir. 

Ġnsan ve hayvanlar karotenoid biyosentezini gerçeklestiremedikleri için bubileĢikleri diyetle 

alırlar(129). 

β-karoten, karotenoidlerin yağda çözünen bir üyesidir(115). Duodenumda emilir ve 

yağ dokusunda depolanır(153). Bunlar aktif A vitaminine dönüĢebildikleri için provitamin 

olarak tanınırlar. β-karoten retinada retinole dönüĢtüğünden karanlıkta görüĢ için gereklidir 

(115). 

 β-karotenin singlet oksijeni bastırabildiği, süperoksit radikalini temizlediği ve peroksit 

radikalleriyle direkt olarak etkileĢerek antioksidan görev gördüğü belirlenmiĢtir (125). 

Antioksidan aktivitesi, yapısında bulunan konjuge çifte bağlar sayesinde olmaktadır. β– 

karoten;yapısında bulunan çifte bağlardan dolayı sarı, turuncu ya da kırmızı renkte 

bulunmaktadırlar.  A vitamine dönüĢebildiği için plazma dengesinin sağlanmasında görev 

almaktadır (151). 
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Karotenoidlerin DNA, lipid ve proteinlere karĢı oksidatif hasarı önlediği veya azalttığı 

bildirilmiĢtir (152). 

2.7.2.2.1.3. Askorbik Asit(VitaminC) 

VitaminC (askorbik asit; C6H8O6) altı karbonlu bir laktondur. Memelilerde insan hariç 

çoğu hayvan bu vitamini karaciğerde ya da böbreklerde (kuĢlar ve sürüngenler) glukozdan 

sentezleyebilmektedir. Çilek, portakal, kivi, kırmızı ve yeĢilbiber, domates ve patates iyi birer 

C vitamini kaynağıdırlar(153). 

Vitamin C, suda çözünebilen bir vitamindir. Kollajen, karnitin ve nörotransmitter 

biyosentezi için gereklidir (154). Vitamin C süperoksit, hidroperoksil, singlet oksijen, ozon, 

peroksinitrit, nitrojen dioksit, ve hipokloröz asit gibi reaktif oksijen türleri ve reaktif nitrojen 

türlerini kolaylıkla temizleyerek oksidatif hasara karĢı etkin bir Ģekilde koruma sağlamaktadır. 

Vitamin C lipitlerde çözünen radikallerin temizlenmesi yoluyla üretilen α-tokoferoksil 

radikallerinden α-tokoferolü yeniden oluĢturarak bir koantioksidan olarak hareket 

edebilmektedir(155).Ġntraselüler olarak gen ekspresyonunun düzenlenmesi, mRNA 

translasyonu, intraselüler proteinlerin oksidatif hasara karĢı korunması gibi antioksidatif 

etkileri vardır. Ġn vitro koĢullarda düĢük yoğunluklu lipoprotein oksidasyonunu önler 

(156).Vitamin C, sayılan bu antioksidan görevlerinin yanı sıra, proteine bağlı ferri demiri 

uzaklaĢtırarak ya da doğrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen 

peroksit ile etkileĢmeye ve sonunda hidroksil radikali oluĢturmaya uygun ferro demire 

dönüĢtürmektedir. Fakat bu etkinin gözlemlenebilmesi için sadece düĢük konsantrasyonda 

olması gerekir.Çünkü yüksek konsantrasyonlarda C vitamini güçlü 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 çözünebilen bir 

vitamin B üyesidir. Folik asit SOR‟u temizleyebilençok güçlü bir antioksidandır (157). Folik 

asit, DNA sentezi  ve kırmızı kan hücrelerinin üretimi için gereklidir. Kadın ve erkeklerde 

normal fertilite için önemlidir. Ayrıca, gebelik ve çocukluk gibi büyüme periyotlarında ve 

hücre bölünmesi sırasında rol almaktadır. Folik asit erkeklerde spermatogenezis için de 

gereklidir (158). Folik asit hem tek baĢına hem de diğer B vitaminleri ile birlikte plazma 

homosistein seviyesini düĢürmede etkilidir (157). 
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2.7.2.2.2. Ġlaç olarak kullanılan eksojen antioksidanlar(22,124). 

1) Ksantin oksidaz inhibitörleri (allopürinol, oksipürinol, pterin aldehit, tungsten) 

2) NADPH oksidaz inhibitörleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, 

nonsteroid antiinflamatuvar ilaçlar, diphenyline iodonium) 

3) Rekombinant süperoksit dismutaz 

4) Trolox-C (vitamin E analoğu) 

5) Endojen antioksidan aktiviteyi artıranlar (GSH-Px aktivitesini artıran ebselen ve 

asetilsistein) 

6) Nonenzimatik serbest radikal toplayıcılar (mannitol, albümin) 

7) Demir redoks döngüsü inhibitörleri (desferroksamin) 

8) Nötrofil adezyon inhibitörleri 

9) Sitokinler (TNF ve IL-1) 

10) Barbitüratlar 

11) Demir Ģelatörleri 
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2.8. Oksidatif Stres 

Serbest radikallerin organizmadaki oluĢum hızıyla bunların antioksidan sistemler 

tarafından kaldırılma hızı bir denge içerisindedir (ġekil:14). Bu duruma oksidatif denge adı 

verilmektedir. 

 

 

ġekil 14:Reaktif Oksijen Türleri OluĢumu ve Antioksidan Savunma Sistemi (159) 

 

Organizma oksidatif denge sağlandığı sürece serbest radikallerden etkilenmemektedir. 

Ancak antioksidan savunma bozulur ya da ortadan kalkarsa hücrelerin SOR üretimi artar ve 

denge bozulur. Sonuç olarak doku hasarı meydana gelir. Bu hasara „oksidatif stres‟ adı verilir 

(159,160). 

2.8.1. Oksidatif stres biyobelirteçleri 

2.8.1.1. Malondialdehit (MDA) 

Malondialdehit poliansatüre yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucu oluĢan stabil bir 

son üründür (106).MDA aldehit yapılı bileĢiktir. Membran kompanentlerinde çapraz 

bağlanma ve polimerizasyona yol açarak esneklik, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hücre 

yüzey determinantlarının agregasyonu gibi intrensik membran özelliklerini değiĢtirme 
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yeteneğine sahip olması yanında DNA‟nın nitrojen bazları ile de reaksiyona girebilir, amino 

grupları arasında çapraz bağlanmalara yol açabilmektedir. Oksidatif streste SOD ve CAT 

enzimleri yetersiz kaldığında serbest oksijen radikallerinin etkilerini hücre ve organel 

membranlarında lipid peroksidasyonunu baĢlatarak göstermektedir. MDA, oksidatif stresin 

spesifik bir göstergesi olarak kabul edilmektedir (161). 

2.8.1.2. Ġsoprostanlar  

8-iso-PGF2α, hücre membranları ve lipoproteinlerin fosfolipidlerinde bulunan 

araĢidonik aside oksidatif hasarın (serbest radikal) etkisiyle açığa çıkan prostaglandin 

analoğudur(162).

ġekil:15:Ġsoprostanların çoğunlukla COX aktivitesine bağımlı ve serbest radikallerin katalize 

ettiği sentezi (163) 

  Ġsoprostanlar oksidatif stresin güvenilir biyolojik belirteçleri olarak yaygın olarak 

bilinmektedir(164).DolaĢımdaki 8-iso-PGF2α konsantrasyonlarıın, metabolizma ve 

salınımdan ziyade büyük ölçüde üretime bağlı olduğu ve in vivo oksidatif stres derecesinin 

gerçek bir göstergesi olduğu gösterilmiĢtir (162).Kan veya idrarda spesifik bir izoprostan 

(15F2t-IsoP, daha önce 8-izo-PGF2a olarak adlandırılan) konsantrasyonunun ölçümü 

oksidatif stresin teĢhis değerlendirmesinde iyi bilinen bir yöntemdir (164).  
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2.9. NĠTROZATĠF STRES 

 Nitrozatif stres hücre fonksiyonlarını bozar ve nitrozilat proteinlerinin aĢırı derecede 

birikimi ile karekterize edilir. Hücreleri NO‟ya ve nitrozotiyollere karĢı spesifik enzimler 

korumaktadır(165). 

ONOO
- 
oksidatif etkiye sahip önemli bir mediyatördür. 3 mekanizma ile etkili olduğu 

düĢünülmektedir.  

1) OH
-. 

radikaline dönüĢerek, 

2) ONOO
-
‟in kendisi güçlü oksidasyon yeteneğine sahiptir ve molekülleri daha 

antioksidan sistemin etkisine fırsat bırakmayacak bir hızla okside etmektedir.  

3) Ömrü 1 sn kadar kısa olduğu için nitronyum iyonuna dönüĢerek tirozini 3 

pozisyonunda nitratlayarak nitrotirozin (3-NT) oluĢturmasıdır. Böylece tirozinin 

fosfatlanması engellenmekte ve hücre sinyalizasyonu bozulmaktadır. Proteinleri, 

protein olmayan sülfür  gruplarınıH2O2 göre 1000 kat kadar hızlı okside etmektedir. 

Metiyonin ile reaksiyona girerek α-1 antiproteinazı inaktive etmekte, lipid 

peroksidasyonuna neden olmakta ve proteinlerdeki halkalı amino asitleri nitro 

türevlerine dönüĢtürmektedir (97). 

Oksijenden üretilen en önemli reaktif türler arasında olan ONOO
-
, O2

-.
, H2O2, OH

-.
; membran 

hasarı, DNA yıkımı, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis 

ve nekrozla sonuçlanan hücre ölümü meydana getirmektedirler (166). 

ONOO
-
‟ in sorumlu tutulduğu pek çok hastalık mevcuttur (97): 

• Romatoid artrit  

• Kardiyovasküler sistem hastalıkları  

• Gastrit (H. Pylori enfeksiyonu) 

• Ġnflamatuar barsak hastalıkları  

• Deri inflamasyonu  

• Akut inflamasyon  

• Sepsis  

• Endotoksik Ģok 

• Akciğer hastalıkları 
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• Kistik fibrozis 

• YaĢlanma 

• Viral enfeksiyon 

• Diabetes mellitus 

• Alzheimer  

2.9.1. Nitrozatif stres biyobelirteçleri 

2.9.1.1. Nitrik oksit (NO) 

Ġnflamasyonvücudu hasar verici uyaranlara karĢı bir savunma mekanizması olarak 

tanımlanır. NO
.
inflamasyonda mojör mediatör olarak görev yapmaktadır. Diğer taraftan da 

NO
.
‟nun antienflamatur olabileceği bildirilmektedir. NO

.
‟nun fizyolojik etkisi esasında 

koruyucu ve antienflamatuar yöndedir. Ancak yüksek miktarlarda salıverildiği zaman ve 

ortamın redoks ve oksijenasyon durumuna bağlı olarak hedef hücrelerde ONOO
-
 oluĢumu 

üzerinde moleküler hedeflerin nitrozilasyonu/nitrasyonuna sebep olabilmektedir. Ayrıca 

mitokondriyel solunumu, DNA sentezini inhibe edebilir. Nitekim makrofajların oluĢturduğu 

nonspesifik sitotoksisiteye aracılık eder. Ġnflamasyonda görülen Lewis‟ in 3‟ lü (kızarıklık, 

ödem ve sıcaklık) yanıtına aracılık eden moleküllerden biri de NO
.
‟dur. Kızarma ve sıcaklık 

artıĢı vazodilatasyondan kaynaklanır. Ödem ise kapiller permeabilite artıĢından meydana 

gelmektedir (167).  

Nitrozatif stres sırasında NO
.
‟dan oluĢan ONOO

-
, DNA tek zincir kırılmasına sebep 

olmaktadır. Bu durumda nükleer bir enzim olan aktive olur. poli ADP riboz sentetazın 

substratı nikotinamid adenin dinükleotididir. Sonuçta glikoliz hızı elektron transportu ve ATP 

oluĢumu azalır, bu da akut hücre disfonksiyonuna ve hücre ölümüne sebep olmaktadır(168).  

2.9.1.2. Nitrotirozin (3-NT) 

Nitrozatif stres biyomoleküllerin nitrozasyon tepkimesine uğramasıyla meydana 

gelmektedir. Nükleofil bir gruba, reaktif nitrojen oksit türleri tarafından nitrozonyum (NO
+
) 

grubu aktarılarak nitrozil türevinin oluĢturulmasıdır (169). 

1990 yılında Ohshima ve arkadaĢları tarafından insan idrarında serbest nitrotirozin ve onun 

deaminlenmis/dekarboksillenmiĢ metaboliti olan 3-nitro-4-hidroksifenil asetatın tespit 

edilmesiyle in vivo 3-NT oluĢumu ilk kez kanıtlanmıĢtır. 3-NT, normal bireylerin plazma ve 
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dokularında saptanamayacak kadar düĢük seviyelerdeyken, inflamatuar ve dejeneratif süreçler 

gibi artmıĢ NO
.
 üretimi ve oksidatif stresle iliĢkili durumlarda anlamlı miktarda artıĢ 

göstermektedir (170). 

Ġn vivo olarak NO
.
 ve NO

.
türevlimaddelerin ölçümlerioldukça zordur. Çünkü; NO

.
, 

ONOO
- 
ve benzer türler çok çabuk bozulan radikaller olduklarından dolayı kendine özgün 

ölçüm yötemlerinin teknik imkanları yoktur. Bu zorluğu aĢmanın bir yolu biyobelirteçlerdir. 

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

ONOO
-
 reaktif CO2 ile sulu ortamlarda reaksiyona girerek ONOOCO2

-
‟ yi meydana 

getirir. ONOOCO2
- 
hemolitik parçalanma ile tirozin nitrasyonuna katılan karbonat (CO3

-
) ve 

nitrojen dioksit (NO2
-.
) radikallerini oluĢturmaktadır (172).(ġekil:16) 

NO
.
, NO2

-.
‟ ye dönüĢen NO2

-
‟ e okside olabilir. NO2

- 
ve  H2O2 myeloperoksidaz gibi 

bir peroksidaz enzimi ile metabolize edilir ve böylece tirozin nitrasyonuna öncülük eden OH
-

.
ve NO2

- 
meydana gelmektedir(172). 

 

 

ġekil 16:ONOO
-
  Aracılı Protein Tirozin Nitrasyon Yolu (97) 

 

2.10. Kına (Lawsania inermis L.)  Bitkisi 

Tarih boyunca gerek hastalıkların tedavisinde, gerek çeĢitli ritüellerde, gerekse 

kozmetik amaçlarla kullanılan kına (Lawsonia inermis); kınagiller(Lythraceae) 

familyasındandır (173,174). Kökeni Kuzey Afrika ve Güneybatı Asya olan, 9000 yıllık bir 

geçmiĢe sahip kına (Lawsania inermis L.)‟nın, Henna, Mhendi, Shudi, Madurang, Mendi, 

Manghati, Madayantika ve Goranti gibi birçok ismi bulunmaktadır (175).Günümüzde 
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Afrika‟nın kuzeyi, Ġran, Hindistan, Pakistan, Arabistan, Seylan gibi ülkelerde ve ülkemizin de 

Güney Anadolu Bölgesi‟nde yetiĢtirilmektedir (174,176). 

 

 

Resim 1:Lawsonia Inermis L. (179) 

Kına (Lawsania inermis L.) bitkisi tropikal ve yarı-kurak iklimlere özgüdür. Bu 

nedenle en iyi yetiĢtirme sıcaklık aralığı 35-45
o
C dir. YağıĢların baĢladığı dönemlerde hızla 

büyümekte ve filizlenmektedir.Kuru ve uzun süreli soğuk günlerde, bitkinin yaprakları 

sararmaya ve dökülmeye baĢlamaktadır.11
◦
C nin altında minimum koĢullarda yaĢamaya 

devam eden kınabitkisi sıcaklığın 5
◦
C‟nin altına düĢmesi halinde ölmektedir (180). 

2.10.1. Kına (Lawsania inermis L.) bitkisinin farklı kültürlerde kullanımı 

Kına (Lawsania inermis L.)‟ın tarihte bilinen en eski kullanımına Antik Mısır 

döneminde rastlanmaktadır.Antik Mısır döneminde mumyalarının tırnaklarının ve sargılarının 

kına ile boyandığı bildirilmiĢtir (181). 

Doğu Akdeniz‟de Tunç devrinden beri doğum ve evlilik merasimleri gibi çeĢitli 

geleneksel törenlerde ve halk hekimliğinde kına(Lawsania inermis L.)‟ınkullanıldığına dair 

kanıtlar bulunmaktadır (182). 

Hindistan‟da ve çöl ikliminin hakimolduğu bölgelerde serinletici etki oluĢturması 

nedeniyle, ezilen kına yapraklarının çamurla karıĢtırılarak el ve ayaklara sürüldüğü 

bilinmektedir (171). Öte yandan Hint kültüründe kına (Lawsania inermis L.)‟nın doğurganlığı 

Kına  (Lawsania inermis L.) bitkisi çok dallı, 

tüysüz ve 2-6 m yükseklikte bir gövdeye 

sahiptir (177). Gövdesinde birbirine karĢılıklı 

duran tüysüz, lanseolat damarlı yapraklara 

sahiptir. Meyveleri küçük 4-8 mm çapında 

kahverengimsi kapsüller Ģeklinde, tohumları 

ise 3mm çapında köĢeli ve sert tohum 

kabuğu ile sarılmıĢ vaziyettedir (178), 

(Resim:1). 
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ve bereketi sembolize ettiği ve Hindu düğünlerinde geleneksel el ve ayak boyama iĢleminde 

sıkça kullanıldığı gözlenmiĢtir (183,184). 

Malezya halk hekimliğinde, kına(Lawsania inermis L.)‟nın taze yapraklarından 

hazırlanan lapa ve yapraklarından hazırlanan dekoksiyonunun kullanıldığı belirtilmiĢtir. (185) 

Endonezya‟da yapraklarından hazırlanan macun (Resim:2) tırnak hastalıklarında ve 

herpes enfeksiyonunda, çok genç meyvelerinden hazırlanan merhem ise uyuz tedavisinde 

kullanılmıĢtır. HoĢ kokulu çiçekleri de parfüm sanayiinde önemli bir yere sahiptir (185). 

 

Resim 2:Kına (Lawsania inermis L.) Bitkisinin Yapraklarından Elde Edilen Toz ve Macun 

(186) 

Kuzey Afrika ve Ortadoğu‟daki ritüellerde de sıkça kullanıldığı, yaprağından elde 

edilen tozunun turuncu-kırmızı bir boya rengi vermesi sebebiyle de pek çok kültürde özellikle 

kadınlar arasında saç boyamak, elleri, tırnakları ve ayakları çeĢitli desenlere boyamak 

suretiyle kullanılan yaygın bir süslenme aracı olduğu bilinmektedir (181). 

Türk halk kültüründe de geleneksel törenlerde, hastalıkların tedavisinde ve kozmetik 

amaçlarla kullanılması bakımından önemli bir yere sahiptir (187). Öteyandan Türk 

inançlarında kına (Lawsania inermis L.) yakılan varlığın seçilmiĢ, adak edilmiĢ olanı 

sembolize ettiği, ona zarar vermenin ise uğursuzluk ve felaket getireceği 

düĢünülmektedir(188). Kesilecek kurbana, askere gidecek gençlere, gelinlere, sünnet edilecek 

çocuklara, hatta ahirete hazırlama adına ölüm döĢeğindeki yaĢlılara da kına (Lawsania 

inermis L.) yakıldığı gözlenmektedir(189). 

            Filipinler‟de çiçeklerinin uyku getirici (soporifik) etki gösterdiği rapor edilmiĢtir 

(185). 
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2.10.2. Kına(Lawsania inermis L.) bitkisinde bulunan kimyasal bileĢenler 

Kına(Lawsania inermis L.)bitkisindeki kimyasal bileĢenler (ġekil:17) ; baĢlıca bileĢen, 

lawsone (2-hidroksi-1,4 naftakinon)  (C10H6O3) olarak bilinmektedir. Bu bileĢiğin yanı sıra 

kınanın yapısında yağ, gallik asit, reçine, glikoz, mannitol, zamk ve eser miktarda alkoloid 

bulunmaktadır.  

 Çiçekler koyu kahverengi ve güçlü kokulu uçucu yağlar,α-ve β-iyononlar, azotlu 

bileĢikler ve reçine içermektedir (190). 

 Tohumlar, protein (% 5), karbonhidrat (% 33,62), lif (% 33,5), yağlar (% 10-11) ve 

behenik asit, stearik asit, palmitik asit, oleik asit, linoleik asitten oluĢan kompozit, balmumu 

ve renklendirici maddeler içermektedir.  

Köklerde ise kırmızı renk verici maddeler bulunmaktadır (191).   

Yapraklarındaki temel bileĢik lawsone (2-hidroksi-1,4 naftakinon) (C10H6O3) 

bileĢiğidir. Bu bileĢiğin yanı sıra luteolin-7-o-glikozid, luteolin-3-o-glikozid, stigmasterol, 

kozmosiin (asasetin-7-o-glukozid), asasetin, pkumarik asit, fraksetin, skopoletin, eskuletin, 

1,2-dihidroksi-4-o-glukoziloksinaftalen, lawsoniasit, laliosit, 2-metoksi-3-metil-1,4-

naftakinon, apiin, apigenin, lupeol, betulin, betulinik asit bileĢikleri de bulunmaktadır (191).

 

ġekil 17:Kına (Lawsania inermis L.) Bitkisinde Bulunan Kimyasal BileĢenler (186) 
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2.10.3.Kına bitkisinin farmakolojik ve biyolojik etkileri 

 Kına (Lawsania inermis L.) çeĢitli farmakolojik aktivite spekturumuna sahip her 

derde deva tıbbi bitki olarak düĢünülmektedir. Bu çeĢitlilik bitkideki çeĢitli aktiviteden 

sorumlu çeĢitli kimyasal bileĢenlerineĢsiz kaynağı olmasındandır (1). 

*Antifungal etki*Antikoagülan etki *Antidiyabetik etki 

*Antibakteriyel etki*Nootropik etki*Antikanser etki 

*Antiviral etki*Hepatoprotektif etki*Ağrı Kesici etki 

*Enzim inhibitör etki*BağıĢıklığı düzenleyici etki 

*Yara iyileĢtirici etki*Hafıza ve DavranıĢ Etkinliği 

2.10.4.  Kınanın geleneksel kullanımda kulanılan kısımları 

 

(a)                                            (b)                               (c) 

(d)                                       (e)                                       (f) 

Resim 3: Kına (Lawsonia Inermis L)’ nın Geleneksel Kullanımda Kulanılan Kısımları 

(a):Yaprak, (b):Tohum, (c):Meyve, (d):Çiçek, (e):Dal, (f):Kök (1) 
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Tablo 3: Kına (Lawsonia Inermis L)’nın Geleneksel Kullanımda Kulanılan Kısımları 

(Resim:3) 

Bitki kısmı Geleneksel kullanım 

Tohumlar AteĢ düĢürücü,hafıza kuvvetlendirici,kabızlık, sıtma, akıl 

hastalığı, 

Ġshal, Dizanteri,Humma 

Yapraklar             Ödem, Kusma, Kabızlık, Balgam söktürücü, BronĢit, 

Dizanteri, Antienflamatuvar,Cüzzam, Yara iyileĢtirici, AteĢ, Ülser, 

Cüzzam, Uyuz 

Bel ağrısı,  SakinleĢtirici,Sarılık,Hemopati,Yangı, AteĢ düĢürücü 

Çiçekler Kardiyotonik, AteĢ düĢürücü,BaĢ ağrısı,Akıl 

hastalığı,Humma 

Kabuk Deri hastalıkları, Cüzzam,Sarılık,Yanma hissi 

Kökler Diüretik,Yanma hissi,Amonore, Adet hızlandırıcı 
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3. MATERYAL VE METOT 

Bu çalıĢmada 250-350 gram ağırlığında, 24 adet sağlıklı Wistar Albino cinsi erkek rat 

(KahramanmaraĢ Sütçü Ġmam Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel AraĢtırma Laboratuvarı, 

KahramanmaraĢ) kullanıldı.  

 

 

Resim 4:Ratların Beslenmesi 

 

04.10.2016 tarihli 1 sayılı KahramanmaraĢ Sütçü Ġmam Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deney Hayvanları Etik Kurul izni ile baĢlanan çalıĢmamız süresince hayvan hakları ile ilgili 

NIH tarafından belirlenen „Hayvan Haklarının Korunması‟ hususundaki esaslara özenle 

uyuldu. 

3.1.Deney Grupları 

Denekler rastlantısal olarak 3 gruba ayrılarak çalıĢma grupları oluĢturuldu. Deneklere 

anestezik olarak ketamin (50mg/kg) intraperitonalinjeksiyon ile uygulandı. 

Grup 1 (Kontrol grubu, n=8): Sadece renal Ġskemi-reperfüzyon (30 dakika iskemi ve 

ardından 30 dakika reperfüzyon) uygulandı. 

Grup 2 (Sham grubu, n=8): Renal Ġskemi-reperfüzyon (30 dakika iskemi ve ardından 30 

dakika reperfüzyon) + 0,5 ml intraperitonal (ĠP) yolla serum fizyolojik (%0,9 NaCl) 5 gün 

süreyle verildi. 

Grup 3 (Tedavi grubu, n=8): Renal iskemi reperfüzyon (30 dakika iskemi ve ardından 30 

dakika reperfüzyon) + 0,5 mL liyofilize henna yaprak ekstratı (50 mg/kg/gün) 5 gün süreyle 

uygulandı. 

 

 

           Ratlar, % 50-60 nem oranı, 25
o
C oda 

ısısında tutularak ıĢık düzeni 12 saat aydınlık 

ve 12 saat karanlık olacak Ģekilde ayarlanan 

odalarda yaĢatıldı. Ratlar oda sıcaklığında, bir 

kafeste dörder tane olmak üzere temiz bir 

ortamda, standart laboratuvar koĢullarında, rat 

yemi ve çeĢme suyu verilerek bakıldı 

(Resim:4). 
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Enjeksiyonu hazırlamak için, 50 mg/kg/gün liyofilize kına yaprak ekstratını,fındık 

yağı ve % 0,9‟luk sterilserum fizyolojik ile çözülerek (4:1 oranında)  kullanıldı. 

3.2. Cerrahi Yöntem 

ÇalıĢma KSÜ Tıp Fakültesi Deneysel AraĢtırma Laboratuarında gerçekleĢtirildi. 

Ratlar laboratuara getirildiler ve tek tek tartılarak her birine intraperitonal olarak 50 mg/kg 

dozunda ketamin hidroklorid (Ketalar flakon, EczacıbaĢı Türkiye) verilerek anestezi sağlandı. 

Ġskemi/reperfüzyon yapılacak deney hayvanlarına anestezi altında, midline laparotomi 

yapıldı. Sol renal arter izole edilerek, antitravmatik vaskular klemp yardımıyla 30 dakika süre 

ile kan akıĢı durduruldu. 30 dakikalık iskeminin hemen ardından 30 dakikalık reperfüzyon 

iĢlemi uygulandı (Resim:5).Reperfüzyon süresince her bir deney hayvanına yapılan 

cerrahiden sonra kaybolan sıvının hipovolemik etkilerine engel olunması için karın boĢluğuna 

steril serum fizyolojik verildi. 

 

 

(a)                                                                            (b)  

Resim 5:Sol Böbrek Renal Ġskemi ve Reperfüzyon 

(a) Sol Böbrek Renal Ġskemi, (b)Sol Böbrek Renal Reperfüzyon 

 

  Deney sonunda hayvanlara ötenazi yapılarak böbrek dokuları alındı. Dokular ikiye 

bölünerek bir kısmı biyokimyasal analizler için ayrıldı. Diğer doku parçaları ise formaldehitli 

kap içerisine alınarak muhafaza edildi. Histopatolojik değerlendirme Sütçü imam Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalında, biyokimyasal değerlendirmeler ise KSÜ Tıp 

Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalında yapıldı. 
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3.3. ÇalıĢmada Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

- 1,1,3,3 tetrametoksipropan                                                                Sigma  

- Bakır sülfat                     CuSO4 .5H2O            Sigma  

- 2-[2-Tiyobarbitürik asit]                             TBA                Merck  

- Etilendiamin tetraasetik asit                        Na2EDTA      Sigma  

- Disodyum hidrojen fosfat                           Na2HPO4.12H2O               Merck  

- Sodyum dihidrojen monofosfat                  NaH2PO4    Merck  

- Dipotasyum hidrojen fosfat                         K2HPO4   Merck  

- Potasyum dihidrojen fosfat                         KH2PO4   Merck  

- Folin-Ciocalteu                                            Fenol ayıracı                  Sigma  

- Hidrojen peroksit                                         H2O2     Merck  

- Lauril sülfat                                                 SDS               Sigma  

- n-Butanol                                                    1-Butanol        Merck  

- Piridin                                                                                 Merck  

- Sodyum hidroksit                                        NaOH         Merck  

- Sodyum karbonat                                        Na2CO3   Merck  

- Sodyum klorür                                             NaCl                               Merck  

- Sodyum potasyum tartarat                          Na-K tartarat                  Sigma  

- Tris baz         Sigma  

- Tris hidroklorit                                             Tris-HCl                  Sigma  

- β-Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat    β-NADPH                    Sigma  

- Hidroklorik asit                HCl                  Merck  

- Formaldehit                     HCHO            Sigma  

- Etanol                                                           C2H6O               Sigma  

- Asetik Asit                                                   CH3COOH                Sigma  

- Ksantin                                                                                         Sigma  

- CAPS                                                                                                Sigma  

- Ksantin oksidaz                                                                               Sigma  

- Iodonitrotetrazolium klorür                         INT                                 Sigma  
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3.4.ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar 

 

- Derin Dondurucu                                               Samsung    

- pH metre                                                           Hanna Ġnstruments  

- Hassas Terazi                                                     Radwag  

- UV Spektrofotometre                                        Shimadzu  

- Buz Makinesi                                                   Scotsman  

- Distile su cihazı                                             Merck  

- Manyetik KarıĢtırıcı                                            Mtops  

- Soğutmalı santrifüjHettich  

- Cam Kalemi  

- Fotoğraf makinesi  

- Hayvan Kafesi  

- Homojenizatör düzeneği  

- Lam     

- Lamel  

- Mezür (25ml,50 ml,100 ml,250 ml,500 ml)  

- Mikroskop  

- Operasyon Takımı  

- Otomatik pipet, pastör pipeti  

-Su Banyosu                            

-Vorteks 
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3.5.Homojenat Hazırlama 

 

               . 

Resim 6:Homojenat Hazırlama 

 

3.6. Protein Düzeyinin Tayini 

Bu metot proteinlerin içerdiği trozin ve triptofanrezidülerininfosfotungustik 

fosfomolibdik asit ile verdiği renk reaksiyonunun spektrofotometrik yöntemle 750 

nm‟dekiabsorbans ölçümüne dayanır. 

 

Ayıraçlar  

1. A çözeltisi:  

         %2 Na2CO3                      2 g hazırlanır  

         0,1 N NaOH ile 100 ml‟ye tamamlanır.  

2.  B Çözeltisi: B1 ve B2 çözeltilerinden oluĢur. 

          a) B1 Çözeltisi:  

          % 1 CuSO4.5H2O 1g hazırlanır 

          Saf suyla 100 ml‟ye tamamlanır. 

          b) B2 Çözeltisi: 

       %2 Na-K tartarat 2g hazırlanır 

          Saf suyla 100 ml‟ye tamamlanır. 

3.  C Çözeltisi(Günlük hazırlanır) 

           50 ml A + 1 ml B (0,5 ml B1+0,5 ml B2) karıĢtırılır.   

Biyokimyasal incelemeler için dokular 

%1,15 KCI ile 1 devir/dakika hızda 3 dk boyunca 

homojenize edildi. Enzim aktive kaybını önlemek 

amacıyla örnekler buz dolu küvete yerleĢtirildi. 

Daha sonra homojenatlar +4 ºC‟de 14000 rpm‟de 

30 dakika santrifüj edildi (Resim 6). Üstteki 

süpernatantlar alındı ve ependorf tüplere ayrıldı. 

Ayrılan süpernatantlardan Protein, NO, 3NT, 

MDA  düzeyleri ile SOD, CAT enzim aktivite 

ölçümleri yapıldı. 
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4.  D Çözeltisi (Günlük hazırlanır)     

FolinCioacalteu 1: 1,5 (v/v) oranında saf su ile sulandırılır(192). 

Standart Eğrinin çizimi 

Stok standart için 0,3 g/dl bovinalbumin hazırlanır. Hazırlanan stok standarttan 5 ml 

alınıp 100 ml‟ ye serum fizyolojik ile tamamlandığında 150 μg/ml konsatrasyon elde edilir. 

Bundan seri sulandırma ile 150, 120, 90, 60, 30 μg/ml‟ likkonsatrasyonlar (Tablo:4) elde 

edilerek 750 nm‟de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere göre konsatrasyon-

absarbans eğrisi çizilir (ġekil:18) ve her numune ölçümünde standart eğri tekrarlanır (192). 

Tablo 4. Protein standart eğri çizimi için tüplerin hazırlanıĢı 

Tüp No   Kör        1      2       3       4       5 

Konsantrasyon(μg/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 Çözeltisi (ml)      3         3       3       3        3       3 

15 dakika oda ısısında bekletilir 

D Çözeltisi (ml)     0,3      0,3       0,3      0,3      0,3      0,3 

Oda ısısında 30 dakika bekletilir ve 750 nm‟de köre karĢı okunur. 

 

 

  

ġekil 18: Protein standart eğrisi 
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Böbrek dokularındanhazırlanan süpernatantta protein tayinini yapmak için, 

süpernatant1:50 oranında serum fizyolojik ile sulandırılır ve protein tayini yapılır. Bunun için 

üç tüp alınır ve çözeltiler aĢağıdaki Ģekilde tüplere konulur (Tablo:5). 

Tablo 5: Doku örneğinde protein tayini için tüplerin hazırlanıĢı 

 Kör (ml) Standart 

(ml) 

Örnek (ml) 

Serum  fizyolojik 0,3 - - 

Standart - 0,3 - 

Süpernatant - - 0,3 

C Çözeltisi 3 3 3 

15 dakika oda ısısında bekletilir 

D Çözeltisi 0,3 0,3 0,3 

Oda ısısında 30 dakika bekletilir ve 750 nm‟de köre karĢı okunur. 

 

 

Hesaplanması 

Doku örneğinin absorbansı standartın absorbansı ile karĢılaĢtırılarak veya doğrudan 

standart eğrisinden değerlendirilir ve dilüsyon katsayısı ile çarpılarak sonuç verilir. 

3.7. Biyokimyasal Ölçümler 

3.7.1. Malondialdehit Düzeyinin Tayini  

Aerobik Ģartlarda pH 3,40‟ de tiyobarbitürik asit (TBA) ile örneğin 90-95ºC‟de 

inkübasyonu sonucu oluĢan lipit peroksidasyonunun sekonder ürünü olan MDA‟nın TBA ile  

pembe renkli kompleks oluĢturma esasına dayanır. OluĢan bu renk Ģiddeti ortamdaki MDA 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. 532 nm‟de spektrofotometrik olarak değerlendirilir 

(193). 

Ayıraçlar 

1. SDS %8,1‟lik  

Sodyum Dodesil Sülfat(SDS) 

2. Asetik Asit %20‟lik (pH 3,5)  

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

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

5. Stok Standart 1.1.3.3 tetramethoksipropan (yoğunluk = 0,99 g/ml) 
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Standart Eğri Çizimi 

Standart eğri çizimi yapılırken stok sandarttan 6,6 µl alınıp 100 ml‟ye saf su ile 

tamamlanarak günlük standart hazırlanır. Daha sonra 10,20,40,60,80 ve 100 nmol/ml 

konsantrasyonunda çalıĢma standartları hazırlanır. Ayraçlar tüplere tablp 6‟da belirtildiği 

Ģekilde ilave edilirler (Tablo:6). 

Tablo 6: MDA standart eğri çizimi için tüplerin hazırlanıĢı 

Tüp 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)     1,5     1,5     1,5     1,5     1,5     1,5     1,5 

TBA(ml)     1,5     1,5     1,5     1,5     1,5     1,5     1,5 

Saf  su (ml)     0,8     0,7     0,7     0,7     0,7     0,7     0,7 

Vorteksle karıĢtırılır.60 dk 90 Cº‟de inkübe edildikten sonra musluk suyu altında soğutulur. 

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     5,0     5,0 

Vorteksle karıĢtırılır.4000 rpm „de 10 dakika santrifüj edilir. 

 

Tüpler n-Butanol/Piridin ilavesinden sonra iyice karıĢtırılır. Daha sonra 4000 rpm‟de 

10 dakika santrifüj edilir, üstteki organik kısım (üst faz) alınarak 532 nm‟de absorbans 

fotometrik olarak okunur ve standart eğri grafiği çizilir (ġekil:19). 
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Konsantrasyon(nmol/mL) 

ġekil 19 : MDA standart eğrisi grafiği 

 

Dokuda MDA düzeyinin tayini için örnek çalıĢması yapılırken de yukarıdaki tabloda 

verildiği gibi tüpler belirli hacimde hazırlanır, doku örneği alınır ve MDA tayini yapılır. 

Ayrıntılı bilgi tablo 7‟de gösterilmiĢtir. 

Tablo 7: Dokuda MDA düzeyinin tayini için tüplerin hazırlanıĢı 

 Örnek Standart Kör 

Homojenat(Örnek) 0,1 ml - - 

Standart - 0,1 ml - 

%8.1 SDS 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml 

%20 Asetik Asit  1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 

%0.8 TBA (sulu) 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml 

Saf su (ml) 0,7 ml 0,7 ml 0,8 ml 

Vorteksle karıĢtırılır.60 dk 90 Cº‟de inkübe edildikten sonra musluk suyu altında soğutulur. 

Saf su (ml) 1 ml 1 ml 1 ml 

n-Butanol/Piridin 

(v:v 15/1 oranında) 

5 ml 5 ml 5 ml 

Tüpler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karıĢtırılır. Daha sonra 4000 rpm‟de 

10 dakika santrifüj edilir, üstteki organik kısım(üst faz) alınarak 532 nm‟de absorbans 

fotometrik olarak okunur. Sonuç standart eğrisinden değerlendirilir. 
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 Hesaplanması 

nmol/ml olarak ölçülen MDA düzeyi nmol/mg protein olarak verilmiĢtir. 

MDA Düzeyi (nmol/mg protein) = MDA değeri (nmol/ml)  

protein (mg/ml) 

3.7.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini 

            Süperoksit dismutaz, oksidatif enerji üretimi sırasında oluĢan toksik süperoksit 

radikallerinin hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dismutasyonunu hızlandırır. Bu 

yöntem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanılarak oluĢturulan süperoksit radikallerinin, 2-[4-

iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet: 

INT) ile meydana getirdiği kırmızı renkli formazan boyasının 505 nm dalga boyunda verdiği 

optik dansitenin (OD) okunması esasına dayanmaktadır. Örnekte bulunan SOD, süperoksit 

radikallerini ortamdan uzaklaĢtırarak 2 numaralı formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonuçta 

oluĢan kırmızı rengin OD‟si SOD yokluğunda oluĢan renge göre azalır, bu aradaki farkın 

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi ölçülür(194). 

 

 Ayıraçlar 

 

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

50,00 mM CAPS                     1,1065gr 

0,94 mM  EDTA                      0,035gr 

DoymuĢ NaOH                        11,1 µl 

         Saf su ile 100 ml „ye tamamlanır 

 

2. Substrat KarıĢımı 

          0,05 mM Ksantin                   0,00152gr 

          INT                                        0,00253gr 

          Bu karıĢım CAPS tamponuyla 100 ml‟ye tamamlanır. 

 

3. 80 Ü/L Ksantin oksidaz 

          50 Ü Ksantin oksidaz             3,04µl 

          Saf su ile 1 ml‟ye tamamlanır. 

 

4. 0.01 MFosfat tamponu (pH:7 ayarlanır) 
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          Na2PO4           54,91mg 

          NaH2PO4                            3,58mg 

Saf su ile 100 ml „ye tamamlanır. 

1. Standart (S6): 5,6 Ü/ml SOD içeren Ransod kitinin standardıdır. 

 

 Standart Eğri Çizimi 

Liyofilize (hızlı dondurulmuĢ, mikroorganizma içermeyen,steril) olarak hazırlanmıĢ 

SOD standardı 10 ml distile su ile sulandırılır.Standart eğri çiziminde kullanılacak olan diğer 

SOD deriĢimleri fosfat tamponuyla Tablo8‟daki gibi hazırlanır.2-8ºC‟de saklandığında 2 hafta 

süreyle dayanıklıdır. 

Tablo 8: SOD standart eğri çizimi için tüplerin hazırlanıĢı 

Kullanılacak 

Standartlar 

Standart Solüsyonun 

Hacmi 

M Fosfat 

Tamponunun Hacmi 

SOD deriĢimi 

(Ü/ml) 

S5 6 ml S6 5 ml 2,8 

S4 5 ml S5 5 ml 1,4 

S3 5 ml S4 5 ml 0,7 

S2 3 ml S3 5 ml 0,23 

S1: Kör (fosfat tamponu)   

  

Yöntem de; süperoksit dismutaz aktive tayini yapılırken, böbrek doku hücrelerinden 

hazırlanan süpernatantlar %30 ile %60 arasında % inhibisyon aralığı olacak Ģekilde 0,01 M 

fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre örnek) oranında sulandırılır ve 

aktivite tayini yapılır. 

Tablo 9: SOD standart eğri çizimi için kuvars küvetlerin hazırlanıĢı 

 Kör (µL) Standart(µL) 

Standart      -     25 

0.01 M Fosfat Tamponu     25     - 

Substrat KarıĢımı    850    850 

Küvetler iyice karıĢtırılır. 

Ksantin oksidaz    125    125 
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Resim 7: Spektrofotometrede Ölçüm 

 

 Hesaplama 

 ÇalıĢma körü SOD içermediği için inhibisyona uğramamıĢ reaksiyon olarak kabul 

edilir ve değeri %100 olarak alınır. Tüm standartlar için % inhibisyon değeri bunlara ait 

çalıĢma körüyle oranlanarak hesaplama yapılır. 

ΔA/dak. standart =A2-A1 / 3 dakika 

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

                                                   Δ A çalıĢma körü       

Hesaplama yapıldıktan sonra x yatay eksenine SOD deriĢimlerinin (Ü/ml) logoritmik 

dönüĢüm değerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon değeri yazılarak standart 

eğri elde edilir (ġekil:20). 

 

ġekil 20: SOD standart eğrisi 

 

  

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karıĢtırılır. 30 

saniye sonra çalıĢma körünün ve standardın 37 ºC‟de, 

505 nm dalga boyunda havaya karĢı baĢlangıç 

absorbansları (A1) okunur. Aynı anda kronometre 

çalıĢtırılarak 3 dakika sonra son absorbansları (A2) 

tekrar okunur (Resim 7). 
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Örnek ÇalıĢması 

Tablo 10: Dokuda SOD aktivite tayini için kuvars tüplerin hazırlanıĢı 

 Kör (µL) Standart(µL) 

Standart - 25 

0.01 M Fosfat Tamponu 25 - 

Substrat KarıĢımı 850 850 

Küvetler iyice karıĢtırılır. 

Ksantin oksidaz 125 125 

 

Dokudaki SOD aktivite tayini için kuvars tüpler tablo 10‟ daki gibi hazırlanır. Tüpler 

tekrar karıĢtırıldıktan 30 saniye sonra 37ºC‟de, 505 nm dalga boyunda havaya karĢı baĢlangıç 

absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur. 

 

 Hesaplama 

ΔA/dak. standart =A2-A1 / 3 dakika 

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

                                                    Δ A çalıĢma körü       

Örneğe ait hesaplanan yüzde inhibisyon değerine karĢılık gelen SOD değeri standart 

eğri kullanılarak bulunur. Ü/ml biriminden ölçülen SOD aktivitesi Ü/mg protein birimi olarak 

verilmiĢtir. 

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

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

Katalaz, H2O2‟ nin yıkımını katalize eder. H2O2‟ nin CAT tarafından yıkım hızı, 

H2O2‟nin 230 nm‟de ıĢığı absorbe etmesinden yararlanılarak spektrofotometrik olarak 

ölçülebilir (195). 

 

Ayıraçlar 

1. 1M Tris-HCI, 5mM Na2 EDTA tamponu,pH 8,0 

      Tris-Baz                        5,358gr 

      Tris-HCI                        8,787gr 

      Na2EDTA                     0,1461gr 

     Saf su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

2. 1 M Fosfat tamponu, pH 7.0 

                 K2HPO4                      6,723gr 

                 KH2PO4                      8,344gr 

Saf su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

3. 10 mM H2O2 

   %30‟ luk peroksitten 10 µl alınır ve 9,990 µl saf suyla tamamlanır. 

4. Etanol (%95‟lik) 

 

 Yöntem 

             Katalaz aktivite tayini için, doku süpernatanı 1:50 oranında saf su ile sulandırılır ve 1 

ml‟sine 20 µl saf etanol ilave edilir, karıĢtırılır ve aktivite tayini yapana kadar tüplerin ağzı 

kapalı bekletilir. Deneye baĢlamadan önce, günlük olarak hazırlanan 10 mM H2O2 

konsatrasyonunun doğru ayarlanıp ayarlanmadığı fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun için 

fosfat tamponu 1:10 oranında saf su ile sulandırılabilir. Ayarlanma yapılırken 1ml‟lik küvete 

900 µl saf su 100 µl fosfat tamponu koyulur karıĢtırılır ve bu karıĢımın 900 µl‟ 230 nm‟de 

fotometrik olarak okunur OD1 olarak kaydedilir. Daha sonra aynı küvete hazırladığımız 10 

mM„lık peroksitten (H2O2) 100 µl koyulur ve tekrar okuma yapılır absorbans değeri OD2 

olarak kaydedilir. OD2-OD1= 0,071 olmalıdır. Bu değer bulunduktan sonra hazırlanan 

peroksidin konsatrasyonu tam 10 mM‟dır denilir ve kuvars küvetler tablo 11‟ de gösterildiği 

Ģekilde hazırlanarak deneye gibi baĢlanır.  
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Tablo 11: Dokuda CAT aktivite tayini için kuvars küvetlerinin hazırlanıĢı 

 Kör 

(µl) 

Numune 

(µl) 

1M Tris-HCI, 5mM Na2 EDTA tamponu,pH 8.0 50 50 

10 mM H2O2  - 900 

Saf su 930 30 

37 ºC‟de 10 dakika inkübe edilir. 

Örnek (sulandırılmıĢ) 20 20 

 

 

 

 

Resim 8: Spektrofotometreye numune yerleĢtirme 

 Hesaplama 

           CAT Aktivitesi (Ü/ml) =  ΔOD x VT (1.0 ml) 

                              0,071 x VH (0,02 ml) 

ΔOD: Dakikadaki optik dansite değiĢimi 

VH: Örnek hacmi 

VT: Toplam hacim 

0,071: 10mM H2O2 yıkım hızının verdiği OD değeridir. 

 Ü/ml biriminden ölçülen CAT aktivitesi örnekte saptanan protein değerine bölünerek 

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

 

CAT Spesifik Aktivitesi (Ü/mg protein) =  CAT Değeri (Ü/ml) 

                                                                         Protein (mg/ml) 

Tüpler 37 ºC‟de 10 dakika inkübe edildikten sonra 

daha önce 1:50 oranında dilüe ettiğimiz örnekten 20 µl 

alınarak tüplere ilave edilir ve 230 nm‟de 2,5 dakika 

kinetik okuma yapılır. Her numune teker teker çalıĢılarak 

kaydedilir (Resim 8). 
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3.7.4. NO (nitrit+nitrat) ölçüm yöntemi 

Cartos ve Wakid yöntemi (196) kullanılarak spektrofotometrik olarak ölçüldü. 

Gerekli Ayıraçlar 

1-Kadmiyum granülleri: 0,1 mol/L H2SO4 içinde saklandığı sürece 9 ay stabildir. 

2-Glisin-NaOH buffer: 7,5 g glisin bir miktar distile suda çözüldü. 2 mol/L NaOH çözeltisi 

ile pH‟sı 9,7‟ye ayarlandı. Bu çözelti 1 ay 0-8 ˚C‟de stabildir. 

3-Sülfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol/L sıcak HCl içinde çözülür ve daha sonra soğumaya 

bırakıldı. 1 yıl oda sıcaklığında stabil kalabilir. 

4-N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su içinde çözüldü. 2 ay 

0-8 ˚C‟de stabildir. 

5-Çinko sulfat (ZnSO4): 75 mmol/L; 10,8 mg alınıp 500 ml‟ye tamamlandı. 

6-Bakır sulfat (CuSO4): 5 mmol/L; 250 mg alınıp 200 ml‟ye tamamlandı. 

7-Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1,1 g alınıp 500 ml‟ye tamamlandı. 

8-Standartlar: NaNO2 standardı 10 mmol/L‟lik sodyum tetra borat çözeltisi içinde hazırlandı 

(69 mg NaNO2, 380 mg borat (Na2B4O710 H2O) 100 ml içinde çözüldü). 

9-KNO3 standardı: 102 mg potasyum nitrat alınıp 10 mmol‟lik 100 ml sodyum tetra borat 

içinde çözüldü. 

Deneysel iĢlemler 

Deproteinizasyon:Test tüpüne 0,5 ml distile su, 2 ml ZnSO4, 2,5 mL NaOH ilave 

edilip 10 dk. Oda ısısında beklettikten sonra 4000 g‟ de 20 dk. santrifüj edildi. 

Kadmiyum granüllerinin aktivasyonu: Granüller 3 defa distile su ile yıkanır. 1-2 dk. içinde 

CuSO4 içinde çalkalanarak bekletilip, 3 defa da Glisin-NaOH ile yıkanıp 10 dk. içinde 

kullanılmak üzere kurutma kağıdı ile kurutuldu. 

Sonucun hesaplanması: KNO3‟ ün 10 milimolarlık çözeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 

200 milimolarlık seri dilüsyonlar hazırlanır ve numunelere uygulanan tüm iĢlemler 

standartlara da uygulandı. 

1ml glisin-NaOH buffer tüm tüplere konuldu. 1‟er ml deproteinize numunelerden ve 

standartlardan alındı. 2.5 g tartılan ve aktivasyon iĢleminden geçirilen kadmiyumlardan tüm 
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tüplerin üzerine konuldu. 90 dk. oda ısısında karıĢtırarak beklendi. Süre sonunda nitrit ölçümü 

için bu tüplerden 2‟Ģer ml alınarak üzerine 1 ml sülfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edildi. 

KarıĢtırılır ve 45 dk. beklendikten sonra 545 nm‟de okuma yapıldı. 

Direkt nitrit ölçümü:NaNO2 standartlarını 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlık 

seri dilüsyonlar hazırlandı ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan 

direkt olarak 2‟Ģer ml alınarak ayrı tüplere konuldu. Üzerine 1 ml sülfanilamid ve 1 ml 

NNDA eklendi. 45 dk. sonra 545 nm‟de okuma yapıldı.  

Nitrat aktivitesinin hesaplanması: Bulunan nitrat değerlerinden nitrit değerleri 

çıkarıldıktan sonra sulandırma faktörü olan 20 ile çarpılıp yine nitrat standardından elde 

edilen faktör ile çarptıktan sonra çıkan sonuç milimol/litre olarak hesaplanmıĢ olur. 

3.7.5.Nitrotirozin (3-NT) Düzeyi 

 

 

Resim 9: Elisa ile Ölçüm 

 

3.8. Histopatolojik Değerlendirme 

Histopatolojik inceleme için, dokular %10‟ luk tamponlu nötral formaldehit 

solüsyonunda 24 saat fikse edildi. Örneklerin tümü doku takip cihazında rutin takibe alınarak 

parafin bloklar hazırlandı. Bu parafin bloklardan mikrotom ile her doku örneği için 5 μm‟lik 

seri kesitler hazırlanarak Hematoksilen-Eozin (H&E) boyası ile boyandı. ÇalıĢma, aynı 

patolog tarafından hangi doku örneğinin hangi gruba dahil olduğunu bilmeden ve doku 

örnekleri içinden rastgele seçim yapılarak gerçekleĢtirildi. Hazırlanan preparatlar ıĢık 

mikroskobu ile histopatolojik incelemeye tabi tutuldu.Gruplar; konjesyon, nekroz, kanama 

alanları, fırçamsı kenar kayıplarına göre değerlendirildi. 

           Rat böbrek dokusunda 3-NTx 

düzeyleri ELĠSA cihazında ticari kit (Rat-3-

Nitrotyrosine (NT) Elisa Kit, Cusabio) 

yardımıyla 450 nm‟de ölçüldü (Resim:9). 

(Kit referans aralıkları 0,156 ng/ml-10ng/ml, 

sensitivitesi: 0,038 ng/ml) 
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3.9. Ġstatistiksel Analiz 

Ġstatiksel analizin yapılmasında SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0 

kullanıldı.Sonuçlarımız ortalama ± standart sapma Ģeklinde verildi. Biyokimyasal 

verilerimizin değerlendirilmesinde isegruplar arasındaki farkların incelenmesi için Non 

Parametrik Kruskal-Wallis testi, iki grup arasındaki farkın değerlendirilmesinde de Mann-

Whitney U testi kullanıldı. Her iki test içinde p<0.05 değeri istatiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. 
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4. BULGULAR 

Sıçanlarda oluĢturulan renal Ġ/R modeli her grupta 8 adet sıçan olmak üzere 3 grup ve 

toplamda 24 adet sıçan üzerinde çalıĢıldı. Deney süresince guruplarda her hangi bir kayıp 

yaĢanmadı. Tüm gruplardaki sıçanlara ait böbrek dokusunda oksidatif/nitrozatif stres 

biyobelirteçlerinin düzeyleri Tablo 12-16 ve ġekil 22-26‟da verilmiĢtir. 

4.1. BÖBREK DOKUSUNDAKĠ MDA DÜZEYLERĠ 

Tablo 12: Gruplar arası MDA bulguları 

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 arasındaki MDA düzeyleri kıyaslandığında 

Kontrol grubu ile sham ve kına grupları arasında anlamlı farklılıklar saptandı  

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

Sham ile kına grubu arasında MDA açısından farklılıklar gözlenmedi (p:0,173).(p>0,05). 

 

 

ġekil 21: Gruplar arası MDA düzeyleri 
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4.2. BÖBREK DOKUSUNDAKĠ SOD DÜZEYLERĠ 

Tablo 13: Gruplar arası SOD bulguları 

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 arasındaki SOD düzeyleri kıyaslandığında; 

 Kontrol grubu ile sham ve tedavi grupları arasında anlamlı farklılıklar saptandı 

(p: 0,018), (p<0,05) 

 Sham ile tedavi grubu arasında SOD açısından farklılıklar gözlenmedi (p:0,882), (p>0,05) 

 

 

ġekil 22: Gruplar arası SOD düzeyleri 
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4.4. BÖBREK DOKUSUNDAKĠ CAT DÜZEYLERĠ 

Tablo 14: Gruplar arası CAT bulguları 

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 arasındaki CAT düzeyleri kıyaslandığında; 

Kontrol grubu ile sham ve tedavi grupları arasında anlamlı farklılıklar saptandı (p: 0,024). 

(p<0,05) 

Sham ile tedavi grubu arasında CAT açısından farklılıklar gözlenmedi (p:0,741), (p>0,05) 

 

 

ġekil 23:Gruplar arası CAT düzeyleri 
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4.4. BÖBREK DOKUSUNDAKĠ NĠTROTROZĠN DÜZEYĠ 

Tablo 15: Gruplar arası 3-NT bulguları 

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 arasındaki 3-NT düzeyleri kıyaslandığında; 

Kontrol grubu ile sham ve tedavi grupları arasında anlamlı farklılıklar saptandı (p: 0,001), 

(p<0,05). 

Sham ile tedavi grubu arasında 3-NT açısından farklılıklar gözlenmedi (p:0,538), (p>0,05). 

 

 

ġekil 24:Gruplar arası 3-NT düzeyleri 
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4.5. BÖBREK DOKUSUNDAKĠ NĠTRĠK OKSĠT DÜZEYĠ 

Tablo 16: Gruplar arası NO bulguları 

NO(µmol/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 arasındaki NO düzeyleri kıyaslandığında; 

Kontrol grubu ile sham ve tedavi grupları arasında anlamlı farklılıklar saptandı (p:0,009). 

(p<0,05) 

Sham ile tedavi grubu arasında NO açısından farklılıklar gözlenmedi (p:0,164), (p>0,05) 

 

 

ġekil 25:Gruplar arası NO düzeyleri 
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4.6. BÖBREK DOKUSUNDAKĠ HĠSTOPATOLOJĠK DEĞERLENDĠRME 

Birinci grup yani sham grubunda normal görünümde yani konjesyon olan böbrek 

dokusunda, sadece Ġ/R uygulanan kontrol grubunda ağır nekroz,çok fazla kanama alanları ve 

fırçamsı kenar kayıpları vardı, kına uygulanan grupta normale yakın görüntü yani konjesyon 

hali mevcuttu.En çok hasar gerilemesi kına grubunda, kenar kayıplarında gerileme çok az. 

Resim 10-14‟ de verilmiĢtir. 

  

(A)    (B) 

Resim 10: Ġskemi Reperfüzyon Grubuna Ait Böbrek Korteksinde; 

(A), (B) konjesyon ve tübül epitelinde  vakuolizasyon görüntüleri 
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(C)         (D)  

Resim 11: Ġskemi Reperfüzyon Grubuna Ait Böbrek Korteksinde; 

(C), (D)tubülerepitelinde incelme, nekroz ve fırçamsı kenar kaybı 

     

 (E)         (F) 

Resim 12: Ġskemi Reperfüzyon Grubuna Ait Böbrek Korteksinde; 

(E), (F) triodizasyon görüntüleri 
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Resim 13:Sham grubuna ait böbreğin  korteksinde tubüler epitelde düzleĢme 

 

 

 

 

Resim 14: Tedavi grubuna ait böbreğin  korteksinde  normal yapıda bir görünüm  
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5.TARTIġMA 

Ġskemi, bir organa gelen kan akımının çeĢitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya 

durmasıdır. Reperfüzyon ise iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldırılarak dokuya kan 

akımının yeniden sağlanmasıdır (39). 

Ġskemi hücre içinde kalsiyum iyonlarının artmasına, yüksek enerjili fosfat bileĢiklerinin 

azalmasına ve hücre fonksiyonlarının bozulması sonucu hücrenin parçalanmasına kadar giden 

bir süreçtir (197,66). Ġskemi sürecinde meydana gelen hasarlar, reperfüzyonla birlikte daha da 

ağırlaĢmaktadır (66). 

Ġskemide oksijen ihtiyacının artmasıyla birlikte hücre içinde laktik asit, hipoksantin ve 

lipit peroksidaz gibi metabolitlerin biriktiği gösterilmiĢtir (66). Reperfüzyon sonrası kanın 

oksijensiz kalmıĢ dokuya girmesiyle adenozin, NO ve SOR‟ un salınmasına neden olmaktadır 

(198).  

Renal iskemi; Böbrek transplantasyonu, kısmi nefrektomi, sepsis, çeĢitli ürolojik 

giriĢimler gibi klinik durumlarda görülür. Ġskemiden sonra geliĢen akut böbrek yetmezliği, 

glomerüler filtrasyon hızında azalma, tübüler nekroz ve böbrek damarlarında direnç artıĢı 

meydana gelebilmektedir (199). 

Renal IR hasarı, hücre içi haberleĢme sisteminin, çeĢitli aracı maddelerin ve hücrelerde 

meydana gelen zincirleme reaksiyonlar sonucu meydana gelen, hipoksi kaynaklı akut böbrek 

yetmezliğinin temel sebebini oluĢturan karmaĢık bir durumdur (9). 

Daha önce gerçekleĢtirilen çalıĢmalarda farklı dokulara iskemi/reperfüzyon için 

değiĢik zaman aralıkları uygulanmıĢtır. Nitekim daha önce yapılan bir çalıĢmada bu süre 

böbrek için 15-20 dakika olarak yapılmıĢtır (200).  

GerçekleĢtirdiğimiz çalıĢmada sıçanlarda uygulanan 30 dakika süreli iskemi ve 

takiben 30 dakika reperfüzyona bağlı olarak böbrek dokusunda lipid peroksidasyonun 

göstergelerinden birisi olanMDA, ve protein oksidasyonunun göstergeleri olan NO ve 3-NT 

değerleri önemli Ģekilde artıĢ göstermiĢtir. Bu bulgu çalıĢmada öncelikli olarak hedeflenen 

iskemi-reperfüzyon hasarının gerçekleĢtiğini göstermektedir.  

Zou ve arkadaĢlarının (2013) çalıĢmalarında serbest oksijen türlerinin renal iskemide 

açığa çıkarak lipitlere zarar verdiği öne sürülmüĢtür. ÇeĢitli çalıĢmalar SOR‟ un Ġ/R hasarında 

lipit peroksidasyonunu baĢlatarak hasar oluĢumunda önemli rolü olduğunu ortaya koymuĢtur 

(22). Ayrıca SOR canlı yapıdaki biyomoleküllerle reaksiyona girerek dokudaki hasarı artırır 

(199). Renal iskemi uygulanan diyabetik sıçanlarda böbrek dokusunda lipit peroksidasyon son 

ürünlerinden MDA miktarında bir artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir (90).1980‟li yıllardan beri 
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oksidatif doku hasarının göstergesi olarak, serum ve doku MDA değerlerine bakılmakta 

olduğunu belirten Singh ve Chopra ratlarda yaptıkları renal Ġ/R‟de renal oksidatif doku 

hasarının göstergesi olarak doku MDA düzeylerine bakmıĢlardır. Bu çalıĢmada da doku 

hasarının göstergesi olarak renal doku MDA değerlerine bakılmıĢ ve Ġ/R grubunda MDA 

değerlerinin diğer gruplara oranla belirgin olarak arttığı gösterilmiĢtir(22). Bizim 

çalıĢmamızda da lipid peroksidasyonun göstergelerinden birisi olan MDA değerleri böbrek 

dokusunda incelendi. Bu parametrenin özellikle iskemi-reperfüzyon yapılan grupta önemli 

Ģekilde artıĢ göstermiĢ olması daha önceki çalıĢmalarda elde edilen artmıĢ MDA değerleri ile 

paralellik göstermektedir. 

Nitrik Oksit Nitrik Oksit Sentaz olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile 

oluĢur.NO bazı durumlarda bir antioksidan gibi davranır ve lipid peroksidasyonundan korur. 

Bununla birlikte süperoksit anyon radikallerinin düzeylerinin arttığı durumlarda, süperoksitle 

reaksiyona girer ve bir prooksidan olan peroksinitriti oluĢturur (201). 

Peroksinitrit (ONOO-), nitrik oksidin (NO), O2
-
 ile canlıdaki reaksiyonu sonucunda 

meydana gelen sitosidal bir türevdir. Nitrotirozinin oluĢturduğu protein hasarı organizmada 

oksidatif strese neden olmaktadır. Proteinlerde yapısal değiĢikliğe neden olan baĢlıca 

moleküler sistemler: protein karbonil oluĢumu ile ayırıcı özelliği ortaya koyulan metal 

katalizli protein oksidasyonu, 3-Nitrotirozin (3-NT), protein tiyol gruplarının kaybı, ditirozin 

oluĢumudur. 3-NT‟nin ONOO-‟dan oluĢtuğunu kabul edersek 3NT‟nin dokularda veya 

serumda tespiti protein oksidasyonunun en önemli göstergelerinden biri olarak karĢımıza 

çıkmaktadır (202). Yaptığımız renal Ġ/R hasarında 3-NT‟nin arttığı gözlenmiĢtir. Ancak, kına 

takviyesi aĢırı üretilen NO düzeyi düĢürerek 3-NT oluĢumunun azaltıldığı kanısındayız. 

Ġskemi reperfüzyon hasarı konusunda yapılan yoğun çalıĢmalara karĢın, iskemi 

repefüzyon sürecinde NO‟in ne yönde etkilendiği pek açık değildi. Renal Ġ/R hasarında rol 

alan etkenlerden birinin artan NO‟in O2
-
 radikali ile birleĢmesi sonucu oluĢan ONOO

-

olabileceği düĢünülebilir. Kına antioksidan ve antiiflammatuvar özellikleriyle NO‟in ve O2
–
 

‟in aĢırı üretimini dolayısı ile ONOO
-
 oluĢumunu azaltarak renal I/R kaynaklı böbrek hasarını 

önleyebileceği kanısındayız.  

SOR oluĢumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı önlemek için vücutta birçok 

savunma mekanizmaları geliĢmiĢtir. Bunlar „„Antioksidan savunma sistemleri‟‟ olarak 

bilinirler.Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya SOR 

toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler (102).  

Günümüzde yapılan birçok çalıĢma, kalp, karaciğer, beyin, barsak ve böbreklerde Ġ/R 

hasarının bazı antioksidanlar ile belli ölçülerde önlenebildiğini göstermektedir (22). 
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Birçok organizmada antioksidan sistem temel olarak SOD, GPx, CAT enzim 

sistemlerini içerir. SOD süperoksit radikalini H2O2‟ ye katalizler. H2O2 ise CAT ve GPx 

tarafından moleküler oksijen ve suya indirgenir. GPx, glutatyon redüktaz aracılığı ile oluĢan 

glutatyonu okside forma dönüĢtürür. Bundan dolayı bu enzimlerinkonsantrasyonlarının 

ölçümü bize iskemi sonrasında oluĢan serbest oksijen radikali hakkında bilgi verir (22,120). 

Enzimatik antioksidanlar kadar olmasa da bitkisel kaynaklı antioksidanlarında 

oksidatif Ģehasara karĢı koruyucu etkili olduğu bilinmektedir (22).  

Kınada hidroksi neftokinon denilen renkli madde bulunur. Ayrıca Kına (Lawsania 

inermis L)yağ, luteolin, quinoids, xanthone ve coumarin, çeĢitli glikozitler, alkaloidler vs. 

sayılabilir (17).Yapraklarının antifungal, antihiperglisemik, hepatoprotektif, antioksidan, 

antibakteriyel, analjezik ve antipiretik aktiviteleri yapılan çalıĢmalar ile ortaya konmuĢtur 

Yapılan çalıĢmalar lawsone bileĢiğinin, HbSS anemi hücrelerini inhibe ettiğinı, kan oksijen 

affinitesini arttırdığını, tripsin enzimi inhibitör etkisi yarattığını, antikoagulant ve antioksidan 

etkilere sahip olduğunu, bakteriostatik ve bakterisidal aktivitesinin bulunduğu göstermiĢtir 

(186).  

ÇalıĢmamızda antioksidan sistemin göstergesi olarak SOD-CAT düzeyleri çalıĢılan 

böbrek dokusunda belirlenmiĢtir. Bu antioksidan enzimlerin miktarı kına takviyesi yapılan 

grupta en yüksek olarak belirlenirken iskemi reperfüzyon grubundaki dokudaSOD-CAT 

aktivite miktarlarında azalma göstermiĢtir.Bunlar da artmıĢ serbest radikal üretimininbir 

iĢareti olarak kabul edilebilir. ArtmıĢ serbest radikaldüzeyleri SOD-CAT enzimlerinin 

inhibisyonunda neden olabilir. Süperoksit anyonunun sitokinlerin oluĢturduğu 

hücrehasarındaki rolü tam olarak anlaĢılamamasına rağmen,sitokinlerin süperoksit anyonu ve 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz üretimini arttırdıklarıbilinir.Eğer TNF-α gibi sitokinler 

sürekliyüksek konsantrasyonda kalırsa, kısa yarılanma ömrüolan SOR sürekli üretilir ve 

böbrek hücre hasarınındevam etmesine destek sağlar. Bu açıdan antioksidanlarSOR‟ 

unmeydana getirdiği hasara karĢı etkili olabilir. Butür çalıĢmalar ilerde sitokin inhibitörleri 

veya süperoksitanyon üretiminin inhibitörleri ve nitrik oksit inhibitörlerinin, böbrek 

hastalıklarda ilerlemeyi durdurucuajanlar olarak kullanılmalarına öncülük edebilir. 

Ġlkdefa yapılan bu çalıĢmada, renal iskemi reperfüzyon hasarına karĢı kınanın (lawsonia 

inermis) oksidatif/nitrozatif stres üzerine etkileri incelendi.Literatür taramalarında, kınanın 

böbrekte Ġ/R hasarını önlemedeki etkilerinin ne oldugunun ortaya konuldugu herhangi bir 

çalıĢmaya rastlanılmadı. Kınanın tarih boyunca birçok hastalığın tedavisinde kullanılmıĢ 

olması ve daha önce bu konuda çalıĢmanın mevcut olmamasından dolayı çalıĢmada bu bitki 

seçildi. 
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ÇalıĢmamızda ilgili dokudaki oksidatif/nitrozatif hasar ve antioksidan savunma 

mekanizmalarının belirlenmesine ilave olarak histopatolojik yönden de doku 

değerlendirilmiĢtir. Böbrek dokusu incelendiğinde özellikle iskemi/reperfüzyona bağlı olarak 

korteks tubüler yapılarında düzleĢme ve tubüler incelme, nekroz belirgin Ģekilde ortaya 

çıkarken, iskemi-reperfüzyondan 1 gün öncesive sonrasında 5 gün boyunca uygulanan 

kınameydana gelen bu patolojik değiĢimleri belirgin Ģekilde önlemiĢtir. Daha önce 

gerçekleĢtirilen benzer çalıĢmalarda böbrekte Ġ/R hasarına bağlı olarak farklı düzeylerde 

histopatolojik değiĢiklikler oluĢtuğu belirlenmiĢtir (203, 204, 205). Öksüz ve ark (206) 

tarafından gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada sıçanlarda laporaskopiyle oluĢan renal hasarın cerrahi 

uygulama öncesi tek doz 50 mg/kg dozda çinko takviyesiyle önlendiği ortaya konulmuĢtur. 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise iskemi sonucu azalan çinkonun daha fazla hasara yol açtığı 

rapor edilmiĢtir (207).Çinkonun diabette böbrek hasarı üzerine olan etkisinin araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada ise bu elementin eksikliğinin böbrekte oluĢan hasarı daha ileri düzeye ulaĢtırırken 3 

ay süreli takviyesinin ise ilgili dokuda oluĢan hasarı belirgin Ģekilde önlediği rapor edilmiĢtir 

(208). Tuzcu ve ark (2010) tarafından gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada ise çinko pikolinat 

uygulamasının sıçanlarda cisplatin ile oluĢan böbrek hasarına karĢı koruyucu etkisi 

belirlenmiĢtir (209). Bizim araĢtırmamızda ise, sıçanlarda deneysel iskemi(30 dakika), 

reperfüzyon (30 dakika) hasarında böbrek dokusunda önemli histopatolojik değiĢimler 

belirlenirken tedavi amacıyla iskemi/reperfüzyondan bir gün önce ve sonrasında beĢ gün 

boyunca 50 mg/kg/gün olarak kına uygulaması böbreklerde iskemi/reperfüzyona bağlı olarak 

meydana gelen %70 oranındaki tubüler düzleĢme ve tubüler inceleme ile %40 civarındaki 

vakuolizasyon ve triodizasyonu %10 seviyelerine kadar düĢürürken, oluĢan yangıyı da 

önlemiĢtir. Bu bulgular yaptığımız kına tedavisinin böbreklerde oluĢan histopatolojik 

değiĢimleri düzeltici etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 

Sonuç olarak, uyguladığımız deney prosedüründe Kına‟nın lipit peroksidasyonunun 

bir indikatörü olan MDA düzeyini azaltması, SOD, CAT enzim düzeylerini arttırması ve 

iskemi/reperfüzyon döneminde artan NO ve 3-NT düzeyini azaltması bu modelde Kına‟nın 

yararlı etkilerinin olabileceğini akla getirmektedir.Ayrıca çalıĢmamızda renal dokuda iskemi 

reperfüzyon hasarında dokudaki biyokimyasal değiĢikliklere ilaveten ilgili doku 

histopatolojik yönden de değerlendirilmiĢtir. Renal doku ıĢık mikroskopunda histopatolojik 

olarak incelendiğindeiskemi reperfüzyon yapılan kontrol grubundaki renal dokularda 

konjesyon, tübül epitelinde vakuolizasyon ve incelme, nekroz, fırçamsı kenar kaybı ve 

triadizasyon görüntüleri ile karĢılaĢılırken sham grubundaki renal dokularda tübüler 

düzleĢme görülmektedir. Kına uyguladığımız grupta ise renal kortekste normal yapıda bir 
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görünümle karĢılaĢılmıĢtır. ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz bulgular; böbrek Ġ/R hasarında 

oksidatif ve nitrozatif stresin önemli rol oynadığı ve buna karĢı kına uygulamasının bu 

hasara karĢı yararlı olabileceğini düĢündürmektedir. 

Yapılan araĢtırmalar sonucunda renal/iskemi tedavi aĢamasında bir değiĢiklik 

olabileceği ve bundan sonraki çalıĢmalara kaynak teĢkil edileceği düĢünüldü.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

1-MDA, NO ve Nitrotirozin açısından kontrol,sham ve kına grupları arasında anlamlı 

farklılıklar saptandı (p<0,05). Sadece iskemi-reperfüzyon uygulan grupta MDA, NO ve 3-NT 

düzeyleri oldukça yüksekti (p<0,05). 

2-Antioksidan kapasite (CAT ve SOD) iskemi-reperfüzyon grubunda azalırken 

(p<0,05) kına grubunda normale yaklaĢtığı gözlendi (p<0,05). 

3-ÇalıĢmamızda histopatolojik olarak iskemi/reperfüzyongrubunda böbrek korteksinin 

tubülerepitelinde incelme, nekroz ve fırçamsı kenar kaybı bulgularının kına uygulaması ile 

azaldığı görüldü.Histopatolojik bulgular biyokimyasal sonuçları desteklemektedir. 

Sonuç olarak çalıĢmamızda elde ettiğimiz bulgular; böbrek iskemi/reperfüzyon 

hasarında oksidatif/nitrozatif stresin önemli rol oynadığı ve buna karĢı kına uygulamasının bu 

hasara karĢı yararlı olabileceğini düĢündürmektedir. 
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