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SIMGE VE KISALTMALAR

: Arteria

: Adenozin monofosfat

: Adenozin trifosfat

: Beyin omurilik sivisi

: Kalsiyum

: Caffeic acid phenetyl ester
: Katalaz
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: Ferri demir

: Ferro demir

: Indirgenmis glutatyon
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: Glutatyon rediiktaz

: Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
: Hidrojen radikali

: Hidrojen peroksit
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: Nitronyum iyonu

: Oksijen

: Stiperoksit radikali

: Singlet oksijen

: Peroksinitrit

: Osmiyum tetroksit

: Ribontikleik asit
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: Thyl radikali
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: Serbest oksijen radikalleri
: Tiyobarbitiirik asit
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GIRIS VE AMAC

Renal iskemi ve reperfiizyon; renal transplantasyon, parsiyel nefrektomiler ve suprarenal
aortik anevrizmalarin cerrahi tedavisi sirasinda gerekli bir prosediirdiir (1). Iskemiden sonra
gelisen akut bébrek yetmezligi; glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) azalma, tiibiiler nekroz ve
renal damarlarda rezistans artisiyla karakterizedir. Reperfiizvon bébrek fonksiyonlarinin
bozulmasina neden olur. Ayrica renal iskemi-reperflizyon sonucu &zellikle bobrek proksimal
tiibiil hiicrelerinde hasar gelismektedir. Iskemi-reperfiizyon renal transplantasyon sonrasi erken
dénemde allografti reddetme ve uzun dénemde allografta kars: zit etkilerin baglica nedenidir (2).

Serbest radikaller, dis yoriingesinde eslesmemis elektron tasiyan organik ve inorganik
molekiillerle reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yiiksek oranda reaktif kisa Omiirli
bilesiklerdir (3).

Antioksidanlardan melatoninin 6nemli ozelligi lipofilik olmasidir. Boylece hiicrenin
hemen biitiin organellerine ve hiicre g¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyeri gibi
bariyerleri de kolayca geger. Béylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir .
Melatonin, en zararhh radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiglii bir
antioksidandir. Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi onun deoksiriboniikleik asiti (DNA)
oksidatif hasardan korumasi bakimindan diger antioksidanlara gére ¢ok daha iistiin bir 6zelligini
teskil eder. Melatoninin ¢ok yiiksek dozlarda ve uzun siire kullaniminda bile toksik etkisi
gbzlenmemistir. Yaglanma ile birlikte melatonin tiretimi azalir. Bu yaslanma ve yaslanmaya
bagli hastaliklarin patogenezinde 6nemlidir (4).

Antioksidanlardan E vitamini herhangi bir tasiyici protein olmadan pasif diflizyonla

emilir. Dokularda, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre yapilarinda



bulunur. Cok giiglii bir antioksidan olarak, zarsal fosfolipidlerin yapisindaki ¢oklu doymamig
yag asitlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma hattim olusturur. E vitamini;
stiperoksid ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksitlerini ve diger radikalleri
indirger. Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karg: birbirini tamamlayic1 etki
gosterir. Glutatyon peroksidaz olusan peroksidleri ortadan kaldirirken E vitamini peroksidlerin
sentezini engeller (4,5).

Bu ¢alismada; melatonin ve E vitamini gibi yagda ¢oziinen, gii¢lii antioksidan oldugu
bilinen iki maddenin b&brek iskemi-reperflizyon hasarindaki etkilerinin karsilagtirilmasi
amaglanmistir. Antioksidan iki maddenin hasar onleyici etkilerinin diizeyini saptamak ve
aralarinda karsilastirma yapabilmek i¢in antioksidan enzim degerleri, lipid peroksidasyonunu
gosteren malondialdehit (MDA) degerleri, bobrek 15tk ve elektron mikroskopi bulgulan

incelendi ve karsilagtirilarak degerlendirildi.



GENEL BILGILER

ANATOMI

Bobrekler retroperitoneal aralikta, columna vertebralis’in iki yaninda, T12-L3
seviyesinde yer alirlar. Karin boglugunun sag iist kisminda karacigerin bulunmasi nedeniyle sag
bobrek, sola gore daha asagidadir. Erigkin bobreklerin uzunlugu 10 cm, genisligi 5 cm, kalinlig

2,5 cm’dir.

Bdbreklerin yapisi

Medulla renalis: Idran ileten toplayici kanallardan olusur. Medulla renalis sayilar: 8-10
arasinda degisen, pyramis renalis (Malpighi piramitleri) denilen koni seklindeki yapilardan
olusur.

Cortex renalis: Fonksiyonel olarak idrar yapan olusumlar1 igerir. Pars radiata (stria
medullaris) daha koyu renkli olup medullar cevherin kortikal cevher igine gonderdigi
uzantilardir. Pars convoluta ise, iki pars radiata arasinda kalan daha agik renkli sahalardir.
Burada kandan idran stizen Malpighi cisimcikleri (corpusculum renale) ve idrar kanalciklan
bulunur. Malpighi cisimcigi ile arteriola glomerularis afferens ve arteriola glomerularis
efferens’in olusturdugu damar yumagina glomeriil denir. Bunu saran yapiya Bowman kapsiilii
denilir. Her bir Malpighi cisimcigi ve buna ait idrar kanalcidi kandan idran siizen bir birim

(nefron) olusturur.



Sinus renalis: Bébregin medial kenarindaki hilum renale denilen agikliktan sinus renalis
denilen bosluga girilir. Sinus renalis’de pelvis renalis, kaliks renalis’ler, bdbrek damarlar,

sinirler yer alir. Bu yapilar arasinda yag dokusu bulunur.

Bdbregin segmentleri

Bébrek kan damarlarinin dagilimina gore bes segmente ayrilir. Segmentum superius tist
ugta, segmentum inferius alt ugta, segmentus anterius-superius ve segmentum anterius-inferius

6n yiiziin orta kisminda, segmentum posterius arka yiiziin orta kisminda bulunur.

Arteriyal ve venoz dolagim ile sinirse] innervasyon

A. renalis’ler L1-L2 omurlar: seviyesinde aorta abdominalis’ten dogarlar. A. renalis’ler
hilum renale’ye gelince 5 segmental dala ayrilir. A. segmentalis denilen bu dallarin, dérdii pelvis
renalis’in 6niinden, segmentum posterius’a ait segmental dal ise pelvis renalis’in arkasindan
gecger. A. segmentalis’ler sinus renalis’de tekrar dallarina ayrilir. A. interlobaris denilen bu dallar
kaliks minor’larin ¢evresinde, columna renalis’de, kortikomedullar birlesim yerine kadar ilerler
ve yan tarafa kivrilarak a. arcuata’yi yaparlar. A. arcuata’lar birbirleriyle anastomoz yapmazlar.
A. arcuata’lardan dik olarak kortikal cevher igine ayrilan dallara a.interlobularis denir.
A.interlobularis’den ¢ikan dalciklar arteriola glomerularis afferens adimi alir. Bunlar Bowman
kapsiiliiniin damar kutbundan girerek rete capillare glomerulare denilen kapiller yumagini
olustururlar. Bu kapiller yumak tekrar birleserek arteriola glomerularis efferens’i olusturur. Ilk
Once v. interlobularis’ler olusur; sonra sirasiyla v. arcuata, v. interlobaris, v. segmentalis ve
sonugta v. renalis olarak v. cava inferior’a agilirlar. Bobrekler, sempatik liflerini n. splanchnicus

minor ve n. splanchnicus minimus’tan, parasempatiklerini n. vagus’tan alirlar.

Bobrekleri saran kihflar

1- Capsula fibrosa: Bobregi saran ince fakat saglam fibroz kapsiildiir.
2- Capsula adiposa (Perirenal yag tabakasi): Capsula fibrosa’y: saran kapsiildiir.
3- Fascia renalis (Gerato fasyasi): Bobrekleri, {izerindeki capsula fibrosa, capsula adiposa

ve glandula suprarenalis ile birlikte en distan sarar (6,7).



BOBREKLERIN HiSTOLOJIK YAPISI

Bobregin medial kenar1 hilum adimi alir. Ureterin genislemis iist kismi olan renal pelvis
iki ya da ti¢ major kalise bsliinmiistiir. Bunlardan mindér kalisler dallanir. Bébrek dista korteks ve
icte mediilla olmak {izere iki béliime ayrilir. Her bobrek 1 ile 4 milyon nefron igerir. Her bir
nefron renal cisimcik, proksimal kivrimli tiiblil, Henle kangali ve distal kivrimli tiibiilden
olusmaktadir. Her renal cisimcik glomeriilden olugmustur. Glomeriil iki tabakali epitelyal bir
kapsiil olan Bowman kapsiilii ile sarilmigtir. Kapsiiliin i¢ tabakas: (visseral tabaka) glomeriiliin
kapillerlerini Orter. Distaki tabaka pariyetal tabakadir. Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi
ince bir retikiiler lif tabakasi ve bazal lamina ile desteklenen tek katl1 yass: epitelden olusur.

Embriyonik gelisim sirasinda pariyetal tabakanin epiteli nispeten degismeksizin kalirken
icteki visseral tabaka biiyiik oranda modifiye olur. Bu i¢ tabakadaki hiicreler podosit adim alir.
Govdelerinden birkag primer uzanti sekillenir. Her bir primer uzanti pedisel denen ¢ok sayida
sekonder uzant: olusturur. Pediseller glomeriiliin kapillerlerine sariimis durumdadirlar. Sekonder
uzantilar bazal lamina ile dogrudan temas halindedirler. Pediseller ¢ok az organel i¢ermelerine
karsin ¢ok sayida mikrofilament ve mikrotiibiil bulundururlar. Podositlerin sekonder uzantilari
birbirleriyle aralarinda 25 nm’lik mesafe olacak sekilde kenetlenirler. Bu araliklar filtrasyon
yariklarini olustururlar. Podositlerin sitoplazmasinda ¢ok sayida serbest ribozom ve belirgin bir
Golgi kompleksi bulunur. Podositlerin sitoplazmasinda bunlarin kasilabilmesini saglayan aktin
mikrofilament demetleri vardir.

Glomertil kapillerlerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dig ylizeyini Orten podositler
arasinda kalin bir bazal membran bulunur. Bu bazal membran kapilerin ve podositin olusturdugu
bazal laminalarin kaynagmasindan meydana gelmistir. Elektron mikroskop yardimiyla ortada
elektron yogun bir tabaka (lamina densa) ve her iki yanda daha fazla elektron gegirgen bir tabaka
(lamina rara) goriiliir. Lamina rara fibronektin igerir. Lamina densa ise negatif yiiklii bir
proteoglikan olan heparan siilfat iceren bir matriks i¢inde tip 4 kollajen ve lamininin olusturdugu
ag seklinde bir yapidir.

Glomeriil kapillerlerinde, endotel hiicreleri ve podositlerin yam sira iki ya da daha fazla
sayidaki kapileri ortak olarak saran bazal laminanin kilifimin bulundugu bolgelerde kapiler
duvarina tutunan mezangiyal hiicreler yer alir. Mezangiyal hiicrelerin sitoplazmik uzantilan
kapiler limenine ulasacak sekilde endotel hiicrelerinin arasina sokulur. Hiicreler kendilerini

saran ve kapiler duvarina destek olan amorf matriksi sentezler.



Bowman Kkapsiiliiniin pariyetal yapragimin tek kath yassi epiteli proksimal kivrimh
tiibiillerde prizmatik epitel seklinde devam eder. Bu epiteldeki hiicreler ¢ok sayida uzamis
mitokondri igerirler. Hiicre apeksinde fircamsi kenan olusturan g¢ok sayida mikrovilluslar
bulunur. Hiicrelerin biiyiik olmasi nedeniyle her enine kesitte, hiicrelerin merkezinde yer alan {i¢
ile bes adet kiire biciminde ¢ekirdek bulunur.

Henle kangal1 kalin inen kol, bir ince inen kol, bir ¢ikan ince kol ve kahin ¢ikan koldan
olusan U seklinde bir yapidir. Biitiin nefronlarin yaklagik yedide biri kortikomediiller sinirn
yakininda bulunurlar. Bu nefronlara jukstamediiller nefronlar diger nefronlara ise kortikal
nefronlar denir.

Distal kivriml: tiibiil tek kath kiibik epitelle doselidir. Distal tiibiil hiicrelerinde firgamsi
kenarlar bulunmaz. Mikroskopik preparatlarda niikleuslarin yakin yerlesimi yiiziinden daha koyu
renkli gériinen distal tiibiil segmenti makula densa olarak adlandirilir. Renal cisimcigin hemen
bitisiginde afferent arteriyoliin tunika mediyasinda modifiye diiz kas hiicreleri bulunmaktadir.

Bu hiicrelere jukstaglomeriiler hiicreler adi verilir (8).
ISKEMI REPERFUZYON HASARI

Iskemi

Dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyaci ile dolasim tarafindan bunlarin
sunumu arasindaki dengesizlik iskemi olarak adlandirlir.

1- Geri dontislii zedelenme: Hipoksinin ilk zarar verdigi yer hiicrenin aerobik
solunumudur. Adenozin trifosfat (ATP) olusumu yavaslar ve durur. Ozellikle hiicre zarimin ATP
aktivitesinin azalmasi zarda aktif sodyum pompasinin yetersizligine yol agarak hiicre i¢i sodyum
birikimine ve hiicreden potasyumun digart atihmina yol agar. Solit materyalin birikimine
izoosmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sisme olur. Hiicresel ATP azlif1 adenozin
monofosfat (AMP) artimu ile birliktedir. Fosfofriikktokinaz enzimini uyarir, anaerobik glikoliz
hiz1 artarak glikojenden ATP olugumu ile hiicre enerji kaynaklar korunur. Glikoliz, laktik asit ve
fosfat tiirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine yol agarak hiicre igi pH’y1
diigiiriir. Graniillii endoplazma retikulumundan ribozomlar ayrilir ve polizomlar monozomlara

pargalanir (Sekil 1).
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Sekil 1. iskemik hasarda olaylar dizisi (9,10)

Hipoksi devam ederse membran gegirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlar1 azalir.
Mitokondriler normal, sismis ya da gergekten yogunlagmistir. Endoplazma retikulumu
genislemistir ve tiim hiicre belirgin olarak sismistir. Bu bozukluklarin tiimii oksijen verilince geri

doniisltidiir. Eger iskemi siirerse geri doniigsiiz zedelenme olusur.

2- Geri doniigsiiz zedelenme: Geri doniissiiz zedelenme yapisal olarak mitokondri ve

kristalarinda asin vakuolizasyon, plazma zarinda asin zedelenme, lizozomlarda gsisme ve



ozellikle iskemik alan yeniden beslenirse hiicre igine yogun kalsiyum tutulumu ile birliktedir.
Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri matriksinde gelisir.

Proteinler, riboniikleik asitler asir1 gegirgen zarlardan siirekli kaybedilir. Hiicreler
ATP’nin yeniden olusumu i¢in hayati 6nemi olan metabolitlerini de kaybeder. pH’min diigsmesi
sonucu lizozom zarlar1 zedelenir. Enzimleri sitoplazmaya gegerek sitoplazmik ve ¢ekirdek
yapilarin sindirimine yol agar. Hiicre 6liimiinii izleyerek, hiicre organelleri devamli pargalanir.
Hiicresel enzimler hiicre dist mesafeye sizarlar. Hiicreler arasindaki makromolekiiller o6l
hiicreye girerler. Sonugta 6lii hiicreler myelin bigimler ve fosfolipidlerden olugan biiyiik kitlelere
doniigtirler. Bunlar daha sonra diger hiicreler tarafindan fagosite edilir veya yag asitlerine
pargalanirlar.

Geri doniissiiz zedelenmeyi Kkarakterize eden iki olay vardir. Birincisi mitokondri
bozuklugunun reperflizyon ve reoksijenasyonuna ragmen diizeltilemeyisi ve ikincisi membran
fonksiyonlarinin ¢ok ciddi bozuklugudur.

Membran zedelenmesinin olusumunda dért potansiyel neden suglanmaktadir.

1- Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi: Oksijen kaybi, mitokondri ve
endoplazmik retikulumu igine alan kalsiyum artiklarinin birikimi ve sitozolik kalsiyum artiginin
nedenidir. Fosfolipidlerin siirekli kaybi sonucu ATP-bagimli fosfolipidlerin yeniden yapimi veya
doniistimii olmaz.

2- Hiicre iskelet anomalileri: Iskemide hiicre iskeletinden hiicre membraninin ayrilmasi
hiicre sigmesinde goriiliir. Hiicre iskelet proteinlerinin pargalanmasi, sitozolik kalsiyum artigiyla
hiicre i¢i proteazlarinin aktivasyonu sonucudur.

3- Toksik oksijen radikalleri: Ileri derecede toksik olan kismen oksijenasyonu azalmis
tirevler hiicre membran ve diger hiicre yapilarinda zedelenmeye yol agar. Toksik oksijen
tiirevlerinin biiyiik Slctide reperflizyon sirasinda iskemi alaninda infiltre olan polimorfoniikleer
16kositler tarafindan yapildig diistiniilmektedir.

4- Lipid yikim {irtinleri: Iskemik hiicrelere membranlar {izerinde deterjan etkisi olan
fosfolipidlerin pargalanmas: sonucu katabolik {iriinler birikir.

Sonug olarak, hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkiler ve hayati olan ATP yapimmm
engeller; kritik noktadan sonra &ldiiriici olan membran zedelenmesi yapar. Kalsiyum hiicre

6liimiinde yapisal degisikliklerin potansiyel mediatoriidiir.



Hiicre zedelenmesinde serbest radikallerin etkisi

Hiicre zedelenmesinde nemli bir mekanizma da; kismen oksijen tiirevleri ile aktiflegen,
iskemik reperfiizyondaki serbest radikallere bagli zedelenmedir. Bu reaktif tiirevlerin etkili
oldugu hiicre zedelenmesinde 4 reaksiyon énemlidir.

1- Membran lipid peroksidasyonu: Oksijen varlifinda serbest radikaller plazma ve
organel membranlarindaki lipidlerin peroksidasyonuna neden oldugundan endoplazma
retikulumu, mitokondri ve diger mikrozomal birimlerin zedelenmesine yol agar.

2- Peroksidatif olmayan mitokondri hasari: Bu etki peroksidasyondan bagimsizdir.
Mitokondri fonksiyonunu kaybettirerek mitokondri hipoksisini taklit eder.

3- DNA lezyonlari: Timinle reaksiyonda DNA tek zincirler halinde kirilir. Hem hiicre
Sliimii hem de hiicrenin malign transformasyonunda suglanan DNA hasar olusturabilir.

4- Proteinlerin ¢arpraz baglar1: Metionin, histidin, sistin gibi labil aminoasitlerin g¢arpraz

baglar1 hiicrelerde 6zellikle stilfidril enzimleri gibi inaktif enzimleri yiikseltebilirler (9).

Reperfiizyon

Iskemi sonrasinda dokuda tekrar dolagimin baslamasidir.

Reperfiizyon hasarinda rol oynayan mekanizmalar:

1- Serbest oksijen radikalleri (SOR): SOR baglica oksijenin suya indirgenmesi sirasinda
ortaya ¢ikar. Karbonhidratlar, aminoasitler, fosfolipidler ve DNA gibi birgok madde ile
reaksiyona giren molekiillerdir. Serbest oksijen radikalleri hiicre igin toksik molekiillerdir. SOR
hiicre membrani ve mitokondriyal membranlardaki lipidleri perokside ederler. Sonugta bozulan

membran gegirgenligi ile hiicrede ve mitokondride sisme meydana gelir.

2- Reperflizyon hasarinda nétrofiller: Iskemi sonrasinda endotelin hasar gérmesi ile
notrofil ve platelet aktivasyonu meydana gelmektedir. Iskemi-reperfiizyon sahasina gelen
nétrofiller bu bélgede SOR liireterek, proteolitik enzimlerini degraniile ederek hasar olustururlar.
Ayrica nétrofiller aktive olmalan sonrasinda fleksibl yapilarim kaybederek mikrosirkiilasyonda

takilarak embolizasyona ve "no-reflow” fenomeninin gelismesine katkida bulunurlar.



3- Kalsiyum (Ca™) aracili iskemi-reperfiizyon hasar: Ciddi doku hasari gelisiminde en
onemli neden intraselliiler kalsiyum iyonlarinin reperfiizyon sirasinda hiicre ve organelleri iginde
astri birikimidir.

Iskemi sonrasinda bozulan endotel ve hiicre zari fonksiyonlan sonucunda hem
intraselliiler, hem de ekstraselliler 6dem ortaya ¢ikar. Endotel hiicrelerinde sisme ve
ekstravaskiiler araliga sizan sivimin neden oldugu basi ile kapiller damar liimeninin daralmasi

sonucunda perfiizyon tekrar elde edilse de mikrosirkiilasyonda ciddi yetersizlikler ortaya ¢ikar

(11).

SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukg¢a reaktiftirler.
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana gelirler.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétral olabilirler. Organik

veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler (12,13).
Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijen, sliperoksid,
hidrojen peroksid, ge¢is metallerinin iyonlan ve hidroksil radikalidir.

Oksijenin elektronlann o sekilde dagilmiglardir ki bu elektronlardan iki tanesi
eslesmemigtir. Bu ylizden oksijen bazen bir ‘diradikal’ olarak da degerlendirilir. Oksijenin bu
dzelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar.

1- Siiperoksit Radikali (O,* ): Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksid radikal anyonu (O, ) meydana gelir.

0, + e — 0,

Siiperoksid direk olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksid kaynag: olmasi
ve gecis metalleri iyonlaninin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal
olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.

0,"+ NO°®* — ONOO”
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Baylece NO*®'in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan proteinlere
zararh etkileri vardir ve azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (HO®) ve nitronyum iyonu
(NO,")" gibi daha bagka toksik iiriinlere doniisiirler. Stiperoksid, diisiik pH degerlerinde daha
reaktif olup oksidan perhidroksil radikali (HO,") olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksid
anyonu, hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir. Rediiktan olarak gorev yaptiginda
bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak gérev yaptiginda bir elektron alir
ve hidrojen perokside indirgenir.

Siiperoksid ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside olur digeri
indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksid meydana gelirler.

HO;" + 0 + H — 0, + H0;

2- Hidrojen Peroksit (H,0;): Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron
almas1 veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi meydana getirir. H;O, membranlardan kolayca
gegebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir.

0" + e +2H > H0,

0, +2e + 2H' — H0,

Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil tiretimi siiperoksidin dismutasyonu
ile olur. Iki siiperoksid molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksid ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20, + 2H' — H0, + O,

Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksid ile reaksiyona girerek, en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla
yikilabilir.

H,0, + 0," - °OH + OH™ + 0,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu ya katalizor
varlifinda ya da katalizérsiiz gergeklesebilir. Fakat, katalizorsiiz reaksiyon oldukga yavasg ilerler.
Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizhidir. Bu reaksiyonda 6nce ferri demir (Fes;)
siiperoksid tarafindan ferro demire (Fey") indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton
reaksiyonu ile hidrojen peroksidden *OH ve OH ~ iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki
sekildedir.

02.- + Fe3+ — 0+ Fe2+
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Fez+ + H,O, — Fe3+ + OH ™+ *OH

0," + H,0, — *OH + OH™ + 0,

Goriildiigti gibi siiperoksid, hem hidrojen peroksid kaynagi hem de gecis metalleri
iyonlarnin indirgeyicisidir. Indirgenmis gegis metalleri (demir ve bakir gibi) okside gekillerine
gore hidrojen peroksidle daha reaktiftirler.

3- Hidroksil Radikali (HO®): Hidroksil radikali hidrojen peroksidin gecis metallerinin
varlifinda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize
edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur. Son derece reaktif bir
oksidan radikaldir. Yarilanma dmrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur.

H-O-H — H*® + °OH

4- Singlet Oksijen ('0s): Ortaklanmams elektronu olmadig: icin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak

kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle olugur.

Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli
bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozar,
hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirirlar.

1- Membran lipidlerine etkileri (Lipid peroksidasyonu): Biyomolekiillerin tiim biiyiik
siniflan serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanidir. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon {iriinleri olustururlar. Poliansatiire yag asidlerinin oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen
membran hasan geri doniigtimsiizdiir.

Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmas1 sonucu serbest radikal iiretimine ‘enzimatik
lipid peroksidasyonu’, diger radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna ise ‘non-enzimatik
lipid peroksidasyonu’ adi verilir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, ge¢is metalleri
iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda g¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehidler olugurlar. Bu bilesikler, ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki
etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasan yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift
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bag igeren yaJ asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbitiirik asidle olgiilebilen MDA meydana
gelir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatrii degildir fakat lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.

2- Proteinlere etkileri: Proteinlerin serbest radikal harabivetinden etkilenme dereceleri
amino asid kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin, sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Hem proteinleri de serbest radikallerden &nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobinin O,° veya H,0, ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur.

3- Niikleik asidler ve DNA’ya etkileri: Iyonize edici radyasyonla olusan serbest
radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Sitotoksisite, biiyiik
oranda, niikleik asid baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degigikliklerine veya
DNA’daki diger bozukluklara baghdir.

4- Karbonhidratlara etkileri: Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de Onemli
etkileri vardir. Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehidler meydana gelirler. Okzoaldehidler DNA, riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma ozelliklerinden dolayr antimitotik etki

gosterirler. Boylece, kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar (12).

Serbest radikallerin hiicre ve dokularda neden olduklari zararlar 6zetlenirse (13),
1- DNA’nin tahrip olmasi,
2- Niikleotid yapih koenzimlerin yikimi,
3- Tiollere bagimli enzimlerin yap:1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi hiicre ortaminin tiol/
distilfit oraninin degismesi,
4- Protein ve lipidlerle kovalan baglantilar yapmasi,
5- Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,
6- Mukopolisakkaritlerin yikimu,
7- Proteinlerin tahrip olmasi ve “protein turnover”nin artmasi,
8- Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degisimi,
9- Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,
10- Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,
11- Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi.
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Tablo 1. Serbest radikal tiirleri(10).

Radikal Simge Tanimmlama
Hidrojen H* Bilinen en basit radikal
Siiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara iriinii
Hidroksil HO’® En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal
Hidrojen peroksit H,O, |Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen '0, Yarilanma 6mrii hizli, giigli oksidatif oksijen formu

Perhidroksil radikali HO," |Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu artirir

Peroksil radikali ROO™ | Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize olur

Triklorometil CCl;" | CClymetabolizmas iiriinii karacigerde iiretilen bir radikal

radikali

Thyl radikali RS® Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerin genel ad:

Alkoksil RO’ Organik peroksitlerin yikimu ile iiretilen oksijen metaboliti

Nitrik oksit NO® L-arjinin aminoasitinden invivo iiretilir

Azot dioksit NO," |NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir
ANTIOKSIDANLAR

Antioksidan savunma mekanizmalan

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 énlemek i¢in
viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelistirilmigtir. Bunlar ‘’antioksidan savunma
sistemleri’’ olarak bilinirler (12).

Baglica antioksidan etki gesitleri sunlardir:

1- Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar aracilify ile veya dogrudan
temizlenmesi.

2- Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi.

3- Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi.

4- Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (4).
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Tablo 2. Antioksidan sistemin baghica elemanlar (4,10).

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz

Sitokrom oksidaz

ENZIMLER YAGDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULAR
Siiperoksit dismutaz E Vitamini

Katalaz B-Karoten

Glutatyon peroksidaz Bilirubin

Glutatyon rediiktaz Ubikinol

Flavonoidler

Melatonin

SUDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULAR

METAL iYONLARINI BAGLAYAN
PROTEINLER

Glutatyon Ferritin

C Vitamini Transferrin

Urik asit Haptoglobin

Glikoz Hemopeksin

Sistein Seruloplazmin
Enzimatik  antioksidanlar

1- Siiperoksid Dismutaz (SOD): SOD enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksid ve
molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizler. Seliiler b6lmelerdeki stiperoksid diizeylerini kontrol
etmede 6nemli bir rol oynar.

20" + 2H" —» H,0, + O,

SOD’in Kkatalize ettigi reaksiyonun hizi spontan reaksiyonun yaklasik 4000 katidir.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksid serbest
radikallerinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. Bdylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder.
SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artisi ile artar.
Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksid olmasina ragmen
bu enzim sayesinde intraseliiler siiperoksid diizeyleri diigiik tutulur. SOD’in ekstraseliiler
aktivitesi ¢ok duigtiktiir (11).

2- Katalaz (CAT): Katalaz 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Gorevi,

hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek
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olarak, bu enzim bir molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini de
oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir. Peroksizomlarda lokalizedir.

2H;0; - 2H,0+0,

Katalaz’in indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksid ve metil,etil hidroperoksidleri gibi

kii¢lik molekiillere kargidir. Biiyiikk molekiillii lipid hidroperoksidlerine ise etki etmez (12,14).

Enzimatik olmayan antioksidanlar

1- Melatonin (N-Asetil-5-metoksitriptamin): Melatonin, en zararlh radikal olan hidroksil
radikalini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Bu yilizden, giinlimiize kadar bilinen
antioksidanlarin en gii¢liisii olarak kabul edilmektedir.

Melatonin antioksidan olarak diger 6nemli bir 6zelligi de lipofilik olmasidir. Dolayis: ile
hiicrenin hemen biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyeri
gibi bariyerleri de kolayca gecer. Béylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir.

Melatoninin bir bagka avantaji, diger antioksidanlarin aksine ¢ok yiiksek dozlarda (300
mg/giin) ve uzun slire kullanimda (5 yila kadar) bile toksik bir etkisinin olmamasidir.
Melatoninin hiicre ¢ekirdedine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi
bakimindan diger antioksidanlara gore ¢ok daha {istiin bir 6zelligini teskil eder. Yaslanma ile
birlikte melatonin {iretimi de azalir ki bunun da yaslanma ve yaglanmaya bagli hastaliklarin
patogenezinde Snemli rolii olabilecegi kaydedilmistir (12).

Melatonin pineal bez tarafindan iiretilir. Melatonin biyosentezinde baglangic maddesi
pineal bez tarafindan aktif transportla plazmadan alinan ve bir indol amino asit olan triptofandir.
Triptofan, pineal bez tarafindan aktif transportla plazmadan alinir. Triptofan esansiyel bir amino
asit olup, digsardan alinmasi gerekir. Triptofan pinealositlerde triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-
hidroksitriptofana hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan aromatik-L-amino asit dekarboksilaz ile 5-
hidroksitriptamine (serotonin) dekarboksillenir. Serotonin N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile
N-asetilserotonine ve bu da hidroksiindol-o-metil transferaz (HIOMT) etkisi ile melatonine
doniigiir. Pineal bezde kan beyin bariyeri bulunmamaktadir. Melatonin {iretimini takiben basit
difiizyon ile sekrete edilir. Melatoninin %70°i albumine baghdir. Gerek bagli, gerek serbest
melatonin kan ile beyin omurilik sivist (BOS) arasinda carpraz gegis halindedir. Melatoninin
sentezi ve salimimi gece boyunca en yiiksek diizeydedir. Melatonin salgisi karanlik ¢okmesinden
hemen sonra baglar, gecenin ortasinda (saat 2.00 ile 4.00 arasinda) doruk yapar ve gecenin ikinci

yansinda giderek azalir (15-17).
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Serum melatonin konsantrasyonlar: yasa gore biiyiik degisiklik gosterir. Ug ayliktan daha
kiigiik olan bebekler ¢ok az melatonin salgilar. Daha biiyiik bebeklerde melatonin salgis: artar ve
sirkadiyen dogasini kazanir, gece doruk yogunluklar en yiiksek seviyesine bir ile {i¢ yas arasinda
ulagir ve giderek azalir (15).

Melatonin biiyiik dlgiide karacigerde hidroksilasyonla hizla metabolize olur ve siilfiirik
yada glukuronik asitle konjuge olduktan sonra idrarla atilir. Intravensz yoldan verilen melatonin

hizla dagilir ve viicuttan atilir. Serum yar1 6mrii 0,5-5,6 dakika arasinda degigsmektedir (16).

2- Vitamin E: Dogal olarak alfa, beta, gama, delta ve zeta gibi ¢esitli tokoferoller
bulunmaktadir. a-tokoferol en genis dogal dagilimi ve en biiyiik biyolojik aktiviteyi gosterir.
Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol a-tokoferol’diir. a-tokoferol dokularda degisik
konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar
gibi membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda bulunur. Miyokard membranlarindaki miktar1 da
fazladir.

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. Diyette, yagda
¢Ozlinmiis olarak alir, yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir. Emilebilmesi i¢in yag
emiliminin ve safra asidlerinin normal olmasi gerekir. Herhangi bir tagiyici protein olmadan,
pasif difiizyonla emilir. Once, silomikron yapisina dahil olur. Silomikronlar lipoprotein lipaz
aracilif1 ile hidroliz olurken E vitamininin bir boliimii dokulara tasimir. Kalan E vitamini ise
silomikron kalintilar1 ile birlikte karaciger tarafindan alimp, hepatik kékenli VLDL’ler aracilif
ile tekrar dolagima salinir veya HDL e transfer edilir. E vitamini en fazla LDL’de bulunur. Bir
LDL molekiiliinde ortalama 6 tane a-tokoferol molekiilii vardir. Plazma konsantrasyonu ise 0.5-
1.8 mg/dl kadardur.

Cok giiglii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asidlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olugturur. E
vitamini, sliperoksid ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve
diger radikal dérneklerini indirger.

E vitamini zincir kirict bir antioksidan olarak bilinir. Ciinkii fonksiyonlar, lipid peroksi
radikallerini par¢alamak ve bdylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarimi sonlandirmaktir.
Sonugta olusan tokoferoksil radikali nispeten stabildir ve lipid peroksidasyonunu kendi kendine
baslatmak igin yeterince reaktif degildir. Tokoferoliin antioksidan etkisi, yiiksek oksijen
konsantrasyonlarinda etkilidir. En yiiksek oksijen kismi basincina maruz kalan lipid yapilarinda,

Ornegin eritrosit membranlarn ve solunum sistemi membranlarinda yogunlasma egilimindedir.
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E ve C vitamini verilmesinin yasli kisilerde ortalama kan lipid peroksid
konsantrasyonlarinda bir azalmayla sonuglandii goriilmiistiir. Serbest radikallerin kanserin
baslamasinda rol aldig1 ve E vitamini ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek

kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiylimesini 6nledigi kaydedilmistir (12).
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GEREC VE YONTEMLER

Deneysel ¢alismamiz, her grupta 6 adet rat olmak iizere, 4 grupta toplam 24 rat iizerinde
gerceklestirildi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Birimi’nde bakim
gerceklestirilen ve agirliklan 233-339 gram arasinda degisen Wistar-albino ratlar, 22 °C'lik 1s1da
ve 12 saat gece, 12 saat giindiiz ortamda tutularak standart rat yemi ile beslendiler.

Anestezi i¢in; ketamin IM. (100mg/kg) ve I.M. Rompum (10 mg/kg) kullanildi.
Hayvanlar tahta masaya yatirildi ve karin ciltleri Povidon iodine ile temizlendikten sonra tirag

edildi ve tiim ratlara orta hat laparatomisi yapildi.

A Grubu: Kontrol grubu.

B Grubu: Iskemi-reperfiizyon uygulanan grup

C Grubu: Iskemi-reperfiizyon ve melatonin10 mg/kg uygulanan grup

D Grubu: Iskemi-reperfiizyon ve E Vitamini 100 mg/kg uygulanan grup

A grubuna laparatomi uygulandi. Laparatomi sonras1 B, C, D gruplarindaki ratlarin sol
renal arter ve venleri ¢evre yapilardan disseke edildi. Sol renal arter ve renal ven mikrovaskiiler
klemple okliize edilerek 60 dakika siire ile iskemi uygulandi (Resim 1).

A grubuna laparatomi yapilmadan 72, 48, 24 saat ve 30 dakika 6nce 1ml/kg serum
fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. B grubuna iskemi uygulanmadan 72, 48, 24 saat ve 30
dakika 6nce Iml/kg serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. C grubuna iskemi
uygulanmadan 72, 48, 24 saat ve 30 dakika once 10 mg/kg melatonin (Sigma M-5250)
intraperitoneal olarak verildi. D grubuna ise iskemi uygulanmadan 72, 48, 24 saat ve 30 dakika
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Resim 1. Renal arter ve vene mikrovaskiiler klemple iskemi uygulanmasi

once 100mg/kg E vitamini intraperitoneal olarak verildi. Iskemi yapilan B, C, D gruplarinda 60
dakika sonra klemp agilarak reperfiizyon saglandi. Reperfiizyonun 60. dakikasinda antioksidan

enzim diizeyleri, MDA, 151k ve elektron mikroskopisi i¢in bobrek dokular: alindi.

Biyokimyasal Analizler

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuari’nda Beckman Coulter marka,
Synchron L.X20 model seri numarasi 1725, kat no 466220 olan otoanalizérde ratlarin iire,
kreatinin degerleri ¢aligildi. Ure igin lot numarasi T403047, kreatinin i¢in lot numarasit T3122102
idi. Ure ve kreatinin iyon selektif metodla caligilmustur.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Antioksidan Aragtirma
Laboratuari’nda ratlarin SOD, CAT ve MDA degerleri ¢alisildi. Alimunyum folyo i¢inde
paketlenen rat bobrek dokular1 SOD, CAT ve MDA igin —70 °C’de saklandi. Bobrek dokusu —70
°C’den ¢ikanldiktan sonra buzu ¢6ziilmeden kesilerek tartildi. SOD ve CAT enzim aktiviteleri
i¢in 50 mM Fosfat tamponu (pH 7.4) ile % 10°luk (w:v) olacak sekilde ve MDA i¢in 0.15 M K.CI

soliisyonu hazirlandi. Homojenizatér ile buz iistiinde homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar
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4000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifijj edildi ve stipernatan ayrldi. Ayrilan siipernatanlar
spektrofotometrik SOD, CAT ve MDA enzim aktiviteleri ile protein 6lgtimlerinde kullamldi.

SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. tarif ettigi metoda gére tayin edildi (18). Bu metod,
SOD tarafindan ksantin- ksantin oksidaz yoluyla tretilen siiperoksit radikallerinin, H>O’ye
doniistiiriilmesi ve nitroblue tetrazolium (NBT)‘u indirgemesi esasiyla galhsan bir metoddur.
indirgenen NBT 560 nm’de maksimum absorbans veren mavi renkli formazana dontistir.
Sonuglar U/ mg protein seklinde ifade edildi.

Bu calismada CAT enzimi tayini i¢in Aebi yontemi kullamldi (19). CAT Kkatalitik
aktivitesiyle H0,, dekompoze ederek su ve oksijene doniistirmektedir. HyO, ultraviole
spektrumunda absorbsiyon veren bir maddedir. Maksimal absorbans 240 nm’de meydana
gelmektedir. Deney ortamina ilave edilen HO,'nin CAT tarafindan su ve oksijene pargalanmasi
240 nm’de absorbans azalmasi ile kendini gosterir. Absorbansda gdzlenen bu azalma ortamdaki
CAT enzim aktivitesi ile dogru orantili bir egilim gdstermektedir. Sonuglar k/mg protein

seklinde ifade edildi.

Malondialdehit miktar tayini, lipid peroksidasyon son tiriinii olan MDA nin tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile sicak ve asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan rengin spektrofotometrik
olarak 6lgiilmesiyle saptand1 (20). MDA sonuglari nmol/mg doku olarak ifade edildi.

Protein miktart belirtimi Lowry metoduna gére yapildi (21). Bu metod, proteinin
yapisinda bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin fosfotungstat kompleksini molibden

mavisine indirgemesi prensibine dayamir. Reaksiyon bakir (Cu™) ile belirginlestirilir.

Isik Mikroskopisi

Bobrek dokulart % 10’luk formalin soliisyonunda fikse edilip otomatik doku takip
cihazinda (Leica TP 1050, Almanya) giin boyunca doku takibine alindi. Daha sonra doku gdmme
cihazinda (Leica EG 1160, Almanya) parafin bloklarina gémiildii. Rotary mikrotom ile (Shandon
MIR, Fransa) parafin bloklardan 4 pm kalinhginda kesitler alindi. Hematoksilen-Eosin (HE)
boyasi ile boyandi. Binokiiler mikroskopta (Jenamed, Carl Zeiss Jena, Almanya) ozel isaretli
okiiler yardimiyla incelendi. Nikon marka 400 b&lmeli okiilerle nekroz odaklar: ve hiicre debri

odaklari sayilarak yiizdeler belirlendi.
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Elektron Mikroskopisi

Bobrek hiicre organel hasarlarini incelemek amaciyla, reperflizyondan 60 dakika sonra
tiim gruplardaki ratlarin sol bobreklerinden histopatolojik inceleme igin drnekler alindi. Alinan
dokular ilk once %2.5°luk fosfat tamponlu gluteraldehite konuldu. Ardindan dokular %1°lik
fosfat tamponlu osmiyum tetroksit (OsOy) ile fikse edildi. Sirasiyla %30°luk ve %100’liik
alkollerde dehidratasyon ve propilen olesid banyolarindan sonra dokular Epon 812 ile
bloklandilar. Raychert ultramikrotomla kesildiler ve uranil asetatla boyandilar.

Boyali kesitler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim dalinda Seol 1010

elektron mikroskobu ile degerlendirildiler.

istatiksel Analiz

Calismadaki verilerin istatistiksel analizi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi
Bilgi Islem Merkezindeki minitab paket programi (SO0O64 minitab Release 13) (Lisans No:
wep.1331.00197) kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar Kruskal-Wallis Varyans
analizi ile yapilmis olup, anlamli ¢ikanlar Mann-Whitney-U testi ile karsilastirilmistir. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim parametrelerin ortalamalar1 Ortalama + SD olarak

gOsterilmistir.
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BULGULAR

Sicanlara 72, 48, 24 saat ve 30 dakika 6nce antioksidan enjeksiyonundan sonra 60 dakika

iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulanarak deneysel bébrek iskemi-reperfiizyon modeli

olusturuldu. Her grupta 6 adet si¢an tizerinde ¢aligildi.

Calismamuzdaki siganlar her enjeksiyon oncesi tartilarak agirhk degisiklikleri saptandi.

Antioksidanlarin dozlar1 bu agirliklara gére hesaplanarak uygulandi.

Grup A serum tire degerlerinin ortalamasi 25.17 + 2.927 mg/dl (min:22, max: 30) olarak

bulundu. Grup B serum iire degerlerinin ortalamasi 44.50 + 2.588 mg/dl (min:42, max: 49)

olarak bulundu. Grup A ile Grup B karsilagtirildiginda iire degerlerindeki artis, istatiksel olarak,

anlaml idi (p=0.002). Grup C serum iire degerlerinin ortalamas1 45.17 + 7.494 mg/dl (min:38,

max: 55) olarak bulundu. Grup D serum iire degerlerinin ortalamasi 40.33 + 4.967 mg/dl

(min:33, max: 47) olarak bulundu. Tiim gruplara ait iire degerleri Tablo 3 ve Sekil 2’te

gosterilmistir.

Tablo 3. Calisma gruplarinin verilerinin kargilagtirilmasi.

VERILER Grup A (n=6) |GrupB (n=6) |Grup C (n=6) |Grup D (n=6)
Ure (mg/dI) 25172927 44.50 +2.588 45.17 +£7.494 40.33 +4.967
Kreatinin(mg/dl) 0.45 +0.083 0.56 +0.051 0.51 £ 0.040 0.48 £ 0.075
SOD (U/mg protein) |8.186+0.516 6.261 £ 0.569 8.095:+1.237 8.016+ 0.999
CAT (k/mg protein) |0.343 +£0.024 0.298 +0.147 0.296 + 0.052 0.306 + 0.027
MDA (nmol/mg) 0.445 +0.020 0.666 + 0.095 0.515+0.076 0.515+0.088
Nekroz (%) 0.00 £ 0.00 10.42 +3.232 3.42 £ 1.602 5720k 3.1
Hiicre Debri (%) 0.00 +0.00 1252 +£3.992 6.53 £ 2.541 8.18 £ 3.689
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Sekil 2. Tiim gruplarin iire degerleri.
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Grup A ile antioksidan verilen gruplar karsilastirildiginda (Grup C ve Grup D) ire

degerlerindeki artig, istatiksel olarak anlamli idi (p=0.002). Gruplar arasi ire degeri

karsilastirmalarinin p degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Cahsma gruplarmin p degerlerinin karsilastirilmas.

GRUPLAR Ure Kreatinin | SOD | MDA | CAT | Nekroz | H. chriJ
Grup A- Grup B 0.002 0.041 0.002 | 0.002 | 0.004 0.002 0.002
Grup A- Grup C | 0.002 0:132 0.485 |0.065 |0.041 0.002 0.002
Grup A- GrupD | 0.002 0.485 0.589 |0.093 |0.026 0.002 0.002
Grup B- Grup C 0.699 0.180 0.009 | 0.026 |0.937 0.002 0.015
Grup B- Grup D 0.180 0.093 0.004 | 0.026 | 0.589 0.065 0.065

\g‘up C-Grup D 0.310 0.485 0.937 | 1.000 |0.818 0.310 0.394

Grup A serum kreatinin degerlerinin ortalamasi 0.45 + 0.083 mg/dl (min: 0.4, max: 0.6)

olarak bulundu. Grup B serum kreatinin degerlerinin ortalamast 0.56 + 0.051 mg/dl (min: 0.5,

max: 0.6) olarak bulundu. Grup A ile Grup B karsilagtirldiginda kreatinin degerlerindeki artis,
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istatiksel olarak anlaml idi (p=0.041). Grup C serum kreatinin degerlerinin ortalamasi 0.51 +
0.040 mg/dl (min:0.5, max: 0.6) olarak bulundu. Grup D serum kreatinin degerlerinin ortalamasi
0.48 + 0.075 mg/dl (min:0.4, max:0.6) olarak bulundu. Tiim gruplara ait kreatinin degerlerinin
verileri Tablo 3 ve Sekil 3’te gosterilmistir.

Grup A ile antioksidan verilen gruplar kargilagtirildiginda (Grup C ve Grup D) kreatinin
degerlerindeki arti, istatiksel olarak, anlamh degildi (p>0.05). Gruplar arasi kreatinin degeri

karsilastirmalarimin p degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Sekil 3. Tiim gruplarin kreatinin degerleri.
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Kontrol iskemi-reperfiizyon Gruplar Melatonin E vitamini

Grup A SOD aktivitelerinin ortalamas 8.186 + 0.516 U/ mg protein (min:7.39, max:8.81)
olarak bulundu. Grup B SOD aktivitelerinin ortalamasi 6.261 £ 0.569 U/ mg protein (min:5.65,
max:7.21) olarak bulundu. Grup A ile Grup B kargilastinldiginda SOD aktivitelerindeki azalig,
istatiksel olarak, anlamli idi (p=0.002). Grup C SOD aktivitelerinin ortalamas1 8.095 + 1.237 U/
mg protein (min:7.08, max:10.36) olarak bulundu. Grup D SOD aktivitelerinin ortalamast 8.016+
0.999 U/ mg protein (min:6.61, max:9.57) olarak bulundu. Tiim gruplara ait SOD aktiviteleri
Tablo 3 ve Sekil 4°te gosterilmistir.

Grup A ile antioksidan verilen gruplar karsilastirildiginda (Grup C ve Grup D) SOD

aktivitelerinin azalisi, istatiksel olarak, anlamli degildi (p>0.05).
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Grup B ile Grup C SOD aktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda, Grup C SOD
aktivitelerinin istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (p=0.009). Grup B ile
Grup D SOD aktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda, Grup D SOD aktivitelerinin istatiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gériildii (p=0.004).

Grup C ile Grup D SOD aktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda aradaki fark istatiksel
olarak anlamli degildi (p=0.937). Gruplar arasi SOD aktivitelerinin karsilagtirmalarinin p

degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Sekil 4. Tiim gruplarm SOD U/ mg protein degerleri.

— SER R = !
T i

SOD (U/mg protein)
o

- e —— S

Grup A CAT aktivitelerinin ortalamasi 0.343 + 0.024 k/mg protein (min:0.32, max:0.3 8)
olarak bulundu. Grup B CAT aktivitelerinin ortalamasi 0.298 + 0.147 k/mg protein (min:0.28,
max:0.32) olarak bulundu. Grup A ile Grup B kargilastirildiginda CAT aktivitelerindeki azalig,
istatiksel olarak, anlamli idi (p=0.004). Grup C CAT aktivitelerinin ortalamasi 0.296 + 0.052
k/mg protein (min:0.21, max:0.37) olarak bulundu. Grup D CAT aktivitelerinin ortalamasi 0.306
+0.027 k/mg protein (min:0.27, max:0.35) olarak bulundu. Tiim gruplara ait CAT aktiviteleri
Tablo 3 ve Sekil 5°de gosterilmistir.

Grup A ile antioksidan verilen gruplar kargilagtirildiginda (Grup C ve Grup D) CAT

aktivitelerinin azalig, istatiksel olarak, anlamli bulundu (p<0.05).
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Grup B ile Grup C CAT aktiviteleri bakimindan karsilastirildiginda, Grup C CAT
aktiviteleri istatiksel olarak anlamli degildi (p=0.937). Grup B ile Grup D CAT aktiviteleri
bakimindan kargilastinldiginda, Grup D CAT aktiviteleri istatiksel olarak anlamh degildi
(p=0.589).

Grup C ile Grup D CAT aktiviteleri bakimindan karsilagtirildiginda, aradaki fark istatiksel
olarak anlamli degildi (p=0.818). Gruplar aras1 CAT aktiviteleri karsilagtirmalarinin p degerleri

Tablo 4’de gosterilmistir.

Sekil 5. Tiim gruplarin CAT k/mg protein degerleri.
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Grup A MDA aktivitelerinin ortalamasi 0.445 + 0.020 nmol/mg (min:0.42, max:0.47)
olarak bulundu. Grup B MDA aktivitelerinin ortalamasi 0.666 + 0.095 nmol/mg (min:0.51,
max:0.77) olarak bulundu. Grup A ile Grup B karsilastirildiginda MDA aktivitelerindeki artis,
istatiksel olarak, anlamli idi (p=0.002). Grup C MDA aktivitelerinin ortalamasi 0.515 + 0.076
nmol/mg (min:0.39, max:0.61) olarak bulundu. Grup D MDA aktivitelerinin ortalamas1 0.515 +
0.088 nmol/mg (min:0.39, max:0.62) olarak bulundu. Tiim gruplara ait MDA aktiviteleri Tablo 3
ve Sekil 6’da gosterilmistir.
Grup A ile antioksidan verilen gruplar karsilagtinldiginda (Grup C ve Grup D) MDA
aktivitelerinin azaligi, istatiksel olarak anlaml degildi (p>0.05).
Grup B ile Grup C MDA aktiviteleri bakimindan karsilastinnldiginda, Grup C MDA
aktivitelerinin istatiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriildi (p=0.026). Grup B ile
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Grup D MDA degerleri bakimindan kargilagtirildiginda, Grup D MDA aktivitelerinin istatiksel
olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p=0.026).

Grup C ile Grup D MDA aktiviteleri bakimindan karsilagtirildiginda, istatiksel olarak
anlamh fark saptanmadi (p=1.000). Gruplar arasi MDA aktiviteleri kargilastirmalarinin p

degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Sekil 6. Tiim gruplarm MDA nmol/mg degerleri.

MDA Degerleri

MDA (nmol/mg doku)

Kontrol Iskemi-reperfiizyon  Gruplar Melatonin E vitamini

Grup A nekroz yiizdelerinin ortalamasi 0.00 + 0.00 (min:0, max:0) olarak bulundu. Grup
B nekroz yiizdelerinin ortalamasi 10.42 + 3.232 (min: 7, max: 16) olarak bulundu. Grup A ile
Grup B karsilagtirildiginda nekroz yiizdelerindeki artis, istatiksel olarak, anlamlh idi (p=0.002).
Grup C nekroz ytizdelerinin ortalamasi 3.42 + 1.602 (min: 2, max: 5) olarak bulundu. Grup D
nekroz ytizdelerinin ortalamast 5.72 + 3.111 (min: 3, max: 11) olarak bulundu. Tiim gruplara ait
nekroz yiizdelerinin verileri Tablo 3 ve Sekil 7°de gosterilmistir.

Grup A ile antioksidan verilen gruplar kargilastirildiginda (Grup C ve Grup D) nekroz
yiizdelerindeki artis, istatiksel olarak, anlamli idi (p<0.05).

Grup B ile Grup C ne kroz yiizdeleri bakimindan karsilastirildiginda, Grup C nekroz
ylizdelerinin istatiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu gériildii (p=0.002). Grup B ile Grup
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D nekroz yiizdeleri bakimindan kargilastirildiginda, Grup D nekroz yiizdelerinin daha diigiik
oldugu saptanmistir ancak istatiksel olarak anlamli degildir (p=0.065).

Grup C ile Grup D nekroz yiizdeleri bakimindan karsilagtirildiginda, istatiksel olarak
anlamli degildi (p=0.310). Gruplar arasi nekroz yiizdelerinin karsilagtirmalarinin p degerleri

Tablo 4’de gosterilmistir.

Sekil 7. Tiim gruplarm nekroz yiizdelerinin degerleri.

Nekroz Oranlari

Nekroz (%)
o

Kontrol Iskemi-reperfiizyon Melatonin E vitamini

Gruplar

Grup A hiicre debri yiizdelerinin ortalamast 0.00 + 0.00 (min:0, max:0) olarak bulundu.
Grup B hiicre debri ylizdelerinin ortalamast 12.52 + 3.792 (min: 6, max: 16) olarak bulundu.
Grup A ile Grup B kargilastinldiginda hiicre debri yiizdelerindeki artis, istatiksel olarak, anlamli
idi (p=0.002). Grup C hiicre debri yiizdelerinin ortalamast 6.53 + 2.541 (min: 4, max: 11) olarak
bulundu. Grup D hiicre debri yiizdelerinin ortalamasi 8.18 + 3.689 (min: 5, max: 15) olarak
bulundu. Tim gruplara ait hiicre debri yiizdelerinin verileri Tablo 3 ve Sekil 8’da gdsterilmistir.
Grup A ile antioksidan verilen gruplar kargilagtinildiginda (Grup C ve Grup D) hiicre debri
yiizdelerindeki artig, istatiksel olarak, anlamli idi (p<0.05).

Grup B ile Grup C hiicre debri yiizdeleri bakimindan kargilastirildiginda, Grup C hiicre
debri ytizdelerinin istatiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p=0.015). Grup B ile
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Grup D hiicre debri yiizdeleri bakimindan karsilastirildiginda, Grup D hiicre debri yiizdelerinin
daha diistik oldugu saptanmustir ancak istatiksel olarak anlaml degildir (p=0.065).Grup C ile
Grup D hiicre debri yiizdeleri bakimindan karsilastirldiginda, aradaki fark istatiksel olarak

anlamli degildi (p=0.394). Gruplar arast hiicre debri yiizdelerinin kargilastirmalarinin p degerleri

Tablo 4’de gosterilmistir.

Sekil 8. Tiim gruplarn hiicre debri yiizdelerinin degerleri.

Hiicre Debri Oranlari

Hiicre Debri (%)

Kontrol Iskemi-reperfiizyon Melatonin E vitamini

Gruplar
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Isik Mikroskopisi Bulgularn

Saglikli kontrol grubuna ait Hematoksilen-Eosin boyali kesitlerde kortikal ve mediiller
bolgede tubuluslar diizenli gériinimdeydi. Bazi tubul hiicrelerinde rejeneratif degisiklikler,
hidropik sisme ve sitoplazmik berrak vakuol (geriye doénebilir dejeneratif degisiklikler)
mevcuttu. Glomeriiller normal gériiniimdeydi. Ancak interstisiyel alanlarda eritrositten zengin
kii¢iik kan damarlari izlendi (Resim 2.3).

Iskemi-reperfiizyon grubuna ait Hematoksilen-Eosin boyali kesitlerde medullar bslgede,
kortikal bolgeye goére belirgin tubulus hiicre nekrozlari ve tubulus liimen iglerinde hiicre debrileri
dikkati ¢ekti. Nekroz ve hiicre debrileri semikantitatif olarak degerlendirildiginde diger
gruptakilere gore daha fazlaydi (Tablo 5). Diger gruplarda oldugu gibi, tubulus hiicrelerinde
rejeneratif degisiklikler, geriye donebilir dejeneratif degisiklikler ve eritrositten zengin
interstisyel kii¢iik kan damarlar izlendi. Glomeriillerde konjesyon disinda bir 6zellik goriilmedi
(Resim 4,5).

Melatonin verilen gruba ait Hematoksilen-Eosin boyali kesitlerde, iskemi ve reperfiizyon
grubuna goére belirgin olarak daha az ancak E Vitamini verilen gruba gére biraz azalmis,
mediiller bolgede belirgin tubulus i¢i hiicre debrileri,tubulus hiicre nekrozlan izlendi. Diger tiim
gruplara gére daha belirgin rejenerasyon izlendi. Diger gruplarla hemen hemen ayni derecede
tubulus hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler mevecuttu. Glomeriillerde konjesyon disinda 6zellik
goriilmedi (Resim 6,7).

E Vitamini verilen grubun Hematoksilen-Eosin boyali kesitlerinde, mediiller bolgede
kortikal bolgeye gore daha belirgin tubulus hiicre nekrozu, tubulus liimen i¢i hiicre debrileri
izlendi. Ancak iskemi-reperfiizyon grubuna gore hafif derecede. melatonin grubuna gére biraz
belirgindi. Konjesyon, rejeneratif ve dejeneratif degisiklikler izlendi. Glomeriiler yapilarda
konjesyon diginda bulgu gortilmedi (Resim 8,9).

Tiim gruplarin histopatolojik nekroz ve hiicre debri miktarlarinin % olarak degerleri Tablo

5’de verilmistir.
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Resim 3. Saghkl kontrol grubuna ait kortikal bolge goriilmekte (HE,X100).
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Tablo 5.Gruplarmn histopatolojik nekroz ve hiicre debri miktarlarmin % olarak

degerleri.
Gruplar Nekroz Hiicre Debri
Kontrol Grubu:  Rat Al 0% 0%
Rat A2 0% 0%
Rat A3 0% 0%
Rat A4 0% 0%
Rat AS 0% 0%
Rat A6 0% 0%
Ort. = SD. 0.00 = 0.00 0.00 +0.00
Iskemi-rep. Grubu: Rat Bl 6.70% 5.80%
Rat B2 15,80% 16.30%
Rat B3 10,80% 14,20%
Rat B4 10,40% 11,70%
Rat B5 7.50% 15,40%
Rat B6 11,30% 11,70%
Ort. = SD. 10.42 +£3.23 12.52 +3.79
Melatonin Grubu: Rat C1 5,00% 10,80%
Rat C2 1,70% 4,20%
Rat C3 2,10% 5,40%
Rat C4 2,10% 4.20%
Rat C5 4,60% 6,70%
Rat C6 5,00% 7,90%
Ort. = SD. 3.42 +1.60 6.53 +2.54
E Vitamin Grubu: Rat D1 4,60% 5,00%
Rat D2 4,60% 8,30%
Rat D3 11,40% 14,60%
Rat D4 3,30% 5,40%
Rat D5 7.10% 10,00%
Rat D6 3,30% 5,80%
Ort. = SD. 5.72+3.11 8.18 + 3.68
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buna ait mediiller bélge izlenmektedir. Tubulus epitel
hiicre nekrozu (N), rejeneratif degisiklikler (R), tubulus liimen iclerinde hiicre debrileri (©)
goriildii (HE,X100).

p N PN g VG L
Resim 5. Iskemi-reperfiizyon grubuna ait kortikal bilge izlenmektedir. Tubulus epitel
hiicre nekrozu (N), rejeneratif degisiklikler (R), tubulus liimen i¢lerinde hiicre debrileri ©)
goriildii. Mediiller bélgeye gore degisiklikler daha azdir (HE,X100).
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elatonin verilen gruba ait mediiller bélge izlenmektedir. Tubulus liimen iglerinde
hiicre debrileri (C), bazi tubulus hiicrelerinde nekroz (N) ve yaygin rejenerasyon bulgular: (R)

goriilmektedir (HE,X100).
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Resim 7. Melatonin verilen gruba ait kortikal bolge izlenmektedir. Burada mediiller bolgeye
gore daha az tubulus liimen iglerinde hiicre debrileri (C), yine belirgin rejenarasyon bulgular
(R) izlenmektedir (HE,X100).
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Resim 8. E Vitamini verilen grubun mediiller bolgesi izlenmektedir. Tubulus liimen

i¢clerinde hiicre debrileri (C), bazi tubulus hiicrelerinde nekroz (N) ve rejenerasyon (R)
goriilmektedir (HE,X100).
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Resim 9. E Vitamini verilen grubun kortikal bolgesi izlenmektedir. Mediiller bélgeye gire
oldukea az tubulus liimen igi hiicre debrileri (C) goriilmektedir (HE,X100).
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Elektron Mikroskopisi Bulgular

Saglikhi kontrol grubunda elektron mikroskopik olarak nefronlarin glomeriilleri,
proksimal ve distal tiibiiler hiicreleri normal sekildeydiler. Ultrastriiktiirel diizeyde glomeriiliin
filtrasyon bariyeri visseral epitelyal hiicrelerden (podositlerden), bazal membrandan ve
endotelyal hiicrelerden ibaretti.

Podositlerin yuvarlak nukleuslari, biyiik ve kiigiik ¢ikintilary (foot processes) tespit
edildi. Kiigiik ¢ikintilar bazal membrana bagliydilar. Aralarinda genislemeler izlenmekteydi.
Kapiller limenlerinde endotelyal hiicreler ve eritrositler mevcuttu. Bunun yani sira mezengial
hiicreler ~ goriilmekteydi. Mezengial hiicrelerin stoplazmalarinda 6zellikle fibriler yapilar

mevcuttu (Resim 10).

Resim 10. Saghkh kontrol grubunun elektron mikroskopisi izlenmekte. Glomeriiliin bir
boliimii goriilmektedir. Filtrasyon bariyerinin podositleri (pod), biiyiik (|) ve kiigiik (] ])
aikintilari, kapiller limeni (kap), endoteli (en), eritrosit (er) izlenmektedir. Kapiller ve
podosit arasinda mezengium (mez) ve podosit nukleusu (n) goriilmektedir (X10000).
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Iskemi-reperfiizyon grubunun elektron mikroskopik incelemesinde; glomeriil filtrasyon
bariyerinde genellikle bazal membranlarda diffiiz genislemeler dikkati ¢ekmekteydi.
Podositlerde, nekroza bagl olarak dekstruktif ve dejeneratif degisiklikler gozlendi. Bazi yerlerde
foot processiislerin kayboldugu ve podositlerin bazal membrana direk olarak yapismas: dikkati
¢ekti. Endotelyal hiicrelerin sismesi ve dekstruktif degisiklikler saptandi. Boylece filtrasyon
bariyerinde bozukluklar meydana gelmekteydi (Resim 11). Bunun yam sira proksimal ve distal

tiibiiler hiicrelerde de distrofik ve nekrotik degisiklikler (tubuloreksis, kariopiknoz, kariolizis

olaylari) izlenmekteydi (Resim 12, 13). Reabsorpsiyon bariyerinde de bozukluklar gézlendi.

Resim 11. Iskeml-reperf'uzyon grubunun elektron mikroskopisi lzlenmektedlr Glomeriiliin
bir béliimii goriilmektedir. Bazal membramn (bm) diffiiz genisl izasyonu,
podositlerin (pod) dejenerasyonu, processiislerin kayboldugu gorulmektedlr (X12000).
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Resim 12. Iskemi-reperfiizyon grubunun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Proksimal
tiibiiler hiicrelerin (pth) parcalanmasi (tubuloreksiz) ve niikleuslar1 kayboldugu (kariolizis)
tespit edildi. Endotelyal hiicrelerin (en) nukleuslarimin berraklasmas: dikkati ¢ekmektedir

(X10000).

Resim 13. iskemi-reperfiizyon grubunun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Proksimal
tiibiiler hiicrelerin (pth) stoplazmasinda nekrotik degisiklikler, vakuollerin (v) ve lipid (|)
damlalarimn artisi (distrofik degisiklikler), organellerin kayboldugu ve kariopiknoz
izlenmektedir (X10000).




Melatonin verilen grubun elektron mikroskopik incelenmesinde glomeriillerin gogunun
filtrasyon bariyerinde, genellikle podositlerde bozukluklar goze arpmaktaydi. Sitoplazmada
distrofik, destruktif degisiklikler izlendi. Lipidlerin artis1, endoplazmik retikulumunda kanallarin
genigledigi ve bazi yerlerde pargalanmasi dikkati gekti (Resim 14). Hiicrelerin aktivitesi yani
rejenerasyon melatonin verilen grupta daha fazla goriilmekteydi.

Proksimal tiibiiler hiicrelerin bazilarimin pargalandifi, dejenere oldugu, bazilarinm ise
hiicre rejenerasyonu durumunda (nukleuslarin ve sitoplazmanin aktivitesi) oldugu saptand:
(Resim 15,16).

Resim 14. Melatonin verilen grubun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Biiyiik biiyiitmede
izlenen podosit sitoplazmasinda endoplazmik retikulumunun (En) genislemesi, dekstruktif
degisiklikler ve bazi yerlerde par¢alandigi () gézlenmektedir. Lipidlerin (Lip) artis1
(distrofik, reversibl degisiklikler) goriilmektedir. Golgi (G), mitokondri (M), nukleus (n)
goriilmektedir (X25000).
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Resim 15. Melatonin verilen grubun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Proksimal tiibiiler
hiicrelerin (pth) sitoplazmasinda mitokondriler (m), endoplazmik retikulum (Er), ribozomlarin
(r) artis1 goriilmektedir. Nukleus (n) ve lipidler (Lip) izlenmektedir (X8000).

Resim 16. Melatonin verilen grubun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Uriner kanalda (u)
dejeneratif (dej) ve rejeneratif (rej) epitelyel tiibiiler hiicreler izlenmektedir. Dejeneratif
hiicrelerin nukleuslar: (n) piknotik, sitoplazmada organellerin par¢alanmas1 (||), dissasiasyonu.
Rejeneratif hiicrelerin sitoplazmasinda bazofili, bol miktarda ribozom () ve diger organeller,

nukleuslarm (n) kromatinin artisi (X12000).




E vitamini verilen grubun elektron mikroskopik incelenmesinde glomeriillerin filtrasyon
bariyerlerinde ve tiibiiler hiicrelerde (reabsorpsiyon boélgesinde) distrofik ve dejeneratif
degisiklikler iskemi-reperfiizyon grubundan daha hafif izlenmekteydiler. Filtrasyon bariyerinde
bu degisiklikler daha belirgin olarak podositlerde gozlenmekteydi. Podositlerin nukleuslarinin
berraklastigi, stoplazmada organellerin pargalandigi (lizis), vakuollerin artis1 tespit edildi. Ancak
foot prosessiislerin bazal membranlariyla baglantilarin bozulmamas: dikkati ¢ekti. Bazal
membranlar genellikle normal gekildeydiler, bazi yerlerde fokal genislemeler izlendi (Resim 17).
Bize gore gosterdigimiz podositlerin bu degisiklikleri adaptatif reaksiyona baglidir ve reversibl
gibi degerlendirilebilir. Tiibiiler hiicrelerde dejeneratif degisiklikler nadir olarak gézlendi, daha
fazlasiyla hiicrelerin bazofilik oldugu goze ¢arpmaktaydi. Proksimal hiicrelerin apikallerinde
mikrovilluslar genellikle korunmaktaydi. Bazal bolgelerde ¢ok miktarda mitokondri ve i¢indeki
kristalarin hiperplazisi saptandi. Mitokondri etrafinda parmaks: ¢ikintilarin korundugu gézlendi.
Sitoplazmada fagolizozomlar ve lipidler gériilmekteydi (Resim 18,19). Sonug olarak nefronun
reabsorpsiyon bolgesinde hiicre rejenerasyonu bulgulari dejeneratif degisikliklerden daha

iistiindiiler.

Resim 17. E vitamini verilen grubun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Glomeriiliin bir
béliimii goriilmektedir. Podosit (pod) sitoplazmasinda dejeneratif degisiklikler, organellerin
kayboldugu ve vakuolizasyonu (v) izlenmektedir. Bazal membranin (|) ve foot prosessiislerin (] |)
baglantilar korunmakta, kapiller liimeninde(Kap) endotel (en) goriinmekte (X10000).
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Resim 18. E vitamini verilen grubun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Proksimal tiibiiler
hiicrelerin (pth) apikallerinde mikrovilluslar (1) korunmakta, mitokondri (m) ve serbest
ribozomlar (] |) izlenmektedir. Nukleuslar (n) normal sekilde izlenmektedir (X10000).

Resim 19. E vitamini verilen grubun elektron mikroskopisi izlenmektedir. Proksimal tiibiiler
hiicrelerin (pth) bazal bélgesinde ¢ok miktarda mitokondri (m), mitokondrilerin kristalarinda
hiperplazi, etrafinda ise parmaks: gikintilar (1]) goriinmektedir. Nukleuslarin aktivitesi (n),
ribosomlarn artis: (r) , fagolizozom (fag) ve lipidler (Lip) goriinmektedir (X10000).
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Makromolekiiler diizeyde ultrastriiktiirel olarak iskemi-reperfiizyon grubunda glomeriil
filtrasyon bariyerinde ve rezorpsiyon bolgelerinde dekstruktif ve dejeneratif degisiklikler
saptandi.

Melatonin verilen grupta filtrasyon bariyerinde distrofik (reversibl) degisiklikler
g6zlendi. Reabsorpsiyon bélgelerinde distrofik ve dejeneratif degisikliklerin yan sira rejeneratif
degisiklikler de gozlendi. Hiicrelerin aktivitesi yani rejenerasyon, E vitamini verilen grupla
karsilastirilinca, melatonin verilen grupta daha fazla goriilmekteydi.

E vitamini verilen grupta nefronun filtrasyon bariyerinde genellikle reversibl
degisiklikler gbzlendi. Reabsorpsiyon bolgelerinde hiicre rejenerasyonu dejeneratif

degisikliklerden daha fazla gézlendi.
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TARTISMA

Bobrek iskemi-reperflizyon hasari, bébrek naklinde, parsiyel nefrektomilerde ve
suprarenal aortik anevrizmalarin cerrahi tedavisi sirasinda karsimiza g¢ikabilmektedir. Son
yillarda bsbrek nakli, son donem bobrek yetmezlikli hastalarin tedavisinde gegerli bir tedavi
y6ntemi olarak kabul edilmektedir. Bobrek naklinde iskemi-reperfiizyon hasarina bagh
gelisebilecek problemler ise giiniimiizde hala tam olarak agiklanabilmis sorunlar olmadigindan
aragtirmalar devam etmektedir.

Doku hasan sistematigi ve kalici hasardan geri donils zaman siminn ve hasardan
korunmada destek olabilecek diizenek ¢alismalar: deneysel aragtirmalar dahilinde siirmektedir.

Bobreklerde deneysel iskemi reperflizyon hasarinin etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin belli
bir iskemi siiresine gerek vardir. Rat bobreginde Paller ve ark. 60 dakikalik iskemi siiresinden
sonra reperflizyon hasarimin ortaya ¢iktifini géstermislerdir (22). Bizim ¢alismamizda 60
dakikalik renal iskemi stiresi tercih edilmigtir. 60 dakikalik reperflizyondan sonra isleme son
verilmistir. Iskemi siiresince hiicrede, interselliiler dokuda ve sistemik dolasimda bulunan ve
artan pek ¢ok etken madde sorumludur.

Serbest oksijen radikallerinin (SOR) salimmi doku reperfiizyonu esnasinda, kandaki
oksijen konsantrasyonunun hizli artigina baglidir. Bunun sonucunda olusan SOR hiicre membran
lipidleri ile etkileserek, doymamis yag asitlerinin deagilasyonunu hizlandirarak aragidonik asit
acifa c¢ikarirlar. Arasidonik asitten siklooksijenaz ve lipooksijenaz etkisi ile olusan
prostoglandinler, 16kotrien gibi maddeler membran permeabilitesini bozup hiicreyi fonksiyonel

olarak yikarlar. Ayrica SOR’lar proteinlerle etkilesip yapisinda siilfidril bulunan enzimleri
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inaktif hale getirirler, protein ve niikleik asit sentezini inhibe ederler. Bu metabolik olaylar hiicre
6limii ile sonuglanir (11,12).

Organizmada SOR’larin olusum hizi ile etkisizlestirme hizi dengede oldugu siirece
organizma bu bilegiklerden etkilenmemektedir. Buna karsi savunma azalir veya bu zararl
bilesiklerin olusum hiz1 artarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagl zararh etkiler
ortaya ¢ikmaktadir (23). Olusan SOR'lar gesitli hiicresel savunma mekanizmalanyla enzimatik,
(siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi) veya nonenzimatik yol ile (melatonin, E
vitamini gibi) zararsiz duruma getirilirler (24).

Calismamizda kullandigimiz antioksidanlardan biri melatonindir. Gerek in vitro, gerek in
vivo aragtirmalarda melatoninin toksik hidroksil radikallerinin ve diger oksijen koékenli
radikallerin gii¢lii bir tutucusu oldugu gosterilmistir (25). Melatonin direk etkisine 6rnek olarak
en toksik radikal olan hidroksil radikaline kars: etkili olmas1 gosterilebilir. Melatoninin indirek
etkileri de bulunmaktadir. Melatonin metaboliti olan indol katyon tiirevi bir maddenin
stiperoksiti tutarak antioksidan aktivite gosterdigi kaydedilmigtir. Melatonin, SOD enziminin
mRNA’sin1  arttirmakta ve superoksit radikalinin dismutasyonuna bu sekilde de katkida
bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi melatonin ile uyarilmaktadir. Bu
nedenle melatonin intraselliiler hidrojen peroksit seviyesini azaltmaktadir. Melatonin ile uyarilan
glutatyon rediiktazin (GSH-Red) aktivitesinde bir kofaktér olarak gorev yapan NADPH, glikoz-
6-fosfat dehidrogenaz etkisi ile olusturulur. G6-PD aktivitesinin de melatonin ile uyarildig
bilinmektedir. Baz1 ¢alismalarda, melatoninin H,O,’in uzaklagtirilmasinda etkisi olan katalaz
aktivitesini de uyardig1 bildirilmigtir. Ayrica melatonin bir metabolitinin, H,O,’i direkt tutucu
etki g&sterdigi rapor edilmigtir (26-28).

Caligmamizda kullandigimiz diger bir antioksidan E vitaminidir. Antioksidan aktivitesi
en yiiksek olan a-tokoferol’diir. a-tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En
yiiksek vitamin E konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur. Miyokard membranlarindaki miktar1 da fazladir. Cok giiclii bir
antioksidan olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asidlerini
serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. E vitamini, stiperoksid ve
hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve diger radikal &rneklerini
indirger. E vitamini zincir kiric1 bir antioksidan olarak bilinir. Clinkii fonksiyonlan, lipid peroksi

radikallerini pargalamak ve bdylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarmi sonlandirmaktir

(11).
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Sener ve ark. (29) tarafindan si¢anlarda, iskemi-reperfiizyon hasarina karsi melatoninin
koruyucu etkinligi ¢alistlmig, iskemi-reperfiizyon uygulanan tiim gruplarin lire ve kreatinin
diizeylerinde artig saptanmugtir. Iskemi-reperfiizyon grubunda GSH diizeylerinde azalma, MDA,
MPO aktivitelerinde artis saptanmigtir. Melatonin uygulanmasi renal fonksiyonlan diizeltmis ve
bu oksidan yanitlar tersine ¢evirmistir. Histopatolojik incelemeler sonucu melatoninin iskemi-
reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu oldugu saptanmistir.

Rodriguez ve ark. (30) tarafindan siganlarda, iskemi-reperfiizyon hasarina karsi
melatoninin koruyucu etkinligi c¢alisilmig, melatonin uygulanan grupta iskemi-reperfiizyon
sonras1 renal fonksiyonun korundugu, glutatyon diizeylerinin artmis oldugu, lipid
peroksidasyonunun azaldifi ve nitrit diizeylerinin azaldifi saptanmistir. Aym1 zamanda
melatoninin histolojik olarak bébrek hasarini azalttigi gorillmiistiir.

Sener ve ark. (31) tarafindan siganlarda, asetaminofenin olusturdugu toksisiteye karsi
melatoninin, E vitamininin ve N-asetilsisteinin (NAC) olusturdugu koruyucu etkiler ¢aligiimus.
Asetaminofen verildikten sonra serum {ire ve kreatinin degerleri belirgin olarak artmistir. Bu
degerler melatonin, E vitamini ve NAC tedavisi alan gruplarda belirgin olarak azalmig, bu
degisiklikler melatonin, E vitamini ve NAC tedavisi alan gruplarda diizelmistir. Asetaminofenin
olusturdugu toksisiteyi tersine ¢evirmede en fazla melatoninin etkili oldugu, E vitamini en az
etkili ajan olarak saptanmistir.

Shin ve ark. (32) tarafindan siganlarda, siklosiporinin olusturdugu nefrotoksik etki
caligilmig, sadece siklosiporin A uygulanan grupta doku MDA diizeylerinin belirgin olarak
arttifini, melatonin verilen grupta ise doku MDA diizeylerinde anlamli bir azalma oldugunu
saptamiglar. Melatoninin belirgin olarak siklosiporin A’nin serbest radikallere baglhi olarak
olusan bébrek hasarini engelledigini bildirmislerdir.

Mun ve Suh (33) tarafindan siganlarda, siklosiporinin olusturdugu nefrotoksik etkiye
kars1 melatoninin koruyucu etkisi ¢alisilmis. Ure ve kreatinin degerleri siklosiporin verilen
grupta istatiksel olarak belirgin yiiksek saptanmistir. Melatoninle birlikte siklosiporin verilen
grupla karsilagtinlinca sadece siklosiporin verilen grupta istatiksel olarak belirgin yiiksek MDA
diizeyleri saptanmisg, bu ¢alismada, melatoninin siklosiporin A’nin olusturdugu nefrotoksik etki
sonucu olusan fonksiyonel bozulmay: 6nledigi saptanmigtir.

Montilla ve ark. (34) tarafindan, adriyamisinin olusturdugu hiperlipidemik nefropatiye
kars1 melatoninin koruyucu olup olmadigi ¢alisilmis. Melatonin verilen grupta serum lire,
kreatinin ve idrar protein diizeylerinde anlamli bir azalma saptanmigtir. Ayn1 zamanda b&brek

MDA diizeyinde anlamli azalma, GSH diizeyinde anlamli artma, bobrek CAT aktivitesinde
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anlaml artma saptanmis, melatoninin adriyamisinin olusturdugu hiperlipidemik nefropatiye
kars1 koruyucu rol oynadig1 bildirilmistir. Agapito ve ark. (35) tarafindan da benzer sonuglar
bulunmustur.

Ozbek ve ark. (36) tarafindan, gentamisinin olusturdugu nefrotoksik etkiye kars
melatoninin koruyucu olup olmadig: ¢alisilmig. Gentamisin ile birlikte melatonin verilen grupta
MDA diizeyinin anlaml1 derecede azaldigi, CAT, SOD, GSH-Px aktivitelerinin anlaml: diizeyde
arttif1 saptanmigtir. Bu c¢aligmada gentamisin ile birlikte melatonin verilen grupta, histolojik
bulgularda belirgin derecede tiibiiler nekrozun azaldig: saptanmis ve melatoninin gentamisinin
olusturdugu toksik etkiyi 6nledigi g&sterilmistir.

Sener ve ark. (37) tarafindan siganlarda 1s1 zedelenmesi sonucu olusan bobrek hasarina
kars1 melatoninin koruyucu olup olmadig: ¢alisilmig. Termal travmanin hayvan modellerinde,
oksijen radikallerinin lokal yara yanmitinda ve uzak organ zedelenmesinde etkili oldugu
belirtilmistir. Melatonin tedavisi azalmis olan GSH diizeylerinde belirgin artis, MDA, protein
oksidasyon ve myeloperoksidaz aktivitelerinde azalmaya neden olmus. 3 saat ve 24 saatlik
gruplarda iire ve kreatinin diizeylerindeki artig melatonin tedavisi ile belirgin olarak tersine
dondiigli gosterilmistir.

Melatonin farkli deneysel akut bdbrek yetmezligi modellerinde koruyucu rol oynadig:
goriilmektedir (29-37).

Rhoden ve ark. (1) tarafindan siganlarda, renal iskemi-reperflizyonda E vitamininin
yararli etkisi caligilmig, iskemi-reperfiizyon grubunda kreatinin diizeyleri istatiksel olarak
anlamh diizeyde yiiksek bulunmus. Bununla beraber, a-tokoferolle dnceden yapilan tedavi
sonucu, renal iskemiye maruz kalan sicanlardaki bodbrek fonksiyonlarimin belirgin olarak
korundugu bulunmus, tim gruplarin MDA diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptanmis. a-
tokoferol ile onceden yapilacak olan tedavi sonucu renal hiicre membranlarindaki lipid
peroksidasyonunun azaldig1 ve renal fonksiyonun diizeldigi saptanmugtir.

Unal ve ark. (38) siganlarda, iskemi-reperflizyon hasarinda eksojen verilen nitrik oksitle,
C vitaminin ve E vitaminin antioksidan etkilerini kargilagtirmiglar. Oksidatif stresin bir
gOstergesi olan lipid peroksidasyon diizeyleri reperflizyona ugrayan sol bébreklerde, saglam olan
kars: taraf bobrek ile karsilastirilinca, daha yiiksek bulunmusg. Tiim gruplar karsilagtirilinca SOD
ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmamigtir. Bu
caligmada nitrik oksit verilen grupta histopatolojik olarak daha az zedelenme saptanmis ve
sonugta eksojen olarak verilen nitrik oksitin ksantin oksidazi inhibe ederek antioksidan Vitamin

C ve Vitamin E’ye oranla daha belirgin koruyucu &zellik tagidigini saptamiglar.
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Kapkag ve ark. (39) renal iskemi-reperfiizyon hasarinda lipid peroksidasyon asamasinda
koruyucu yonden etkili olan E vitamini ile, glomeriiler immiin hasardan sorumlu tutulan
trombosit aktivatSrii antagonisti olan EGb 761’in (Ginkgo Biloba ekstresi) koruyuculugu ve
etkilerini biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirrmglar. Yapilan galismada EGb 761 ile
SOD, katalaz gibi serbest radikal yokedici enzim diizeylerinin korunmadig: saptanmis. Ancak ne
E vitamininin ne de EGb 761’in, tedavi verilmeven iskemik kontrol grubuna gére histopatolojik
diizeyde koruyucu etki gosterdigi saptanmamustir.

Irmak ve ark. (40) siganlarda renal iskemi-reperfiizyon hasarinda a-tokoferol ile CAPE
(caffeic acid phenethyl ester) etkilerini karsilagtirmiglar. CAPE uygulanan grubun MDA diizeyi;
iskemi-reperfiizyon ve o-tokoferol uygulanan gruplara gore istatiksel olarak diisiik bulunmus,
bununla beraber , a-tokoferol grubunda CAPE uygulanan grupla karsilastirilinca ksantin oksidaz
aktivitelerinde belirgin bir artig olmus. Histopatolojik bulgular sonucu bébrek doku hasari CAPE
uygulanan grupta, a-tokoferol verilen gruba oranla, belirgin olarak azalmigtir.

Shimizu ve ark. (41) iskemi sonras1 gelisen akut bSbrek yetmezligi tizerine E vitamininin
ve yasin etkilerini aragtirmiglar. Yaslanma bobrek yapisinda ve fonksiyonlarinda progresif bir
bozulmaya neden olur. E vitamini alan orta yaghi ve yash farelerin bobreklerinde MDA
diizeylerinin belirgin olarak diisiik oldugu saptanmis, yaslanmayla birlikte iskemik akut renal
yetersizlik sonucu bsbregin hasara ugrama olasihg artmakta ve bu artis E vitamini yoklugunda
daha belirgin olmaktadir.

Bizim her iki antioksidanin iskemi &ncesi belirlenen araliklarla kullanilmasi ve kontrol
grubu ile kargilagtiriimasinda elde ettigimiz sonuglar irdelendiginde:

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda diger tiim gruplann ilire degerlerinde istatiksel
olarak anlamli bir artig gériildii. Diger gruplar kendi aralarinda karsilagtinldiginda istatiksel
olarak anlaml bir farklilik gériilmedi.

Kreatinin degerleri bobrek fonksiyonlari hakkinda bize daha net bilgiler vermektedir.
Kontrol grubu ile Karsilagtinildiinda sadece iskemi-reperflizyon grubunun kreatinin
degerlerindeki artig istatiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol grubuyla karsilastirilinca,
melatonin ve E vitamini uygulanan gruplarin kreatinin degerlerindeki artis, istatiksel olarak
anlaml degildir. Bu sonuglar ile antioksidanlarin bobrek iskemi-reperfiizyon hasarina karsi
antioksidatif sistemleri etkinlestirerek iyi koruma sagladiklarini s6yleyebiliriz.

Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda iskemi-reperflizyon grubunda SOD aktiviteleri
istatiksel olarak azalmistir. Iskemi-reperfiizyon grubu ile Kargilagtinldifinda melatonin ve E

vitamini uygulanan gruplarin SOD aktivitelerindeki artig istatiksel olarak yiiksektir. Burada elde
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ettigimiz sonuglar melatoninin ve E vitamininin antioksidan sisteme olumlu etkileri olabilecegi
y6niindedir.

Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda diger tiim gruplarin CAT aktivitelerindeki azalig
istatiksel olarak belirgindir. Diger gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda CAT degerleri
arasinda istatiksel olarak fark saptanmamustir. Sonuglar kullamlan antioksidanlarin CAT
degerlerine belirgin etkisi olmadig yoniindedir.

Kontrol grubu ile kargsilastinldiginda iskemi-reperfiizyon grubunda MDA aktiviteleri
istatiksel olarak artmistir. Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda melatonin ve E vitamini
uygulanan gruplarda bu artis goriilmemigtir. Iskemi-reperfiizyon grubuyla karsilastinldiginda
melatonin ve E vitamini verilen gruplarin MDA degerlerinin istatiksel olarak diisiik oldugu
saptanmigtir. Burada elde ettigimiz sonuglar ile melatonin ve E vitamininin oksidatif stresin bir
gostergesi olan lipid peroksidasyonunu azalttig1 ileri siiriilebilir. Sonuglarimiz Rhoden ve ark.
(1) g¢alismasi ile uyumludur.

Isik mikroskopunda yapilan incelemeler sonucunda kontrol grubu ile karsilastirldiginda
iskemi-reperfiizyon grubunda nekroz ve tubulus liimen i¢i hiicre debrilerindeki arti istatiksel
olarak anlamli bulundu. Iskemi-reperfiizyon grubu ile melatonin verilen grup kargilagtirilinca
nekroz ve tubulus liimen igi hiicre debrilerindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulundu.
Iskemi-reperfiizyon grubu ile E vitamini verilen grup karsilastinlinca nekroz ve tubulus liimen
ici hiicre debrilerinde azalma saptandi. Bu sonuglar i1sifinda g¢alismamizda kullamlan
antioksidanlardan E vitamininin iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyuculugunun istatiksel
olarak anlamlilik diizeyine yaklastifini ve aymi zamanda melatoninin iskemi-reperfiizyon
hasarina kars1 koruyuculugunun istatiksel olarak belirgin oldugunu sdyleyebiliriz. Unal ve ark.
(38) g¢alismalarinda benzer sonuglar bulmuslardir.

Nefronlarin degisik segmentlerde lokalize olmasi ve glikolizis i¢in glukozu kullanma
kabiliyetlerinin farkli olmas1 nedeniyle bébregin bazi kisimlan iskemi-reperflizyon hasarindan
daha az etkilenmektedir. Korteksle karsilagtirildigi zaman mediilla daha az oksijenlenmektedir.
Iskemik zedelenmeye karsi mediilla daha az direnglidir. Degisik proksimal tiibiil ve distal tiibiil
segmentlerinin, farkli glikolitik aktivitelerinin bulunmasindan dolay1, iskemi-reperflizyon
hasarindan farkl: etkilenebilir. Bizim ¢alismamizda da tiim gruplar degerlehdirildiginde iskemi-
reperfiizyon grubunda mediiller bolgede kortikal bdlgeye oranla daha belirgin tubulus hiicre
nekrozlar1 ve tubulus liimen i¢i hiicre debrileri dikkati ¢ekti.

Ultrastriiktiirel degigiklikler, reversibl ve irreversibl olarak degerlendirilmektedir.

Niikleuslarin piknozu, mitokondrilerin, endoplazmik retikulumun ve organellerin dejenerasyonu,
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pargalanmasi irreversibl degisikliklerdir. Mitokondrial kristalarin fragmantasyonu, dékiilmesi
buna ragmen dis membranlarin bozulmamasi, endoplazmik retikulumun genislemesi,
ribozomlarin, glikojen graniillerin sayica azalmasi, vakuollerin lipidlerin sayica artigi, ve diger
distrofik ve destriiktif degisiklikler reversibl degisiklikler olarak degerlendirilmektedir (9).

Ultrastriiktiire]l olarak iskemi-reperfiizyon grubunda glomeriil filtrasyon bariyerinde ve
reabsorpsiyon bélgelerinde dekstruktif ve dejeneratif degisiklikler saptandi. Melatonin etkisiyle
filtrasyon bariyerinde distrofik (reversibl) degisiklikler saptandi. Reabsorpsiyon bolgelerinde
distrofik ve dejeneratif degisikliklerin yam sira rejeneratif degisiklikler de saptandi. Hiicrelerin
aktivitesi yani rejenerasyon, E vitamini verilen grupla kargilagtinilinca, melatonin verilen grupta
daha fazla goriilmekteydi. E vitamini etkisiyle nefronun filtrasyon bariyerinde genellikle
reversibl degisiklikler tespit edildi. Reabsorpsiyon bélgelerinde hiicre rejenerasyonu dejeneratif
degisikliklerden daha iistiin gézlendi.

Elektron mikroskopik incelemeler sonucunda, melatonin verilen grupta diger gruplardan
daha az dejenere organel ve daha fazla rejeneratif degisikliklerin saptanmasi1 melatoninin E

vitamininden daha tistiin bir koruyucu etkiye sahip oldugunu diistindiirmiistiir.

51



SONUCLAR

Renal iskemi ve reperflizyon; renal transplantasyon, parsiyel nefrektomiler ve suprarenal
aortik anevrizmalarin cerrahi tedavisi sirasinda gerekli bir prosediirdiir. Reperfiizyon b&brek
fonksiyonlarimin bozulmasina neden olur. Iskemi-reperfiizyon renal transplantasyon sonrasi
erken donemde allografti reddetme ve uzun doénemde allografta karsi zit etkilerin baslica
nedenidir. Bu nedenle, reperflizyon hasarinin saptanarak, 6nleyici olabilecegi diisiiniilen
ajanlann etkilerinin arastirilmasi ve karsilagtiriimasi gerekliligi bilinmektedir.

Bu ¢aligmada; melatonin ve E vitamini gibi antioksidan iki maddenin hasar &nleyici
etkilerinin diizeyini saptamak ve aralarinda karsilagtirma yapabilmek igin plazma iire,kreatinin
degerleri, antioksidan enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonunu g&steren malondialdehit
(MDA) degerleri, bobrek 151k ve elektron mikroskopi bulgulari incelendi ve karsilastirilarak
degerlendirildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildifinda iskemi-reperfiizyon grubunda, melatonin ve E
vitamini verilen gruplardaki iire degerleri artmis olup, bu artis istatiksel olarak belirgindir. Diger
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda istatiksel olarak anlaml bir farklilik goriilmedi.

Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda sadece iskemi-reperfiizyon grubunun kreatinin
degerlerindeki artis istatiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol grubuyla karsilastirilinca,
melatonin ve E vitamini uygulanan gruplarin kreatinin degerlerindeki artis, istatiksel olarak
anlaml degildir. Bu sonug¢ bize antioksidanlarin b&brek iskemi-reperfiizyon hasarina karsi
antioksidatif sistemleri etkinlestirerek daha iyi koruma sagladiklarini g&stermistir.

Kontrol grubu ile karsilasgtinldiginda iskemi-reperfiizyon grubunda SOD aktiviteleri
istatiksel olarak azalmistir. Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda melatonin ve E vitamini
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uygulanan gruplarda bu azalma gériilmemistir. Iskemi-reperfiizyon grubu ile karsilastinldiginda
melatonin ve E vitamini uygulanan gruplardaki SOD aktiviteleri istatiksel olarak yiiksek oldugu
saptanmigtir. Burada elde ettigimiz sonuglar melatoninin ve E vitamininin antioksidan sisteme
olan olumlu etkilerini géstermektedir.

Kontrol grubu ile karsilastinldiginda diger tiim gruplann CAT aktivitelerindeki azahg
istatiksel olarak belirgindir. Diger gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda CAT degerleri
arasinda istatiksel olarak fark saptanmamustir. Sonuglar kullanilan antioksidanlarin CAT
aktivitelerine belirgin etkisi olmadigim1 géstermistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda iskemi-reperfiizyon grubunda MDA aktiviteleri
istatiksel olarak artmistir. Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda melatonin ve E vitamini
uygulanan gruplarda bu artig goriilmemistir. Iskemi-reperfiizyon grubuyla kargsilastinnldiginda
melatonin ve E vitamini verilen gruplarin MDA aktiviteleri istatiksel olarak diigik oldugu
saptanmigtir. Burada elde ettiimiz sonuglar kullandifimiz antioksidanlarin lipid
peroksidasyonunu azalttigim gostermektedir.

Isik mikroskopunda yapilan incelemeler sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiinda
iskemi-reperfiizyon grubunda nekroz ve tubulus liimen i¢i hiicre debrilerindeki artis istatiksel
olarak anlamli bulundu. Iskemi-reperfiizyon grubu ile melatonin verilen grup karsilastinilinca
nekroz ve tubulus limen i¢i hiicre debrilerindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulundu.
Iskemi-reperfiizyon grubu ile E vitamini verilen grup karsilastirilinca nekroz ve tubulus liimen
ici hiicre debrilerinde azalma saptandi. Bu azalma istatiksel olarak anlamlilik diizeyine
yaklasmigtir. Calismamizda antioksidanlardan E vitamininin iskemi-reperfiizyon hasarina karsi
koruyucu oldugunu ve aym zamanda melatoninin iskemi-reperflizyon hasarina kars
koruyuculuunun istatiksel olarak anlaml oldugunu bulduk.

Elektron mikroskopik incelemeler sonucunda, melatonin verilen grupta diger gruplardan
daha az dejenere organel ve daha fazla rejeneratif degisikliklerin saptanmasi melatoninin E

vitamininden daha iistiin bir koruyucu etkiye sahip oldugunu diigiindiirmiistiir.
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OZET

Bu ¢alismada melatonin ve E vitamininin bobrek iskemi-reperfiizyon hasarindaki etkileri
antioksidan enzim degerleri, 151k mikroskopisi ve elektron mikroskopisi ile incelenmistir. Bu
maddelerin ve uygulanan y6éntemlerin etkinligini karsilastirmak amaglanmigtir.

Bu ¢alismadaki gruplar su sekilde olugturuldu:

1- Grup A: Kontrol grubu.

2- Grup B: Iskemi-reperfiizyon uygulanan grup.

3- Grup C: Iskemi-reperfiizyon ve melatonin uygulanan grup.

4- Grup D: Iskemi-reperfiizyon ve E Vitamini uygulanan grup.

Iskemiden 72, 48, 24 saat ve 30 dakika &nce, C, D gruplarina sirasiyla, melatonin ve
vitamin E verildi. Iskeminin 60. dakikasinda klemp agildi. Bébrek dokulan reperfiizyonun 60.
dakikasinda alindi.

Plazma iire, kreatinin diizeyleri, bobrek dokusunda siiperoksid dismutaz, katalaz enzim
aktiviteleri ile malondialdehid diizeyi ile histopatolojik degisiklikler incelendi. Verilerin
istatistiksel analizleri, gruplar arasi fark olup olmadigi Kruskal-Wallis testi; iki grup arasindaki
farkin anlamlilik derecesi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.

Plazma tire degerleri A grubu ile karsilastirildiginda B,C,D gruplaninda artmis olup, bu
artis istatiksel olarak belirgindir. A grubu ile karsilagtinldiginda B,C,D gruplarinda kreatinin
degerleri artmistir. Bu artis A grubu ile karsilastinldiginda sadece B grubunda istatiksel olarak
belirgindir.

A grubu ile karsilastirildifinda B grubunda stiperoksid dismutaz aktiviteleri azalmig olup,
bu azalig istatiksel olarak belirgindir. B grubu ile C, D gruplan karsilastirnildiginda siiperoksid
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dismutaz aktiviteleri artmis olup, bu artig istatiksel olarak belirgindir. Grup A ile Grup C ve D
arasinda fark saptanmamistir.

A grubu ile kargilastinldiginda B,C,D gruplarinda katalaz aktiviteleri istatiksel olarak
yiiksek olmasina karsin diger gruplar arasinda fark saptanmamustir.

A grubu ile karsilagtinldiginda B grubunda malondialdehid aktiviteleri artmis olup, bu
artis istatiksel olarak belirgindir. B grubunun malondialdehid aktiviteleri, C ve D gruplan ile
karsilagtinldiginda artmis olup, bu artis istatiksel olarak belirgindir. Grup A ile Grup C ve D
arasinda fark saptanmamustir.

A grubu ile karsilagtinldiginda B,C,D gruplarinda nekroz ve tubulus liimen igi hiicre
debrileri artmig olup, bu artig istatiksel olarak belirgindir. B grubu ile karsilastirildiginda C
grubunda nekroz ve tubulus liimen i¢i hiicre debrileri azalmis olup, bu azalis istatiksel olarak
belirgindir. B grubu ile karsilagtinnldifinda D grubunda nekroz ve tubulus litmen igi hiicre
debrileri azalmistir ancak bu azalig istatiksel olarak anlamli degildir. Béylece melatonin iskemi-
reperflizyon hasarina kars1 nekroz ve tubulus liimen i¢i hiicre debrileri olusumu agisindan E
vitaminine oranla daha koruyucu olmaktadir.

Elektron mikroskopik incelemeler sonucunda, melatonin verilen grupta diger gruplardan
daha az dejenere organel ve daha fazla rejeneratif degisikliklerin saptanmas: melatoninin E
vitamininden daha iistiin bir koruyucu etkiye sahip oldugunu diisiindiirmiigtiir.

Sonug olarak, melatoninde daha belirgin olmak tizere, diger antioksidan 6zelligi olan E
vitamininin de bobrek sicak iskemisinde yararli etkilerinin oldugu belirlenmigtir. Etkinligin
gosterilmesinde kullanilan yontemler arasinda elektron mikroskopisi vazgegilmez olmakla
birlikte organizdaki antioksidan enzimlerdeki degisiklikleri gtstermenin de &zellikle bdbrek
iskemi-reperflizyon hasarin takipte yararh olabilecegi goriisiindeyiz.

Anahtar kelimeler: Melatonin, Bobrek iskemi-reperfiizyon, Antioksidan enzim.
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THE COMPARISON OF THE MELATONIN AND VITAMINE E
PROTECTIVE EFFECTS AGAINTS KIDNEY ISCHEMIA-REPERFUSION
INJURY AND HISTOPATHOLOGICAL EXAMINATIONS

SUMMARY

In this study, melatonin and vitamine E’s effects on kidney’s ischemia-reperfusion
injuries, antioxidant enzymatic values were evaluated via electron microscopy. Our aim was to
compare the effectiveness of these materials and methods.

In this study, the procedure was conducted as following:

1- Group A: Control group.

2- Group B: Ischemia-reperfusion group.

3- Group C: Ischemia-reperfusion and melatonin group.

4- Group D: Ischemia-reperfusion and vitamine E group.

72, 48, 24 hours and 30 minutes before ischemia, melatonin and vitamine E were
consequently administered to groups C, D. The clamp was removed at the 60" minute of
ischemia. Kidney tissues extracted at the 60 minutes of the reperfusion.

The levels of urea and creatinin were examined in the plasma. The enzyme activities of
superoxide dismutase, catalase and the level of malondialdehit were examined in the kidney
tissue. Also, histopathological changes were studied. The Kruskal-Wallis test was employed to

statistically analysis of the data to evaluate whether there was any difference between the groups;
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and the Mann Whitney U test was used to assess the significance degree of the difference
between the two groups.

Plasma urea levels in group A was significantly low compared to groups B, C and D.
Plasma creatinin levels in group A was low compared to groups B, C and D. Plasma creatinin
levels in group A was significantly low compared to group B.

Superoxide dismutase values in group A was significantly high compared to group B.
Superoxide dismutase values in group B was significantly low compared to group C and D. No
significant difference was detected between group A, C, and D.

Catalase values in group A was significantly high compared to groups B, C and D. No
significant difference was detected between the catalase values of group B, C, and D.

Malondialdehit values in group A was significantly low compared to group B.
Malondialdehit values in group B was significantly high compared to group C and D. No
significant difference was detected between malondialdehit values of group A, C, and D.

In group A histopathological changes (necrosis and cast formation) were significant when
compared to groups B, C and D. In group B histopathological changes were significantly high
when compared to group C. No significant difference in histopathological changes was detected
between group C and D.

As a conclusion, especially melatonine and vitamine E were effective to reverse hot
ischemia of kidney by their antioxidant effects. While the electron microscopy was a brief
method to show their effectiveness, to show the changes of antioxidant enzymes in organisms
was particularly beneficial to observe kidney’s ischemia-reperfusion injury.

Key words: Melatonin, Kidney ischemia-reperfusion, Antioxidant enzyme.

57



0 N N AW

KAYNAKILAR

. Rhoden LE, Lima PL, Tel6ken C, Lucas LM, Klein BA, Rhoden RC. Beneficial effect

of a-tocopherol in renal ischemia-reperfusion in rats. Jpn J Pharmacol 2001; 87:164-6.

. Aktan OA, Yal¢in SA. Ischemia-reperfusion injury, reactive oxygen metabolites, and the

surgeon. Tiirk J Med Sci 1998;1-5.

. Baykal Y, Kocabalkan F. Serbest radikaller ve hiicre hasari. Sendrom 2000; 9:31-9.

. Yal¢in SA. Antioksidanlar. Klinik Gelisim 1998; 2:342-7.

. Seven A, Candan G. Antioxidant defense systems. Cerrahpasa J Med 1996; 27:41-50.

. Gokmen GF. Uriner sistem. Sistemik anatomi. [zmir: Giiven Kitabevi; 2003;531-6.

. Williams LP. Abdominal iirinary organs. Gray’s anatomy. 38. Baski. London: 1995;1815-27.
. Jungueira LC, Carneiro J, Kelley RO (Ceviri: Y. Aytekin). Temel histoloji. Istanbul: Barig

Kitabevi; 1998:359-77.

. Robins SL, Kumar V, Cotran SR (Ceviri: U. Cevikbas). Temel patoloji. Istanbul: Nobel ve

Yiice Kitabevi; 1992:3-24.

10. Tiirkyilmaz Z: Karaciger iskemi-reperflizyon zedelenmesinde pentoksifilin,

dimetilsiilfoksit ve ekzojen melatoninin koruyucu etkilerinin karsilastirilmasi (tez).
Edimne: TU Tip Fak; 2003.

11. Cikrikgioglu M, Duran E. Koroner dolagim, iskemi ve reperfiizyon. Insizyon 2001; 4:119-26.

12. Akkus 1. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri. Konya: Mimoza Yayinlar1; 1995:1-129.

13. Uysal M. Serbest radikaller, lipid peroksitleri ve organizmada prooksidan-antioksidan

dengeyi etkileyen kosullar. Klinik Gelisim 1998; 11:336-41.

14. Cheeseman HK, Slater FT. An introduction to free radical biochemistry. Br Med Bul 1993;

58



15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

49:481-93.

Kogak A, Colak A. Melatonin ve santral sinir sistemi. Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi
1996; 3:237-44.

Brzezinski A. Melatonin in humans. N Engl J Med 1997; 336:186-95.

Forsling ML. Melatonin. Curr Opin Endocrinol Diabetes 2001; 8:147-53.

Sun Y, Oberley LW, Li Y. A simple method for clinical assay of superoxide dismutase.
Clin Chem 1988; 34:497-500.

Aebi H. Catalase in-vitro assay methods. Methods Enzymol 1984; 105:121-6.

Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipit peroxides in animal tissues by thiobarbutiric
acid reaction. Anal Biochem 1979; 95:351-8.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the folin phenol
reagent. J Biol Chem 1951; 193:265-75.

Paller SM, Hoidal RJ, Ferris FT. Oxygen free radicals in ischemic acute renal failure in the
rat. J Clin Invest 1984; 74:1156-64.

Diindar Y, Aslan R. Hiicre molekiiler statiisiiniin anlasilmasi ve fizyolojik 6nem agisindan
radikaller-antioksidanlar. Insizyon 1999; 2:134-42.

Barber DA, Harris SR. Oxygen free radicals and antioxidants: a review. Am Pharm 1994;
34:26-35.

Tan DX, Chen LD, Poeggeler B, Manchester LC, Reiter RJ. Melatonin: a potent, endogenous
hydroxyl radical scavenger. Endocr J 1993; 1:57-60.

Reiter RJ, Regina C, Carneiro C. Melatonin in relation to cellular antioxidative defense
mechanisms. Horm Metab Res 1997; 29:363-72.

Reiter RJ. Melatonin: lowering the high price of free radicals. News Physiol Sci 2000;
15:246-50.

Reiter RJ. Oxidative damage in the central nervous system: protection by melatonin. Prog
Neurobiol 1998; 56:359-84.

Sener G, Sehirli AO, Uysal MK, Arbak S, Ersoy Y, Yegen BC. The protective effect of

melatonin on renal ischemia-reperfusion injury in the rat. J Pineal Res 2002; 32:1-7.

30. Rodriguez-Reynoso S, Leal C, Portilla-de Buen E, Castillo JC, Ramos-Solano F. Melatonin

31.

ameliorates renal ischemia/reperfusion injury. J Surg Res 2004; 116:242-7.
Sener G, Sehirli AO, Diilger GA. Protective effects of melatonin, vitamin E and N-
acetylcysteine against acetaminofen toxicity in mice: a comparative study. J Pineal Res 2003;

35:61-8.

59



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Shin YH, Lee SH, Mun KC. Effect of melatonin on the antioxidant enzymes in the kidneys
of cyclosporine-treated rats. Transplant Proc 2002; 34:2650-1.

Mun KC, Suh SI. Effect of melatonin on renal function in cyclosporin nephrotoxicity.
Transplant Proc 2000; 32:1919-20.

Montilla P, Tunez J, Munoz MC, Lopez A, Soria JV. Hyperlipidemic nephropathy induced
by adriamycin: effect of melatonin administration. Nephron 1997; 76:345-50.

Agapito MT, Antolin Y, Brio MT, Lopes-Burillo S, Pablos MI. Protective effect of
melatonin against adriamycin toxicity in the rat. J Pineal Res 2001; 31:23-30.

Ozbek E, Turkoz Y, Sahna E, Ozugurlu F, Mizrak M, Ozbek M. Melatonin administration
prevents the nephrotoxicity induced by gentamicin. BJU International 2000; 85:742-6.
Sener G, Sehirli AQ, Satiroglu H, Keyer Uysal M, Yegen BC. Melatonin prevents oxidative
kidney damage in a rat model of thermal injury. Life Sci 2002; 70:2977-85.

Unal D, Yeni E, Erel O, Bitiren M, Vural H. Antioxidative effects of exogenous nitric oxide
versus antioxidant vitamins on renal ischemia reperfusion injury. Urol Res 2002; 30:190-4.
Kapka¢ M, Isik SA, Ersin S, Akyildiz M. Deneysel bébrek iskemi-reperfiizyon hasarinda E
vitamini ve EGb 761’in koruyuculugu. SSK Tepecik Hast Derg 1996; 6:143-51.

Irmak KM, Koltuksuz U, Kutlu ON, Yagmurca M, Ozyurt H, Karaman A, Akyol O. The
effect of caffeic acid phenethyl ester on ischemia-reperfusion injury in comparison with a-
tocopherol in rat kidneys. Urol Res 2001; 29:190-3.

Shimizu MHM, Araujo M, Borges SMM, Tolosa EMC, Seguro AC. Influence of age and

vitamin E on post-ischemic acute renal failure. Exp Gerontol 2004; 39:825-30.

60



Prof.Dr.Ahme GOL

(Farm og)

Yrd.Do¢.Dr.Umit N. BASARAN  Yrd. Dog. Dr. Cengiz TUGL.

F‘ isyen Uye Klinisyen [Uye
Cocm@am Psikiyatri Uzmajn
L4 «" @
|

l. Dog. Dr. Semsi ALTANER  Yrd.Dog.Dr.Sev ‘LOCAK Ecz.Ash Sera YESILOGLU
Uye Patalog , BiyokimiyaUzmam Uye Eczaci

6; , )/7 IZINLI

esta Agrcsi :

.l:akya [.Jversitesi Tip Fakaltesi Dekanhg;
itllapoglu Yerleskesi

2030 EDIRNE

Tel(0-284) 2357641 (9 Hal)  Fax: ((0-284)2357



