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OZET

Sok, sepsis, bobrek nakli, aort anevrizmasi gibi klinik durumlar ile kismi
nefrektomi, kardiyopulmoner bypass benzeri bazi cerrahi girisimler sirasinda
bobrege giden kan akiminin azalmasi veya durmasi bobrekte iskemi olugsumuna
sebep olur. Sonrasinda bébregin yeniden kanlanmasi ise reperfiizyon olarak
adlandirilir. Hem iskemi hem de reperfiizyon periyodlar1 bobrekte ciddi bir
hasar olusturur. Calismamizin amaci bobrekte iskemi/reperfliizyon ile
olusturulmus hasar tzerine A vitaminin morfolojik ve antioksidan etkilerini

arastirmaktir.

Calismada 40 Sprague- Dawley sican her bir grup 8er hayvan olacak
sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubu hari¢ tim gruplarda sol bobrege 45
dakikalik iskemi ve bunu takiben reperfiizyon uygulandi. 24 saatlik iyilesme
stirecinin ardindan 1. gruba 7 giin siireyle 1.000 IU/kg/giin, 2. gruba 3.000
IU/kg/giin, dozunda 3. gruba ise 9.000 IU/kg/giin dozunda oral gavaj yoluyla A
vitamini uygulamasi yapildi. 4. gruba iskemi/reperfiizyon uygulamasindan
sonra 7 giin boyunca oral gavaj yoluyla ay¢icek yagi verildi. Kontrol grubuna ise
normal degerleri elde etmek amaci ile hicbir uygulama yapilmadi, siganlar
standart pelet yem ile ad libitum beslendi. 7 giinliik uygulamanin sonunda
intrakardiyak kan 6rnekleri ve sol bobrek alindi. Kan 6rneklerinden siiperoksit
dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve katalaz (KAT) seviyeleri belirlendi.
Doku ornekleri ise hematoksilen/eozin ile histokimyasal olarak boyandi ve

bobrek histolojisindeki degisiklikler 151k mikroskobunda incelendi.

Calisma sonucunda bobrek histolojisinde A vitamini ile tedavi edilen
gruplarda iskemi/reperfiizyon grubuna gore bobrekte olusan hasar azaldi. SOD,
MDA ve KAT degerlerinin ise A vitamini uygulanan gruplarda kontrol grubu
degerlerine yaklastig1 gozlendi.

Sonug olarak, bobrekte iskemi/reperfiizyon sonrasinda yapilan A vitamini
uygulamasi histolojik hasari azaltic1 ve antioksidan degerleri restore edici bir

etki ortaya cikarmigtir.

Anahtar kelimeler; Iskemi/reperfiizyon, sican, bébrek, A vitamini.
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SUMMARY

In some clinical conditions such as shock, sepsis, kidney transplantation,
aortic aneurysm, and during surgical interventions such as partial
nephrectomy, cardiopulmonary bypass decreased or ceased blood flow to the
kidney can cause renal ischemia. Then, re-supply of blood to the kidney is called
reperfusion. Both ischemia and reperfusion periods cause serious damage to the
kidney. The aim of this study is to investigate the morphological and antioxidant

effects of vitamin A on ischemia / reperfusion injury in the kidney.

In the study, 40 Sprague-Dawley rats were divided into 5 groups, each
group being 8 animals. The rats in all groups except the control group
underwent ischemia of the left kidney for 45 minutes followed by reperfusion.
After 24 hours of recovery, vitamin A was administered to the 1st group by oral
gavage at a dose of 1.000 IU/kg/d for 7 days, to the 2nd group with 3.000 IU/kg/d,
and to the 3rd group with 9.000 IU/kg/d. Group 4 received sunflower oil by oral
gavage for 7 days after ischemia / reperfusion. In the control group (5th group),
no application was performed to obtain normal values, rats were fed ad libitum
with standard pellet feed. At the end of 7 days of application, intracardiac blood
samples and left kidney were collected. Superoxide dismutase (SOD),
malondialdehyde (MDA) and catalase (CAT) levels were determined from blood
samples. Tissue samples were stained histochemically with hematoxylin/eosin

and changes in renal histology were examined under light microscope.

As a result of the study, renal damage was decreased in vitamin A treated
groups compared to ischemia/reperfusion group. It was observed that SOD,
MDA and CAT values were closer to the control group values in vitamin A

groups compared to those of ischemia/reperfusion group.

Consequently, the administration of vitamin A after renal
ischemia/reperfusion resulted in reducing the histological damage and restoring

the antioxidant values.

Keywords; Ischemia/reperfusion, rat, kidney, vitamin A.
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek hastaliklari modern yasamda insan hayatinin kalitesini disiiren
en onemli sebeplerdendir (Chertow, Burdick, Honour, Bonventre, & Bates,
2005). Ozellikle iskemi/reperfiizyon tarafindan indiiklenen renal disfonksiyon
halen klinikte karsilasilan en zorlayici durumlardan birisidir (Zou et al., 2016).
Iskemi/reperfiizyon hasari orgamin bir kismina veya tamamina gelen kan
miktarindaki ani azalmalar veya kan akisinin tamamen durmasi sonrasinda
normal kan akisinin tekrar saglanmasi ile olusur. Bu durum boébrekte kardiyak
arrest, sok, organa gelen kan akisinda azalmaya sebep olan kismi nefrektomi
vb. durumlara ilaveten bobrek nakli sirasinda da ortaya cikar (Chatauret,
Badet, Barrou, & Hauet, 2014). Bobrekte iskemi/reperfiizyon hasari olustugu
zaman ise ani bir renal disfonksiyon ve yliksek mortalite oranlar: ile seyreden
akut bobrek hasar1 (ABH) olarak bilinen klinik tablo ortaya cikar (Hoste et al.,
2006; Kellum, Unruh, & Murugan, 2011). Yapilan calismalar ile ABHnin
hastalarin tedavi stirecini uzatmanin yaninda, kronik bobrek hastaliklarina
sebep oldugu ve dolayisiyla hastayi hizli bir sekilde bobrek hastaliginin son
asamasina getirdigi belirtilmistir (Coca, Yusuf, Shlipak, Garg, & Parikh, 2009;
Munshi, Hsu, & Himmelfarb, 2011). Ayn1 zamanda akut bébrek yetmezligi
(ABY) olarak da bilinen bu klinik durumu ortadan kaldirabilmek veya hasari
azaltabilmek adina pek cok calisma yapilmistir. Iskemi/reperfiizyon hasari ise
deneysel olarak ABH olusturmak i¢in kullanilan yontemlerin en 6nemlilerinden
birisidir.

Bobrekte meydana gelen iskemik durum bir takim kompleks ve birbiriyle
baglantili olaylarin baglangicina sebep olur. Tiim bu olaylarin sonucu bobrek
hasar1 ve nekrozdur (Lieberthal & Levine, 1996; Thadhani, 1996). Bébregin
tekrar kanlanmasi ile reperflizyon periyodu baslar. Yapilan calismalar ile
reperfiizyonun da bobrek lizerinde ilave hasar olusturdugu ortaya koyulmustur
(Chatauret et al., 2014). Post-iskemik bobrekte vazokonstriksiyon ve nekroz ile
birlikte gozlenen tibiiler epitelyal dokiilmeler karakteristiktir. Glomeruler
filtrasyonda hizli bir disiis ve atiklarin viicuttan uzaklastirilmasi, idrarin

konsantrasyonunun ayarlanmasi, sivi-elektrolit dengesini korumak gibi temel



gorevlerin yerine getirilememesi akut bobrek hasarinin belirtileridir (Schrier,
Wang, Poole, & Mitra, 2004). Bébrek hasarinin altinda yatan sebepler halen
tam olarak aydinlatilamamis olsa da; reaktif oksijen tirleri, nétrofil
infiltrasyonu, vazoaktif peptidler, ATP yetersizligi gibi durumlarin
iskemi/reperfiizyon tarafindan indiklenmis ABH’na katkida bulunduklar

rapor edilmistir (Edelstein et al., 1997).

Iskeminin siiresi ortaya ¢ikacak hasar bakimindan ¢ok énemlidir. Siireye
bagli olarak organ tamamen iyilesebilir veya iskemi i¢in kritik slire asilirsa
hiicresel hasar kalic1 olabilir. Insanlarda viicut 1sisinda kritik iskemi siiresi
beyin i¢in olan birka¢ dakika ile bobrek i¢gin olan 30 dakika arasinda degisir
(Kalogeris, Baines, Krenz, & Korthuis, 2012). Hipoksiye daha uzun maruziyet
reperfiizyon sonrasinda da hiicresel metabolizmada olumsuz sonuglara yol
acmaya devam edecektir. Iskemi durumunda gerceklesecek ilk olay organa
gidecek kan akiminin ve oksijen seviyesinin azalmasidir. Reperfiizyonda ise kan
akimi ve oksijen seviyesi restore edilir ve ekstraselliler pH hizli bir sekilde
normale dondirilir. Fakat disiuntiilenin aksine normaliteye bu hizli doniis
iskemiye maruz kalmig hiicreler tizerinde olumsuz etkilere sahiptir (Chatauret

et al., 2014).

Oksijen hiicrede enerji lretiminde kullanilan hayati éneme sahip bir
molekiildiir. Oksidanlar ise aerobik metabolizmanin normal bir tirtini olarak
olusur ve patofizyolojik durumlarda artarlar. Viicutta bulunan pek c¢ok
antioksidan savunma mekanizmasi ise bu oksidanlarin uzaklastirilmasinda
gorev alir. Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine
kaymasi ve potansiyel bir hiicre hasari olusturmasi durumu ise “oksidatif stres”
olarak adlandirihir (Sies, 1997). Bu durumda antioksidan savunma
mekanizmalarinin nétralize edebileceginden daha fazla serbest radikal ortaya
cikar ve bu durum biyolojik arastirmalar arasinda giderek artan bir éneme
sahip olmaya baslamistir (Ozsurekci & Aykac, 2016). Serbest radikaller ile
antioksidan savunma arasindaki dengenin bozulmasi hiicrede oksidatif hasara
yol acan baz1 faktorleri tetikler. Bu da bakteriyel, viral, paraziter

enfeksiyonlara, otoimmun bozukluklara, aterojenik aktivitelere, diyabete,



bobrek hastaliklarina, deri hastaliklarina ve nérodejenerasyona sebep olabilir

(Baek & Lee, 2016; Pisoschi & Pop, 2015; Rahal et al., 2014).

Serbest radikallerin olusumunu engellemek, miktarimi azaltmak ve
meydana getirdikleri hasari ortadan kaldirmak adina vicudun endojen
antioksidan savunma sistemleri devreye girer. Eksojen kaynakh
antioksidanlara ise vitaminler ve ilag¢ olarak kullanilan antioksidanlar dahil
edilebilir (Sener & BC, 2009). A vitamini ise kesfedilen en eski vitaminlerden
birisi olmasina ragmen antioksidan 6zellikleri Gizerindeki belirsizlikler halen

devam etmektedir.

Biz de c¢alismamizda ABYnin major sebeplerinden biri olan
iskemi/reperfiizyon hasari modelini sicanlar tizerinde uyguladik. Sicanlara
iskemi/reperfiizyon uygulamasindan sonra postoperatif olarak 7 giin siireyle
farkli dozlarda A vitamini uygulamasinin hasar {izerine olan etkilerini

arastirmay1 amacladik.



2.  GENEL BILGILER
2.1. Bobrek Anatomisi

Bobrek suyun fazlasinin ve metabolizmanin son turiinlerinin viicudun
disina ¢ikarilmasindan sorumlu organdir. Bu gorev viicuttaki ¢esitli maddelerin
konsantrasyonlarinin kontroliiniin saglanmasinda ve viicut sivilarindaki su-

elektrolit dengesinin neredeyse sabit tutulmasinda ¢ok 6nemlidir.

Bobrek aynmi zamanda kirmizi kan hiicresi tretiminde gorev alan
eritropoietin’in, kan basinci tizerine etki eden renin’in, kalsiyum absorbsiyonu
ve metabolizmasinda rol oynayan 1,25-di-hidroksikolekalsiferolin (D
vitamininin metabolik olarak aktif formu) tiretimi ve salinmasi gibi endokrin

fonksiyonlara da sahiptir (Standring, 2015).

Sekil 2.1 Karin arka duvarinda bobreklerin pozisyonu (Netter & Colacino,

1989).

Canli organizmada boébrek kirmizi-kahverengi bir gériinime sahiptir.
Peritonun arkasinda, columna vertebralis’in her iki yaninda yerlesmistir ve yag
dokusu ile sarilidir. Ust tarafta onikinci torakal vertebranin iist siir1 ve alt

tarafta G¢lincii lumbal vertebra arasinda uzanir (Sekil 2.1).



Sag bobrek, karacigerle olan komsulugunun bir sonucu olarak sol bébrege
gore biraz daha asag seviyededir (Standring, 2015). Bobreklerin her biri 11,5
cm civarinda uzunluga ve 5-7 cm arasi bir geniglige sahiptir. Onden arkaya
dogru olan mesafesi ise (kalinlik) 2,5 cm civarindadir. Boébreklerin agirlig:
erkekler icin 125- 170 gr araliginda seyrederken, kadinlarda 115- 155 gr
civarindadir (Arinc1 & Elhan, 1995) (Sekil 2.2).
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(polus superior)
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capsula fibrosa (kesilmis ve
kaldirilmig)

margo medialis
margo lateralis ———

hilum renale

a. renalis

v. renalis

bébregin capsula pelvis renalis
fibrosa’sidan
gortilebilen vv.

stellatae margo medialis

ureter

Yeni doganda glandula
suprarenalis ve lobuler
bobrek

extremitas inferior
(polus inferior)

Sekil 2.2 Yetiskin ve yenidoganda bobregin dis goriiniimii (Netter & Colacino,
1989).

2.1.1. Fascia perirenalis

Gerota fasyas1 olarak da bilinen fascia perirenalis bobrek, bobrek tsti
bezi ve perirenal yag dokusunu birlikte saran yogun elastik bir bag dokusudur.
Baslangi¢ta anterior ve posterior olmak tiizere iki ayr1 fasyadan olustugu
distinlilen fascia perirenalis’in, daha sonraki g¢alismalarda farkli fasyalarin
kaynasmasiyla olusan bir fasya degil ¢ok katmanli tek bir fasya oldugu ortaya

cikmigtir.



Klasik olarak, anterior perirenal fasyanin doudenum ve pankreasin
arkasinda mesenterium kokiindeki damarlar: saran yogun bag doku kiitlesiyle
karistig1 ve boylece perirenal bosluk ile orta hattin karsisinin baglantisini
engelledigi belirtilir. Posterior perirenal fasya ise m.psoas major kasinin
fasyasiyla kaynasir. Bobrekiistii bezinin lizerinde anterior ve posterior fasya

birlesir ve diyaframin fasyasiyla kaynasir (Standring, 2015).
2.1.2. Bobregin komsuluklar:

Her iki bobregin de tist ucu kalin ve yuvarlaktir. Her biri kendine ait
bobrekisti bezi ile komsudur. Alt uclar:i daha incedir ve crista iliaca’nin ic¢ine

dogru 2,5 cm kadar uzanair.

Bobregin lateral sinir1 dig biikey, medial sinir1 i¢ biikeydir. Medial sinirda
anteromedial olarak derin vertikal bir yarik bulunur. Bu yarik renal pelvisi,
renal damarlar ile sinirleri icerir ve hilum renale olarak isimlendirilir. Hilar
yapilar 6nde v.renalis, ortada a.renalis ve arkada pelvis renalis olacak sekilde
yerlesmiglerdir. Bobreklerin 6n yiuz komsguluklar1 sagda ve solda degisirken,

arka yuz komsuluklar1 her iki tarafta benzerlik gosterir (Standring, 2015).

Sag bobregin ist ucu, bu ucun medial kisminin Gst pargasinin tzerini
orten sag bobrek listii bezi ile temas halindedir. Bu kismin hemen altindaki
genis alan karacigerin sag lobu ile yakin komsuluk gosterir ve periton yapragi
ile birbirinden ayrilir. Medialde kalan dar bir alan ise duodenum’un

retroperitoneal olan inen pargasi ile dogrudan iligkilidir.

On yiiz daha asag kisimda lateralde; retroperitoneal olan flexura coli
dextra ile temas halindeyken, medialde; intraperitoneal olan ince bagirsaklar

ile komsguluk yapar (Standring, 2015) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Bobregin 6n yiz komsuluklarimi gosteren ¢izim(Netter & Colacino,

1989).

Sol bobrekte tist ugta medialde kiigiik bir alan sol bébrekiisti beziyle
komsuluk halindedir. On yiiz lateralde dalak ile komsuluk yapar ve iki yap1
periton tarafindan birbirinden ayrilir. Ortada kalan dortgen bir alan
retroperitoneal pankreas ve dalak damarlari ile dogrudan temas halindedir. Bu
kismin tzerinde dalak ve bobrekiistii bezinin komguluk alanlarinin arasinda
kalan ktuc¢uk, degisken ve liggen bir alan vardir. Burasi ise mideyle temas

halindedir ve iki yap1 periton tabakasiyla ayrilir.

Pankreas ve dalagin komsuluk alanlarinin altinda lateralde bobregin dig
kenarina kadar wuzanan dar bir gerit alan bulunmaktadir. Bu alan
retroperitoneal olan flexura coli sinistra ve colon descendens ile dogrudan
komguluk yapmaktadir. Medialde kalan genig bir alan isie intraperitoneal olan

jejunum lupu ile komsuluk eder (Standring, 2015) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.4 Bobregin arka yliz komsguluklarimi aciklayan gorsel (Netter &

Colacino, 1989).

Bobreklerin posteromedial ylizeyi yag igerisine gomiuli vaziyettedir ve
peritondan yoksundur. Bl ylizeyde sag ve sol bobrek benzer komsuluklara
sahiptir. Ustte diyafram ile birlikte lig. arcuatum mediale ve lig. arcuatum
laterale i1le komguluk yapar. Daha asagida medialden laterale dogru m.psoas
major, m. quadratus lumborum ve m. transversus abdominis’in aponérotik
tendonu, subcostal damarlar, n. subcostalis, n. iliohypogastricus ve n.
ilioingiunalis ile komguluklar1 gézlenir. Sag bobregin st ucu 12. kaburga
seviyesinde, sol bébregin list ucu ise 11. ve 12. kaburga arasinda yerlesmistir

(Standring, 2015) (Sekil 2.4).
2.1.3. Bobregin yapist

Dogumdan sonra bobrek biraz elastik biraz da diiz kas lifleri iceren
kollojenden zengin bag dokusundan olusmus ince bir zar ile sarili gsekildedir.
Baz1 bébrek hastaliklarinda bu zar bobrege yapisma gosterebilir (Standring,

2015).

Bobregi 6n ve arka olacak sekilde ikiye ayirip i¢ yizeyleri incelersek ig
kisimlarin ve dis kisimlarin farkl oldugunu goérebiliriz. Daha agik kirmizi olan
ve dista kalan kisma cortex renalis, daha koyu gériintimlii olan ve ¢izgiler igeren
i¢ kisma ise medulla renalis ismi verilir. Orta kisimda ise bobrek sekline benzer

bir bosluk bulunur. Bu bosluk ise sinus renalis olarak adlandirilir. Korteks



kismi nefrojen dokudan koken alir ve idrari stizen yapilar: icerir (Sekil 2.5).
Medulla kismi ise kbkeninin lireter tomurcugundan alir ve toplayici kanallar:

icerir (Arinci & Elhan, 1995).
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Sekil 2.5 Bobregin anatomik yapis1 (Netter & Colacino, 1989).

Bobrek medullas: pyramis renalis (Malphigi piramitleri) denilen 10-20
adet konik yapi tarafindan olusturulur. Bu piramitlerin tabanlar: bébrek dig
yuziine bakarken, papilla renalis olarak isimlendirilen uclari boébrek sinus
renalis’e dogru yonelmistir. Bobrek piramitleri columna renalis denilen korteks
uzantilar1 tarafindan ile birbirlerinden ayrilmig bir sekilde ve sinus renalis
etrafina dizilmig halde gozlenirler. Bir pyramis renalis’e ve onun etrafini saran
korteks kismina lobus renalis denilir. Boylece bobreklerde lop sayisi ile

piramit sayis1 birbirine esit olmus olur (Arinci & Elhan, 1995).

Bobrek korteksi, papilla renalisler hari¢ bébrek piramitlerinin etrafini
cevreleyen bobrek dokusundan olusur. Iki ana kisimdan olusur. Birinci kisim
fibroz kapsiil ile bobrek piramitlerinin tabanlar: arasinda kalan kisimdir. Tkinci
kismi ise bobrek piramitlerinin arasinda bulunan korteks kismidir. Sinus

renalis’e kadar uzanan bu yapilara columna renalis (Bertini siitunlari) denilir.



Taze bir bobrekte korteksin ilk kismi olan ve bobregi bir kabuk gibi saran
bolgenin aslinda iki ayr1 boélimden olustugu goézlemlenebilir. Bunlardan ilki
daha koyu renkte olan ve medullanin korteks icerisine gonderdigi uzantilardan
olusan pars radiata (stria medullaris= Ferrein uzantilar:) kismidir. Ferrein
uzantilarinin arasinda kalan daha acgik renkli ve daha karmasik yapil alanlar
ise pars convoluta olarak isimlendirilir. Burada kiigiik kirmizi1 renkte olan ve
kandan idrar1 siizme gorevini yerine getiren corpusculum renale (Malphigi
cisimcigi) adi verilen yapilar goralir. Bu cisimcikler idrarin kandan

stizilmesini saglayan glomerulus adi verilen damar yumaklarini igerirler

(Arinc1 & Elhan, 1995).

Bobregi 6n ve arka olacak sekilde ikiye ayirdigimizda hilum renale’nin
bobrek i¢cine dogru bir bosluk olarak devam etmesi ile olusmus olan sinus renalis
pelvis renalis'in ist boliminti, calyx renalis’leri, bébrek damarlarim ve
bunlarin arasinda kalan yag dokusunu barindirir. Bobregin dis yiizini saran
fibréz kapsil hilum’dan igeri girerek sinus renalis’in ig, pelvis renalis’in dig

yuzlinlin dégemesini yapar (Arinci & Elhan, 1995).

Renal sinus igerisinde bobrek nefronlarinin toplayici tiibilleri papilla
renalis’lerin tepesinden calyx renalis minor adi verilen kadeh benzeri yapilara
acilirlar. Genellikle her bir calyx minor bir papillanin etrafin1 sararken bazen
bu 2-3 papilla da olabilmektedir. Minor calix’ler yakinlarindaki diger minor
calix’ler ile birleserek daha bliyiik hazneler olustururlar ki bunlara calyx renalis
major adi verilir. Calyx majorlar infundibulum adi verilen bosluklara
dokilurler. Genelde bobrekte st ve alt olmak tizere iki infundibulum bulunsa
da bazen orta kisimda tg¢lunci bir infundibulum bulunabilmektedir. Bu
infundibulum’larin birlesimi ile renal pelvis olusur ve huni seklindeki renal
pelvis inferomedial’e dogru ilerledik¢e incelir. Hilum’u gecgtikten sonra iireter

olarak devam eder (Standring, 2015).
2.1.4. Bobregin damarlar: ve innervasyonu

A. renalis’ler agirligr viicudun toplam agirliginin %1’'inden daha azina
karsilik gelen bir organ olan bobregi beslemek i¢in kalpten ¢ikan kanin yaklagik

%20’sini alirlar. Renal arterler aorta abdominalis’ten a.mesenterica superior'un
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ciktig1 yerin hemen lizerinden yanlara dogru cikarlar. Sag renal arter genellikle
daha uzun ve daha yukaridadir. V. cava inferior, v. renalis dextra, caput
pancreatis ve duodenum’un inen parcasinin arkasindan gecer. Sol renal arter
ise biraz daha asagidadir ve v. renalis sinistra, corpus pancreatis ile

v.splenica’nin arkasindan geger.

Insanlarin yaklagitk %70inde tek bir renal arter bulunur. Bébrek
disindaki seyri sirasinda bir ya da daha fazla sayida a. suprarenalis inferior’e
1laveten ureteri besleyen bir dal ve perinefrik doku, bobrek kapsili ve bobrek
pelvisi i¢in de bazi dallar verir. A. renalis hilum renale yakinlarinda anterior ve
posterior olmak tlizere ikiye ayrilir. Bu dallar ise daha sonra renal vazkiiler
segmentleri besleyen a.segmentalis’lere ayrilirlar. A. renalis’ler alt bolimleri
sirasiyla a. segmentalis, a. lobaris, a. interlobaris, a. arcuata, a.interlobularis ve

nihayetinde afferent ve efferent glomeruler arteriyollerdir (Standring, 2015).

Bobrek genel olarak kan damarlarinin dagilim sahasina gore 5
segmentten olusur. Bu segmentler segmentum superius (st ugta), segmentum
inferius (alt ugta), segmentum posterius (arka kisimda tist ve alt segmentler
arasinda), segmentum anterius superius (6n kisimda alt ve lst segmentler
arasinda daha Ustte) ve segmentum anterius inferius (6n kisimda alt ve ust
segmentler arasinda daha altta) olarak isimlendirilmistir. A. renalis’lerde
hilum kismina girdikten sonra buna uygun sekilde 5 dala ayrilirlar. Bu dallara
a.segmentalis ismi verilir (Sekil 2.6). Kismi1 nefrektomi yapilmasi1 gereken
bobrek hiicrelerinin kanserlerinde renal vazkiiler anatominin bilinmesi ¢ok
onemlidir. Bu girisimde renal arterin dallar1 belirlenir ve boylece cerrah timor
barindiran bobrek kismini kalan bobrek dokusunun vazkiilarizasyonuna hasar

vermeksizin ¢ikarabilir (Arinc1 & Elhan, 1995; Standring, 2015).
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Sekil 2.6 Bobregin damarlar: ve segmentasyonu (Netter & Colacino, 1989).

Segmental arterlerin baglangig dallar1 genellikle her biri bir renal
piramide giden a. lobaris’lerdir. Bu arterler piramitlere ulasmadan o6nce a.
interlobaris ad1 verilen ve her bir piramidin etrafindaki korteks kismina kadar
uzanan 2- 3 dal verirler. Interlobar arterler ise korteks ve medullanin birlesme
yerinde dik ac ile ikiye ayrilarak a.arcuata adini alirlar. Bunlar ise korteks ve
medulla arasindaki hatta bir ark olusturduktan sonra 1sinsal olarak kortekse
dogru uzanan dallar olan a. interlobularis’leri verirler. Birbirlerine yakin olarak
seyreden arkuat arterler anastomoz yapmazlar. A. interlobularis’ler korteks
yuzeyine dogru giderler ve bazen bu sirada dallar verebilirler. Bu dallardan
bazilar: kivrimli ve geriye dogru kavisli bir sekilde ylizeye varmadan medulla’ya
dogru donerler. Bazilar1 ise perforan arterler olarak ylizeye cikip plexus
capsularis (renal, inferior suprarenal ve gonadal arterlerden gelen dallar

tarafindan olusturulur.) ile anastomoz yaparlar (Standring, 2015).

Interlobular arterlerden yanlara dogru ¢ikan ince dallara arteriola

glomerularis afferens adi verilir. Bunlar capsula glomerularisin (Bowman
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kapsili) polus vascularisinden igeri girerek rete capillare glomerulare adi
verilen kilcal damar yumagim olustururlar. Bu damar yumagindan tek bir
damar olusarak afferent arteriolin girdigi kutuptan tekrar disar1 cikar.
Glomerulus’tan disari ¢ikan bu damara ise arteriola glomerularis efferens adi
verilir. Glomeruluslardan c¢ikan efferent arteriollerin cogu proksimal ve distal
kivriml tiibillerin yakininda yogun bir damar agi olusturur. Bu damar agina
rete capillare peritubulare adi verilir. Renal kortikal dolasimda glomerulus ile
birlikte bu 1ki damar ag1 birbirlerine efferent glomerular arteriol ile
baglantilandirilir. Renal medulla'min vazkilarizsyonu ise genellikle
juxtamedullar glomerulus’larin efferent arteriolii tarafindan saglamir. Buna
ilaveten yuzeysel glomeruluslarin efferent arteriolleri ve aglomerular
arterioller de bélgenin beslenmesine katkida bulunur. Medulla’ya gegen efferent
arterioller nispeten uzun ve genis damarlardir. Medullaya girmeden once
etrafindaki kapillar pleksuslara birkac¢ dal verirler ve medulla’da 12- 25 adet
vasa recta adi verilen damarlar1 olusturacak sekilde dallanirlar. Adindan
anlasilacag tizere dik bir sekilde medulla’nin derinine dogru ilerler ve ¢ok fazla
varyasyon gosterirler. Bu sirada inen ve cikan henle kulbuna ve toplayici
kanallara yakin sekilde bulunan 1sinsal olarak uzanan kapillar pleksuslara da
yan dallar verirler. Kapillarlarin ven6z uglar1 arkuat veya interlobular venlere
drene olan ¢ikan vasa rectalar ile birlesir (Arinc1 & Elhan, 1995; Standring,

2015).

Interlobiiler venlerin cogu fibréz renal kapsiiliin altindaki stellat venlerin
birlesmesi ile baglar. Stellat venler, korteksin en ytizeyel tabakasini drene eden
venlerdir ve isimlerini yildiz benzeri sekillerinden almiglardir. V.
interlobularis’ler birka¢ c¢ikan vasa recta ile birlesir ve sonrasinda
kortikomeduller hatti gecerek v.arcuata’lara (A. arcuata’lar ile birlikte
seyreder.) bosalir. Bu venéz seyir bobrek icerisinde sirasiyla v. interlobularis, v.
arcuata, v. interlobaris, v. segmentalis olarak seyreder ve sonucunda v. renalis
olarak v. cava inferior’a kadar gelir. Renal venler renal arterlerin 6ntinde
seyreder ve v. cava inferior’a neredeyse dik aci ile acilir. Sol renal ven sagdakine
gore neredeyse l¢ kat uzundur. Bu ylzden de canli bagisgilarin nefrektomisi

sirasinda genellikle sol bobrek tercih edilir. V. renalis sinistra baslangicindan
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itibaren v. splenica ve corpus pancreatis’in arkasinda seyreder, aorta’nin 6n
yuzinden ve a. mesenterica superiorun koken aldigi yerin hemen altindan
gecerek devam eder. V. renalis sinistranin aorta ve a. mesenterica superior
arasinda sikigmasi sonucu sol renal ven hipertansiyonu ile karakterize olan
Nutcracker sendromunun ¢ocuklarda gézlenen hematiiri ve varikosel durumlari
ile iligkili oldugu ortaya konulmustur. Ayni1 zamandan gonadal venlerin de sol
renal vene dogrudan acilmasi anatomik olarak iki renal ven arasindaki

farkliliklardan birisidir (Arinci & Elhan, 1995; Standring, 2015).

Bobregin lenf drenaji ti¢ farkli nokradan baslar; renal tubillerin
cevresinden, bobrek kapsiilinin altindan ve perirenal yag dokusundan.
Intrarenal pleksustan gelen toplayici kanallar 4- 5 trunkus olusturarak renal
veni takip eder ve nodi aortici laterales ad1 verilen lenf diigiimlerine acilirlar.
Bobrek kapsiliinin altindan gelen lenf, bu kanallara bobrek hilum’undan
ciktiktan sonra katilir. Plexus perirenalis’te yine ayni lenf diigiimlerine drene

olur (Standring, 2015).

Plexus renalis ggl. coeliacum ve plexus coeliacus’dan, ggl.
aorticorenale’den, son torakal ve ilk lumbal splanknik sinirlerden ve plexus
aorticus’tan gelen dallar tarafindan a. renalis ¢evresinde olusturulmus yogun
bir sinir agidir. Olusan bu sinir ag1 igerisinde bir¢ok ufak ganglion vardir.
Bunlardan en biyiik olani ise ggl aorticorenale’dir ve a. renalisin hemen
arkasinda bulunur. Bobrege gelen sempatikler damarlar: daraltarak bobrekten
kan akigini ve bunun neticesinde silziilen idrar miktarini azaltir.
Parasempatikler bobrege n. vagus’tan gelirler. Fakat bazi kaynaklar bobregin
parasempatiginin olmadigini belirtmiglerdir. Bobrek agrisi tiim bel bolgesinde

ve siddetli bir sekilde hissedilir (Arinc1 & Elhan, 1995; Standring, 2015).

2.2. Bobrek Histolojisi

Bobrek kan damarlarini, lenfatikleri ve sinirleri i¢inde barindiran gevsek
bir bag dokusuyla sarilmig, kivrimli ve birbirine yakin gekilde bulunan pek ¢ok
idrar tibilinden olusmus bir organdir. Her bir tiibiil embriyolojik kékenleri
farkli olan iki ayr1 parcadan meydana gelir. Bunlardan birincisi idrar1 Greten

nefron kismidir. Ikinci kisim ise idrarin konsantrasyonunu tamamlayan ve
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idrarin calyx renalis, pelvis renalis, Ureter ve idrar kesesine kadar

gonderilmesine aracilik eden toplayict kanallardir (Standring, 2015).

Yaridan kesilmig bébrek gortinimi dista korteks ve igte medulla olmak
uzere iki kisimdan olugur. Kortikal bolge kahverengi bir gériintimde ve graniiler
yapidadir. Medulla ise 6- 12 adet piramit sekilli, soluk ve ¢izgili bolgeleri icerir
ki bunlara pyramis renalis adi verilir. Tabanlar1 korteks ile uyumlu sekilde
yerlesim gosterirken, papilla renalis olarak isimlendirilen uclari ise hilum’a
dogru uzanir. Piramitlerin uc¢lar: Bellini kanallar: adi verilen 20 civari kanalin
acikligini lizerinde barindirir ve bu elek benzeri goriinimden dolay1 area
cribrosa adi verilir. Ug¢lar calyx minor’ler tarafindan sarilmistir ve her 2-3
komsu kaliks birlegserek calyx major’leri olustururlar (Sekil 2.7). 3- 4 major
kaliks birleserek pelvis renalis’e acilirlar ve buradan treterin proksimal

kismina ulagirlar (Gartner & Hiatt, 2006).

Corpusculum
renale
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‘ 'f

‘ Medullar
uzantilar

\ /

A.arcuata —

= Korteks
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\ /\ V.arcuata A.arcuata
’ e N

(- Medulla \ /
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Sekil 2.7 Normal bobrek histolojisini gosteren sekil (Ross & Pawlina, 2017).
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2.2.1. Nefron

Nefron, plazmanin sitizilmesinden sorumlu olan renal korpuskil ve
1drarin olusumu icin filtrattan secici reabsorpsiyon gorevini yerine getiren renal
tubil kisimlarindan olusur. Toplayici kanallar cesitli renal tiibiillerden gelen
siviy1 papilla renalis’lerin ucundaki ductus papillaris’lere tasirlar (Standring,

2015).

Insan bobreginde renal korpuskiillerinin yerlesimi ve Henle kulplariin
uzunluklarina goére simiflandirilmis iki tip nefron bulunur; daha kisa olan
kortikal nefronlar ve daha uzun olan juxtamedullar nefronlar. Her iki tip
nefronun da renal korpuskiilleri kortekste bulunurken, tiibiler kisimlari

medulla’nin derinlerine kadar uzanir (Gartner & Hiatt, 2006).

Corpusculum renale adi verilen cisimcikler ortalama 0,2 mm capinda,
yuvarlar sekilli, kiiciik yapilardir. Bébrek korteksinin periferinde dar bir alanda
gozle gorilebilirler. Her birinin merkezinde bulunan glomerulusu ve renal
tubillerin orijin aldig: bir glomerular kapsiili (Bowman kapsiili) bulunur. Her
bir bobrekte yaklasik 1 milyon renal korpuskiil vardir. Bu korpuskiiller yasla
birlikte azalirken bu azalma siireci yliksek kan basinci tarafindan daha da
hizlandirilabilir. Dogumdan sonra nefron gelisimi sona erer ve kaybedilen
nefronlarin yeri doldurulamaz. Renal korpuskiil sayisindaki azalmanin
yansimasi 40’1 yaglara dogru glomerular filtrasyon hizinda azalma olarak

ortaya ¢ikar (Standring, 2015).

Glomerulus afferent arteriolin dallarindan ¢ikan ¢ok sayida anastomoz
yapmis kilcalin ébeklesmesiyle olusmus bir yapidir. Afferent arteriol filtratin
tubiile gectigi yer olan tlriner kutbun tam karsisindan (vazkiiler kutup)
kapsiliin igerisine girer. Efferent arteriol de afferent arterioliin girdigi yer olan
vazkiller kutuptan cikar. Boylelikle hem afferent hem efferent kismi
arterlerden olusmus olur. Afferent arteriyoliin bag doku komponenti Bowman
kapstiline girmez; normal bag doku hiicrelerinin yerlerini mesangial hiiceler
olarak bilinen 6zellesmis hiicreler alir. Bunlar vazkiiler kutupta yerlesmis
ekstaglomerular mesangial hiicreler veya renal korpliskiilde yerlesmig

intraglomerular mesangial hiicrelerdir. Afferent arterioliin dis capi efferent
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arterioliin dis capindan biiylk olsa da limen caplar: neredeyse esittir. Efferent
glomerular arter kan akisina ciddi bir direng gésterir ve bu durum glomerulus’ta
diger kapillar yataklardan daha fazla basin¢g olusmasina sebebiyet verir.
Kapillar endotelyal duvar, bazal lamina ve Bowman kapsiliniin visseral
yapraginin olusturdugu karmasik bariyer yoluyla glomerulus’tan stiziilen idrar
Bowman araligina gecer (Gartner & Hiatt, 2006). Glomeruluslar ge¢ prenatal
doneme kadar basit bir formdadirlar. Bazilar1 dogumdan sonra 6 ay daha bu
sekilde kalabilir. Cogunlugu 6 yasa kadar gelisimini tamamlarken, 12 yasina
gelindiginde tim glomeruluslar gelisimini tamamlamis olur (Standring, 2015).
2500 gr agirliktan daha az bir dogum agirligi olarak tanimlanan diisiik dogum
agirhigr durumlarinin glomerular say1 ve hacimde azalma ile iligkili oldugu daha
once yapilan calismalar ile ortaya konulmustur (Manalich, Reyes, Herrera,

Melendi, & Fundora, 2000).

Bowman kapsiilii renal tibtlin kor, genislemis ucu olarak tanimlanir ve
glomerulus kapsiil igerisine derin bir sekilde girmis vaziyettedir. Dis (pariyetal)
duvar1 tek kathh yassi1 epitel ile ortiiltiyken, i¢ (visseral) duvari ozellegsmig
epitelyal hiicreler olan podositlerden olusmustur. Bu iki duvar arasinda basit
bir bowman araligi vardir ve proksimal kivrimli tiibil olarak devam eder
(Standring, 2015). Bowman kapsiliiniin visseral tabakasi, stizme islemini
gerceklestirebilmek i¢in modifiye olmus epitelyal hiicrelerden olusur. Podositler
olarak bilinen bu hiicreler ¢ok sayida uzun ve ince sitoplazmik uzantiya sahiptir
ki bu uzantilar primer (major) ¢ikintilar olarak bilinirler. Bunlar glomerulus’u
takip ederler ama genellikle yakin temas halinde bulunmazlar. Her bir primer
cikintilar ise pedisel olarak bilinen pek cok sekonder cikintiya sahiptir. Bu
pediseller baska bir podositin komsu primer ¢ikintilarindan gelen pediseller ile

i¢ ice gecerek glomeruler kapillarlarin cogunu sararlar (Gartner & Hiatt, 2006).

Bowman araligi triner kutuptan proksimal tibiile bosalir. Bazen
proksimal tiibil'iin boynu olarak da isimlendirilen bu gecis bolgesi, Bowman
kapsiliiniin parietal tabakasindaki tek katli yassi epitel ile proksimal tiibili
orten tek kath kiibik epitelin birlestigi noktadir. 60 um ¢apinda ve 14 mm
uzunlugundaki prksimal tiibiller bébrek korteksinin g¢ogunu olusturur.

Tubil’tin ¢ok kivrimli olan pars convoluta kismi renal korpuskiile yakin olarak,
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daha diiz olan pars recta (Henle kulbunun inen kalin kismi) korteks ve
medullada asagi1 dogru iner ve henle kulbu olarak devam eder (Gartner & Hiatt,

2006).

Proksimal tiibiiliin pars recta’st Henle kulbunun ince kolu olarak devam
eder. Ortalama 15- 20 um ¢apinda olan bu ince tiibil, yikseklikleri 1,5- 2 um
olan yassi epitelyal hiicrelerden olusmustur. Bu ince kismin uzunlugu nefronun
bulundugu yere gore degismektedir. Kortikal nefronlarda bu ince kisim 1- 2 mm
uzunlugundadir, hatta bazen bu kisim hi¢ bulunmayabilir. Juxtaglomerular
nefronlarda ise bu kisim ¢ok daha uzundur (9- 10 mm) ve bir tel toka seklinde
medullanin derinlerine dogru, nerdeyse renal papilla’lara kadar uzanir.
Proksimal tiibiiliin pars recta kisminin devamai ile olugan bu bélgeye inen ince
kol, tel toka benzeri biikiilme kismina Henle kulbu, buray: distal tiibiiliin pars
recta kismina baglayan bolgeye ise ¢ikan ince kol denilir. Henle kulbunun inen
ince kolu sayisiz aquaporin-1 su kanallarini bulundurmasindan dolay1 suya
karsi oldukcga gecirgendir. Bu kisim tire, sodyum, klor ve diger iyonlara kars: da
makul bir gegirgenlige sahiptir. Cikan ve inen ince kollar arasindaki temel fark
cikan ince kolun suya karsi gegirgenlik seviyesinin daha disiik olmasidir

(Gartner & Hiatt, 2006).

Distal tiibiil, Henle kulbunun ¢ikan ince kolunun devami olan pars recta
(Henle kulbunun c¢ikan kalin kolu) ve pars convoluta’dan olusur. Henle
kulbunun ¢ikan kalin kolu ile distal kivriml tiibil arasinda yerlesmis olan
modifiye distal tubiil kismi ise macula densa olarak adlandirilir. Henle
kulbunun ¢ikan kalin kolu 9- 10 mm uzunlugunda ve 30- 40 um g¢apindadir.
Henle kulbunun ¢ikan kalin kolu suya veya tireye karsi gecirgen degildir. Buna
ilaveten buradaki hiicreler klorun tibiul limeninden aktif transportunu
saglayan klor pompalarina (ve bazen sodyum) sahiptir. Bu sayede filtrat distal
tibil limeninde bobrek korteksine dogru yaklastik¢a tuz konsantrasyonu
diiserken lire konsantrasyonu yiiksek kalir. Henle kulbunun ¢ikan kalin kolu
kendi renal korpuskiiliiniin yanindan gecerken afferent ve efferent glomerular
arteriollerin arasinda uzanir. Distal tiibilin bu kismi1 macula densa olarak
adlandirilir. Macula densa hiicreleri uzun ve dar oldugundan dolay1 bu

hiicrelerin ¢ekirdekleri distal tiibil hiicrelerinin ¢ekirdeklerine gore birbirlerine
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cok daha yakin bir sekilde goriinirler. Distal kivrimli tibiller kisadir ve
ortalama caplar1 25- 45 pum arasinda degisir. Parafin kesitte, bu tiibillerin
limenleri genis acikliktadir, kiiboid epitelinin graniler sitoplamalar: proksimal
kivriml tibiliinkilerden daha agik renktedir. Hiicreleri daha dar oldugu igin
tibiilden gecen kesitlerde daha fazla ¢ekirdek gozlenir. Cekirdekleri neredeyse
yuvarlak sekillidir, bir veya iki adet yogun c¢ekirdek¢ige sahiptir ve apikal
olarak yerlesmistir. Distal kivrimli tibiller proksimal kivrimli tibitllerden
daha kisa oldugu ic¢in herhangi bir bébrek korteksi kesitinde cok daha fazla
proksimal kivrimli tubul ile karsilasiriz. Renal korpuskilii cevreleyen
proksimal kivrimli tiibillerin distal kivriml tibiillere orani 7’ye 1 seklindedir

(Gartner & Hiatt, 2006).

Juxtaglomerular aparat distal tiibliliin macula densa kismi, yakin
afferent (bazen de efferent) glomerular arteriol ve extraglomerular mesangial
hiicrelerden olusur. Macula densa hiticreleri cekirdekleri merkezlerinde
yerlesmis olan uzun, dar ve soluk hiicrelerdir. Bunlarin yogun sekilde boyanan
cekirdekleri hiicrelerin darligindan dolay1 birbirlerine yakindir ve 1s1k
mikroskobunun altinda toplu bir sekilde yogun bir nokta gibi gézlenirler. Bu
hiicreler elektron mikroskobunda incelendiginde ise sayisiz mikrovilluslar,
kiicik mitokondriler ve infraniikleer olarak yerlesmis Golgi cisimcikleri
gozlenir. Afferent glomerular arter’'in (bazen de efferent) tunica media kisminda
yerlesmis diiz kas hiicreleri olan juxtaglomerular hiicreler sempatik sinir lifleri
tarafindan yogun bir sekilde innerve edilir. Bu hicrelerin cekirdekleri
uzunlamasina degil yuvarlaktir. Bu hiicreler proteolitik enzim renin olarak
gosterilen kuicuk granitlleri icerir. Ayrica anjiotensin donustiriicii enzim
(angiotensin converting enzyme- ACE), anjiyotensin- I ve anjiyotensin- II de bu
hiicrelerde bulunur. Juxtaglomerular hiicreler ve macula densa hiicreleri
arasinda 6zel bir lokasyon iligkisi vardir. Normalde epitelde ve diger dokularda
bulunan bazal laminanin burada bulunmamasi macula densa ve
juxtaglomerular hiicrelerin birbiri ile yakin temas halinde olmasina izin verir.
Juxtaglomerular aparatin tglinci tyesi olan ekstraglomerular mesangial
hiicreler afferent arteriol, macula densa, efferent arteriol ve renal korpuskiiliin

vazkiiler kutbu tarafindan sarilmis bir alana yerlesmistir. Bu hiicreler nadiren
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graniiller icerirler ve muhtemelen intraglomerular hiicreler ile bitisik halde

bulunurlar (Gartner & Hiatt, 2006).
2.2.2. Toplay:ic: tiibiiller

Toplayici tiibiiller nefrona ait bir parca degildir. Bunlar farkli embriyonik
kokenlere sahiptirler. Gelisimin son dénemlerinde nefronla bulusurlar ve
birbirlerine baglanarak devam eden bir yapi olustururlar. Birgok nefronun
distal tiibiiliniin kivrimli parcasi toplayici tiibiillere dogru devam etmek ic¢in bir
araya gelerek birlestirici tiibilleri olustururlar. Toplayic1 tiibiillere gelen
ultrafiltrat modifiye edilir ve medullar papilla’ya gonderilir. Toplayic: tiibiller
yaklagik 20 mm uzunlugundadir ve 3 kisimdan olusur: Kortikal, medullar ve
papillar. Kortikal toplayici tiibliller medullar uzantida yerlesmislerdir ve
prinsipal (esas) hiicreler, interkalat hiticreler olmak tizere iki tip kiiboid
hiicreden olusur. Prinsipal hiicreler oval ve merkezi yerlesimli cekirdeklere,
birka¢ mitokondriye ve kisa, seyrek mikrovilluslara sahiptirler. Interkalat
hiicreler 1se 50- 200 nm ¢apinda apikal vezikiillere, apikal plazmalemma’larinin
tuzerinde mikroplika’lara ve bolca mitokondriye sahiptirler. Bunlarin
cekirdekleri ise yuvarlak gekilli ve merkezi yerlesimlidir. Medullar toplayici
tubiiller daha buytlktiirler ¢iinkii bunlar bir¢cok kortikal toplayici tiibiiliin
birlesimiyle olusmuslardir. Medullanin dis kisminda olanlar kortikal toplayici
tubillerle benzer sekilde prinsipal ve interkalat hiicrelere sahiptir. Medullanin
i¢ kisminda olanlar ise yalnizca prinsipal hiicrelere sahiptirler. Papillar
toplayic1 tubiillerin (Bellini kanallari) her biri ¢cok sayida medullar toplayici
tubilin bir araya gelmesiyle olusmustur. Bunlar 200- 300 um c¢apinda genis
kanallardir ve area cribrosa kismina dokilurler. Area cribrosa ise idrari
bobregin mindr kalikslerine ileten renal papillaya acilir. Bu kanallar yalnizca
uzun kolumnar prinsipal hiicreler tarafindan désenmistir (Gartner & Hiatt,

2006).

Toplayici1 kanallar suya kars1 gegirgen degildir. Ancak ADH varhiginda
suya karsi (ve belli derecede ureye) gecirgendirler. Bu yiizden ADH olmadiginda
idrar bol miktarda ve hipotonik iken, ADH varliginda idrar miktar: daha az ve

yogunlugu daha fazladir.
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2.2.3. Renal intersitisyum

Bobrek yogun bir sekilde diizensiz bag doku kollajenleri ve bu kollajen
demetlerinin arasina yerlesmis bazi elastik lifler tarafindan sarilmistir. Bu
kapsiil altinda bulunan kortekse siki bir sekilde yapisik degildir. Kortikal bolge
yalnizca kortikal hacmin %7’sinden daha azini olusturan hassas bag doku
elementlerine sahiptir ve bu hacmin ¢ogu idrar tiibtlillerini dégseyen bazal
membran ve bunlarin vazkiler kaynaklar: ile iligkilidir. Kortikal bag dokunun
iki selliler komponenti vardir. Bunlar fibroblast’lar ve intersitisyel dentritik

hicrelerdir.

Medullar intersitisyel bag dokunun komponenti kortekste bulunandan
daha kapsamlidir. Nitekim bu kisim i¢ medullanin yaklasik %30’ unu olusturur.
Idrar tibiillerinin gesitli bilesenlerine ilaveten medulladaki kapsamli damar ag
da bu bag doku icerisinde gomilia sekilde bulunur. Bu bag dokunun hiicresel
popilasyonu fibroblastlar, makrofajlar ve intersitisyel hicrelerden olusur

(Gartner & Hiatt, 2006).

2.3. Serbest Radikaller ve Iskemi/Reperfiizyon Hasar1
2.3.1. Oksijen ve oksidatif stres

Oksijen havada dioksijen veya molekiiler oksijen olarak bilinen molekiil
formunda (Os) olarak bulunur. Ik kez 1772- 1774 yillar1 arasinda karakterize
ve izole edilmigtir. Jeolojik kanitlar oksijenin mikroorganizmalarin (mavi- yesil
algler) fotosentetik aktivitesi sonucu ortaya c¢ktigim1 gostermektedir.
Atmosferik oksijen konsantrasyonundaki yavas ve istikrarli artisa
stratosferdeki ozon tabakasinin olusumu eslik eder. Hem ozon tabakasi hem de
oksijen yogun ultraviyole giines 1sinlarinin yeryizine ulasmasinda kritik bir
filtredir. Evren agirlikli olarak hidrojen ve helyum gazlariyla varligin1 devam
ettirirken, bunun aksine diinya evrenin igerisindeki essiz bir oksidasyon
merkezi olarak yerini alir. Kuru havadaki orani yaklagik %21 olan oksijen bu
miktar1 dolayisiyla azottan (%78) sonra atmosferde en ¢ok bulunan element
olarak bilinir. Aerobik yasamda oksijen hayat icin gerekli olan kimyasal veya
1s1 enerjisini elde etmek amaciyla karbonu ya da hidrojenden zengin

substratlar: (yiyecekler) oksitlemek (yakmak) i¢in kullanilir (Gutteridge, 1995).
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Genellikle bir atom merkezde bulunan bir ¢cekirdek ve onun yoringesinde
donen elektron ciftlerinden olusur. Fakat bazi atomlar veya molekiller
eslenmemis elektronlara sahiptirler ve bunlara serbest radikaller denir. Serbest
radikaller genellikle stabil degillerdir ve eslenmemis elektronlarinmin diger
elektronlar 1ile c¢iftler olusturmaya meyilli olmasindan dolayr oldukga
reaktiflerdir. Bir oksijen molekili (O2) in vivo olarak metabolize olurken dort
elektron kaybina maruz kalir. Bu sirada elektronlarin eksitasyonu ile reaktif
oksijen metabolitleri ortaya ¢ikar. Bunlar normal oksijen molekiiliine gére bir
hayli reaktiftirler. Genel bir bakis acisiyla siiperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil radikalleri ve singlet oksijen reaktif oksijen tiirlerindendir.

(Yoshikawa & Naito, 2002).

Oksijen hiicrede enerji iiretiminde kullanilmasindan dolay: hayati 6nem
arz eden bir molekildiir. Serbest radikaller ise aerobik metabolizmanin normal
bir trini olarak olusurlar. Viicutta bulunan pek ¢ok antioksidan savunma
mekanizmasi ise oksidan olan bu serbest radikallerin uzaklastirilmasinda gorev
alir. Serbest radikallerin olusumu ile antioksidan savunma sistemlerinin onlari
uzaklastirmasi arasinda kritik bir denge vardir. Normal aerobik metabolizma
sonucunda olugsmusg olan serbest radikallerin seviyeleri bazi patofizyolojik
durumlarda artig gosterir. Antioksidan savunma sistemlerinin olugsan serbest
radikalleri uzaklastirmakta yetersiz kalmasi ve dengenin serbest oksijen
radikalleri lehine kaymasi ile ortaya ¢ikan muhtemel hiicre hasar1 durumu ise
“oksidatif stres” olarak adlandirilir (Sies, 1997). Bu durumda meydana gelen
reaktif oksijen tlrleri ve serbest radikaller biyolojik membranlarda ve
dokularda bulunan molekiillere saldirarak cesitli hastalhiklar1 tetiklerler.
Oksidatif stres’in baz1 durumlarda faydali oldugu da bilinmektedir. Ornegin,
dogum kanalinin doguma hazirlanmasi i¢in gerekli olan apoptozis oksidatif
stres tarafindan indiiklenir. Ayrica uygun fiziksel egzersiz ve iskemi sirasinda
meydana gelen oksidatif stres’in vicudun savunma mekanizmalarim

giclendirdigi belirtilmistir (Yoshikawa & Naito, 2002).

Saglikli hiicrelerde biriken radikaller antioksidan savunma tarafindan
ortadan kaldirilmasi durumu ise farkli yollar ile gergeklesir. Hiicreleri

radikallerin hasarindan koruyan savunma sistemleri basglica enzimatik olanlar

22



ve enzimatik olmayanlar olarak iki gruba ayrilir. Enzimatik olan antioksidan
savunmaya methemoglobin rediiktaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon s-transferaz dahildir. Enzimatik
olmayanlara ise glutatyon, vitamin E, vitamin C, rediikte nikotinamid adenin
diniikleotit-NADH , rediikte nikotinamid adenin diniikleotit fosfat- NADPH
dahil edilir. Hicrelerde serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari

vardir. Bu serbest radikal kaynaklar: asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 2.1)
(AKSOY, 2002).

Tablo 2.1 Endojen ve eksojen serbest radikal kaynaklar1 (AKSOY, 2002).

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

e Mitokondriyal clektron e Redoks siklus bilesikleri (6r,

tranihct ZnS paraquat, doksorubisin)

e Mikrozomal elektron o Tag Residasyonlan (@r,
transport zinciri parasetamol)
e Sigara

e (Oksidan enzimler

e Ksantin oksidaz e Gilines 15181

e Indolamin dioksijenaz o Is1s0ku

e Galaktoz oksidaz * Okside glutatyon
e Siklooksijenaz

e Lipoksijenaz

e Monoamin oksidaz

o Fagositik hiicreler

e Notrofiller

e Monositler ve makrofajlar
e Eozinofiller

e KEndotelyal hiicreler

e Otooksidasyon reaksiyonlar:

(or, Fe +2)
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Oksidatif stres’in derecesini belirlemek yillardir bilim insanlar: i¢in ilgi
cekici bir alan olmustur. Cinki boyle bir durumun dogru saptanmasi hem
cesitli patolojik durumlarin arastirilmasi icin hem de ila¢ etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in kritiktir. Ayrica biyolojik belirteclerin kullanilarak
oksidatif stres’in boyutlarinin belirlenmesi klinik bakig acis1 bakimindan da
onemlidir. Kan, idrar ve diger biyolojik sivilardan elde edilen biyolojik
belirtecler degerlendirmede 6ne ¢iksa da oksidatif strese maruz kalan organ ve
dokunun bilgisayarli tomografi ile taranmasi ve manyetik rezonans yontemi ile
goruntilenmesi de teshise kesinlik katmak icin gereklidir (Yoshikawa & Naito,

2002).

Vicudun oksidatif strese kars1 bir savunmasi olmasina ragmen vicutta
bulunan bazi bilegenler serbest radikallerden zarar gorebilir. Bunun sonucunda
ortaya cikan oksidatif trinler ise oksidatif stres’in boyutlarmmin tespit
edilmesindeki belirtecler olarak olarak kullanilir. Ornegin malondialdehit ve 4-
hidroksinonenal lidiplerin oksidatif hasarini belirlemek icin kullanilirken,
1zoprostan 1se arasidonik asitin serbest radikal oksidasyonunun seviyesini

belirlemek i¢in kullanilir (Yoshikawa & Naito, 2002).
2.3.2. Iskemi periyodu

Iskemi orgamin bir kismina veya tamamina yeterli kan akiginin
saglanamamas1 sonucu ortaya c¢ikan durum olarak tanimlanir. Bu durum
hasarin ilk seviyesini belirtir. Iskeminin sebebi yetersiz oksijenden bulunmasu
ve bu durumdan kaynakli olarak hiicresel metabolizmanin anaerobik yollarla
saglanmaya baslamasidir. Kritik iskemai siiresi ise bir organin tolere edebilecegi
veya kan akisi tekrar saglandiginda fonksiyonunu siirdiirmeye devam
edebilecegi en uzun oksijensiz kalma stiiresi olarak bilinir (Siemionow & Arslan,
2004). Bahsi gecen kritik iskemi siiresi asilirsa organda meydana gelen hasar
kalic1 olabilir. Organdan organa veya dokudan dokuya kritik tiskemi siireci
degismektedir. Viicutta oksijensizlige karsi en hassas organ olan beyin i¢in bu
stire birka¢ dakikadan ibarettir. Bizim ¢alismamizin hedef organi olan bébrekte
ise bu siire 30 dakikaya kadar uzayabilmektedir. Doku veya organdaki hasarin

boyutu iskeminin siiresine ve iskemik alanin biyukliigiine gore degismektedir.
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Bu siirelerden daha uzun bir iskemi maruziyeti organ veya dokunun hicresel
metabolizmasinda degisikliklere sebep olur ve bu degisiklikler reperfiizyon ile

birlikte zararl sonuclar ortaya cikarir (Kalogeris et al., 2012).

Iskemi ile birlikte ortaya ¢ikan ilk degisiklik doku veya organa gelen
oksijen miktarindaki azalmadir. Azalan oksijen seviyesi ise trikarboksilik asit
dongist aracihigiyla 1 molekil glikozdan 36 molekiil ATP iretimi
gerceklestirilebilen aerobik metabolizmayi sekteye ugratir. Bunun yerine daha
cok laktat sentezi yoluyla 1 molekil glikozdan 2 molekiill ATP tretilebilen
anaerobik metabolizma gerceklesmeye baslar. Bu anaerobik metabolizma
aerobik dokularin ihtiyacini karsilayamaz. Bu ylzden hiicre igi ATP seviyeleri
hizli bir sekilde diiser ve bu diisiis iskemi siliresiyle dogrudan iligkilidir. Buna
ilaveten gerek laktat bagimli ATP tiretiminden gerekse bu laktatin kan akisiyla
uzaklastirilamamasindan dolay:r hiicre icinde ve hiicreler arasinda laktat
seviyesinin artmasindan kaynakli intraselliler asidoz durumu ortaya cikar.
Hicre i¢i pH ve ATP’nin diismesi sonucunda iki durum ortaya cikar. Bunlardan
ilki, lizozom membranlar1 destabilize olur ve buradan gesitli hidrolazlarin
sizmasiyla hiicre yapisinda bozulmalar ortaya ¢ikar. Ikincisi ise iyon pompalari,
ozellikle de Na*/K* ATPaz pompasi inhibe olur. Bu da hicresel elktrolit
dengesini bozarak ciddi miktarda Na* ve suyun hiicre igerisine girmesine ve
6deme sebep olur. Hali hazirda artmis olan Nat* seviyesi, protonu hiicre disina
sodyum’u ise hiicre igerisine alarak hiicre i¢i pH’y1 dengelemeye caligan Nat/H*
degistiricisi tarafindan daha da artirilir. Hiicre igerisinde Na* seviyesindeki
calismasina sebep olur. ATPnin azalmasindan dolayi inhibe edilmis olan
endoplazmik retikulumdan kalsiyum geri alinimi durumu ise hiicre igi
kalsiyumun daha da artisina sebep olur. Bu durum kalpain gibi kalsiyum
bagimli proteazlarin aktivasyonuna sebep olur. Bunlar iskemiden kaynakli olan
disiik hiicre ici pH durumunda inaktif haldedirler. Fakat reperfiizyon
sonrasinda pH normallegsmesini takiben aktive olacaklar ve hiicresel hasara
sebebiyet vereceklerdir (Sekil 2.8) (Inserte, Hernando, & Garcia-Dorado, 2012;
Kosieradzki & Rowinski, 2008; Sugiyama et al., 1988).
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Sekil 2.8 Iskemi periyodunda ortaya cikan bir takim hiicresel olaylar
(Chatauret et al., 2014).

Kisaca 6zetlemek gerekirse uzamis iskemi siireci anaerobik metabolizma
ve bunun sonucu olarak biriken laktattan dolay1 hiicre i¢i pHnin ve ATP’nin
azalmasiyla sonuclanir. Bu durum ise ATP’ye bagimli ¢alisan iyon transport
mekanizmalarinin fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar. Bu da hiicre i¢i ve
mitokondriyal kalsiyum seviyelerinde artisa, hiicrelerde sisme ve ruptiira sebep
olur. Nekrotik, nekroptotik, apoptotik ve otofajik mekanizmalarin sonu olarak

hiicre 6lumu gerceklesir (Kalogeris et al., 2012).
2.3.3. Reperfiizyon periyodu

Organin tekrar perfiize edilmesi anlamina gelen reperfiizyon kelimesi
“organa olan kan akisinin yeniden saglanmasi” durumudur. Sirkiilasyonun

yeniden saglanmasi ile kan ve dolayisiyla oksijen dokuya ulasacaktir.
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Reperfliizyon sonrasi aerobik ATP uretimi icin gerekli olan oksijen ve
substratlar organa ulasir. Ayrica hiicre icinde birikmis olan H* kan akisi
sayesinde hiicreden uzaklastirilarak hiicre i¢ci pH normal seviyelere getirilir.
Fakat tim bunlara ragmen reperfiizyonun kendisinin de hiicre i¢in zararh
sonuglar ortaya cikardigi bilinmektedir. Bu paradoks ilk kez yaklasik 60 yil
kadar once koroner ligasyon uygulanan kalpte reperfiizyonun nekroz gelisimini
hizlandirmasiyla gézlemlenmistir (Jennings, 1960). Reperfiizyon hasari terimi
1iskemik periyotta meydana gelmedigi halde organ veya dokuya kan akisinin
tekrar saglandigi periyotta ortaya cikan ve reperfliizyon periyodundaki
miidahaleler ile azaltilabilen veya tamamen ortadan kaldirilabilen hasar
durumlar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Daha o6nce olusan iskemi
hasarindan ayri olarak meydana gelen boylesine ciddi bir reperfiizyon hasari
hala tartisilmaktadir. Fakat myokardiyal reperfiizyon siirecinde yapilan bir
midahale ile iskemik enfarktiis alaninin %50’ye kadar azaldigin1 gosteren bir
calisma bu tartismalardaki dengeyi reperfiizyon fazinin kendine 6zgt bir hasar

olusturabilecegi lehine kaydiran 6nemli bir sebeptir (Yellon, 2007).

Reperfiizyon hasarinin altinda yatan mekanizmalar karmasiktir ve pek
¢ok nedenden kaynaklanir. Temel olarak bu mekanizmalar1 baz1 bagliklar

altinda toplamak gerekirse bu bashklar: asagidaki gibi siralayabiliriz.

e Kan akis1 tekrar saglandiginda molekiiler oksijenin hicreye
ulagsmasiyla tetiklenen reaktif oksijen tiirlerinin Gretimi,

e Kalsiyum agir1 yliklemesi (overload),

e MPT (mitokondriyal permeabilite transisyonu) porlarinin
acilmasi,

e Endotelyal disfonksiyon,

e Bir protrombojenik fenotipin ortaya cikisi,

e Yangisal yanit.

Bu konu ile ilgili tartismalar devam ediyor olsa da iskemiye ugrayan
organ veya dokudaki toplam hasari belirlerken yalnizca iskemiye maruziyet
sirasinda meydana gelen hasarlarin degil, reperfiizyonun ortaya cikardig:

hasarin da dikkate alinmas1 gerektigi agiktir (Kalogeris et al., 2012; Yellon,
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2007). Reperfuizyon periyodu oldukca degisken bir dénemdir. Yapilan bir
calisma reperfiizyonun baglatildigi andan 3 giin sonraki doneme kadar bile
hiicre 6limiiniin devam edebildigine dair kanitlar sunmustur (Zhao et al.,
2000). Reperfiizyon periyodunda gerceklesen hiicresel olaylar ile ilgili detayh
bir diyagram sekil 2.9’da sunulmustur (Sekil 2.9).

En az 30 dk.hk iskeminin sonunda
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Sekil 2.9 Iskemi sonrasinda gerceklestirilen 30 dakikalik reperfiizyon siirecinin

hiicresel etkilerini gosteren diyagram (Chatauret et al., 2014).

2.3.4. Bobrek iskemi/reperfiizyon hasari

Yapilan calismalar iskemi ve sonrasinda yapilan reperfiizyon ile
olusturulmus hasarin boyutlarinin iskeminin siiresi ile dogrudan iligkili
oldugunu ortaya koymustur (Bulkley, 1987). Bu ylizden iskemiden etkilenmis
olan organa kan akigsinin yeniden saglanmasi birincil éneme sahiptir. Hasar
olusturulmus dokuda aktive edilmis endotelyum kaynakli kemokin, sitokin ve

reaktif oksijen tilirlerinin salinimi, mast hiicrelerinin ve makrofajlarin
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aktivasyonu ve noétrofillerin endotelyal adhezyon ve imigrasyonu gibi
1iskemi/reperfiizyon hasarina karsi ortaya cikan ortak yamitlar gézlenir. Tim
bunlarin yaninda ortaya c¢ikacak hasarin boyutu, siddeti ve geri
dondiirilebilirligi organa has 6zellikler tarafindan etkilenir ve degisebilir. Bu
farkliliklarin biyolojik temeli halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Ama
tim dokularda sogutmanin hiicresel hasari yavasglatici bir etkisinin oldugu
bilinmektedir ve bu etki organ transplantlarinin daha iyi korunabilmesi i¢in
operasyon sirasinda kullanilabilir (Baumgartner et al., 1989).

20 dakikadan daha az bir iskemi maruziyeti sonrasinda geri
dontstirilemez bir hasarin ortaya ciktigi beyin dokusu kan akigindaki
azalmaya en hassas organdir (Ordy et al., 1993). Beynin iskemiye karsi en
dayaniksiz organ olmasinin altinda bu organin bazi kendine has o6zellikleri
yatar. Birim agirlik basina diisen metabolik aktivitede viicudun en 6nde olan
organi olan beyin tiim viicudun oksijen tiiketimi igerisinde %20- 25’lik bir alan1
tegkil eder. Bu yuksek metabolik ihtiya¢ asiri glikoz gereksinimi ile giderilir.
Ama diger dokularla kiyaslandiginda glikoz/glikojen depolanma seviyeleri
oldukc¢a dustktir (Kristian, 2004). Bunun tam aksine kaslar ise sinirh bir stire
anaerobik metabolizmayla caligabilirler. Cinki hem kaslar hem de karaciger
beyine gore ¢ok daha ciddi miktarda karbonhidrat depolarina sahiptir. Ayrica
beyin kalp, karaciger, bobrek ve akcigere kiyasla 6enmli derecede diisiik
koruyucu antioksidan aktiviteye sahiptir. Siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, hemoksijenaz-1 gibi antioksidan enzimlerin seviyesi
bahsi gecen organlara kiyasla beyinde oldukca diisiik seviyededir (Adibhatla &
Hatcher, 2010; Damle et al., 2009).

Organa has kritik iskemi siireci goze alnirsa beyin ve kalpten sonra bu
stirenin en kisa oldugu organlardan birisi de bobrektir. A¢ik bobrek cerrahisi
sirasinda 30 dakika veya daha az stire maruz kalinan iskemi durumunun
bobrekte kalici hasar olusturmadigi yapilan bir ¢alisma ile ortaya konulmustur
(McDougal, 1988). Hatta hayvan modellerinde renal damarlarin daha uzun siire
klemplenmesi bile uygun géziikmektedir (Humphreys et al., 2009).

Bobrek parankiminin oksijenasyonu en yiksek oksijen seviyesi

kortekste, orta derecede oksijen seviyesi dis medullada ve en disiik oksijen
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seviyeleri papillada olacak sekilde siralanabilir. Bunun bir sonucu olarak
kortikal hicreler oksijensizlige karsi en hassas hiicrelerken, dis medulla
kismindaki hiicrelerin oksijenden bagimsiz metabolizmaya gecebilmeleri onlar:
oksijensizlige karg1 daha dayanikli hale getirir. Medullanin i¢ kisminda ve
papilla kismindaki hiicreler ise glikozu ATP’ye daha ¢ok anaerobik glikolizis
yoluyla ¢evirirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 bahsi gegen hiicreler iskemiye karsi
daha az hassasiyet gosterirler (Kalogeris et al., 2012).

Bobrek tibiler epitelyal hiicreler, glomerular hiicreler, intersitisyel
hiicreler gibi hiicre tiplerinin de dahil oldugu en az 26 hiicre tipinden olusmus
bir organdir. Bu rakama endotelyal hicrelerin farkli alt tipleri de déahil
edildiginde say1 daha da artacaktir. Bazi hiicreler hipoksiye karsi daha
direcliyken bazilar: ise daha hassastir. Iskemi reperfiizyon hasariyla alakal
olan en temel hicre tipleri ise endotelyal ve tiibiiler epitelyal hiicrelerdir (Al-
Awqati & Oliver, 2002; Chatauret et al., 2014).

Endotelyal hiicreler hem soguk hem de sicaga karsi agir1 hassastir ve her
iki durumda bu hicrelerin apoptozis’e ugramasini tetikler. Bu yizden
endotelyal hiicreler tam organ iskemisi sirasinda olusan hasardan en cok
magdur olan hiicre tipidir. Buna ilaveten iskemi/reperfiizyon hipoksi kaynaklh
vazoaktif gen ekspresyonunun yaninda vazokonstriiksiyon gibi endotelyuma
baglh etkileri de tetikler. Bu genlerin ekspresyonundaki degisiklikler organin
iyilesme siiresini ve iskemi/reperfiizyonun sonuglarini dogrudan etkiler (Faller,
1999; Koo et al., 2001).

Bobrek farkli bolgelerinde farkli oksijenizasyon seviyelerine sahip olan
organ olmasindan dolay1 organin farkli bélgelerindeki epitelyal hiicreler kendi
bolgelerine uyumlu sekilde oksijenizasyon seviyelerine sahiptir(Silva, 1990).
Renal epitelyal hiicrelerin laktat sentez kapasiteleri bir sican nefronunda
homojen degildir. Distal segmentlerde laktat Giretimi gerceklesirken proksimal
segmentlerde bu uretim gézlenmez (Bagnasco, Good, Balaban, & Burg, 1985).
Dis kortekste bulunan epitelyal hiicreler yliksek oksijen rezervine sahip
olmalarindan dolayr bu hicreler kisa iskemi siirelerine karsi nispeten
korunmus haldedir. Dis meduller epitelyal hiicreler ise hipoksiye en duyarh

hiicrelerdir. Clinkii normal bir bébrekte dahi bu hiicreler anoksi sinirinda
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calisirlar ve reabsorbsiyon gorevlerini yerine getirmek i¢in yliksek metabolik
hiza sahiptirler (Brezis, Rosen, Silva, & Epstein, 1984).
2.3.5. Antioksidanlar ve A vitamini

Yeryiiziinde yasayan organizmalar ilk olarak ortaya ¢iktiginda ¢ok diisiik
oksijen seviyesi igeren bir atmosfere maruz kaldilar. Bir bagka deyisle bu
organizmalar anaerob canlilardi. Anaerobik mikroorganizmalar hala
canhihiklarini sturdirmekteler fakat bu canhilarin biytmesi inhibe edilmis
durumda. Bu canlilar bugiiniin atmosferik oksijen seviyesinden (%21) dolay1
genellikle 6lirler. Bugilin yagsayan anaerobik mikroorganizmalar muhtemelen o
donemde yasayan ilkel anaerob canlilarin artan oksijen seviyesine kargi adapte
olabilenler: ile aynmi soydan gelmekteler. Bu siliregte organizmalar oksijen
toksisitesine karsi korunmak amaciyla degisime ugradilar ve antioksidan
savunma sistemleri gelisti. Oksijen varligini tolere edebilen organizmalar ise
oksijeni metabolik transformasyonlarda kullanabilecek ve elektron transfer
zincirinde terminal elektron alici olarak kullanarak (mitokondrilerdeki gibi)
verimli enerji Giretimi saglayabilecek sekilde degisime ugradilar. Sunu da ifade
etmek gerekir ki bizim antioksidan sistemlerimiz %21°lik atmosferik oksijene
maruziyete karsi organizmayi koruyacak sekilde gelismistir (Halliwell, 1994).

%21’lik atmosferik oranin iizerindeki bir oksijen maruziyetinin aerob
organizmalar i¢in zararli etkileri kanitlanmistir. Olusan hasar c¢aligilan
organizmanin yasina, fizyolojik durumuna, diyetine gore ¢ok degisken
olabilmektedir. Etki farkli dokularda farkli sekillerde ortaya cikar. Mesela
timsah, kurbaga gibi sogukkanl canlilar serin ortamlarda oksijene kargi daha
direncliyken, sicak ortamlarda ise daha hassaslardir. Bir bagka ¢rnek ise gencg
sicanlarda %100 oksijenik atmosferde yaslhilara goére daha hafif bir akciger
hasar1 ortaya ¢cikmasi1 durumudur (Balentine, 1982).

Vicutta oksijenli solunum sonrasi ortaya cikan serbest radikaller ve
bunlari ortadan kaldirmaktan sorumlu antioksidan sistemler arasinda bir
denge bulunmaktadir. Daha once bahsettigimiz gibi serbest radikaller
iskemi/reperfiizyon hasari sonucunda asir1i bir gekilde uretilirler. Serbest
radikaller ayrica UV iginlari, baz1 ilaglar, yag oksidasyonu, immun

reaksiyonlar, radyasyon, stres, sigara veya alkol kullanimi, biyokimyasal
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redoks reaksiyonlari gibi pek cok yolla ortaya cikabilirler. Antioksidanlarin
seviyelerindeki yetersizlik veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu lipidler,
proteinler ve deoksiriboniikleik asit de dahil hiicrenin tiim kompartmanlarina
zarar veren ve oksidatif stres olarak adlandirilan duruma yol agar (Halliwell,
2012).

Antioksidanlar kendileri oksidize ettirmek suretiyle diger molekiillerin
oksidize olmasini engelleyen ajanlardir. Bunlara 6rnek olarak askorbik asit,
tiyoller veya polifenoller verilebilir. Bitkiler ve hayvanlar glutatyon, A vitamini,
C vitamini ve E vitamini gibi antioksidanlarin yaninda, katalaz, siiperoksit
dismutaz ve cesitli peoksidazlar vasitasiyla antioksidan savunma sistemi
saglarlar. Herhangi bir vitamin eksikligi olmamas1 sartiyla viicudun kendi
sentezledigi antioskidan savunma sistemleri kigilerin ilave olarak aldiklar1 E
ve C vitaminlerinde, karotenoidlerden veya flavonoidlerden ¢ok daha énemlidir
(Halliwell, 2012). Antioksidanlar diyet katkilarinda yogun bir gsekilde
kullanilirlar. Ayrica kanser, koroner kalp hastaliklari, yliksek irtifa hastaligi
gibi pek cok hastaliktan korunma amaciyla calismalar yapilmistir. Baglangicta
yapilan calismalar antioksidan katkisimin sagliga iyi gelecegini belirtmis olsa
da son zamanlarda yapilan bazi c¢alismalar herhangi bir faydasinin tespit
edilemedigini hatta antioksidan oldugu varsayillan maddelerin zararh
olabilecegini ortaya koymuslardir (Baillie et al., 2009; Bjelakovic, Nikolova,
Gluud, Simonetti, & Gluud, 2007).

Antioksidanlarin oksidatif hasar tzerine etkileri ¢ok farkli sekillerde
gozlenebilmektedir. Antioksidanlar bu etkilerini;

e Oksijeni uzaklastirarak veya  bolgesel olarak  oksijen
konsantrasyonunu azaltarak,

e Katalitik metal iyonlar1 uzaklagtirarak,

e Stliperoksit ve hidrojen peroksit gibi kilit reaktif oksijen tiirlerini
uzaklagtirarak,

e Hidroksil, alkoksil ve peroksil turleri gibi basglatici serbest
radikalleri stipiirerek,

¢ (Oksidasyon zincirinin baglatici sekanslarindan birini kirarak,
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e Singlet oksijeni suplirerek veya sondirerek gosterirler

(Gutteridge, 1995).

Bir antioksidan olarak vitaminler reaktif oksijen tlirlerine kars:
stipuriici etki gosterirler ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirirlar.
Vitaminler arasinda en 6nemli antioksidan olarak E vitamini gosterilmektedir.
Diyette E wvitamini eksikliginin hepatik katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediktaz aktivitelerini azlattigi, karacigerde lipid peroksidasyonunu
artirdigi, norolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklara sebep oldugu belirtilmis ve
tim bu etkilerin diyete E vitamini takviyesi ile tersine dondiiriilebilecegi ifade

edilmigstir (Carr, Zhu, & Frei, 2000; Chow & Reddy, 1969; Muller, 1990).

Retinoidler kimyasal veya yapisal olarak A vitamini (retinol) ile ilgili olan
genis bir grup bilesenden olusurlar. Insan viicudunun gelisimi ve devamlhilhig
icin gerekli olan A vitamini viicutta sentezlenemez ve bu ylzden mutlaka
diyette bulunmalidir. A vitaminin alkolii ve onun esterleri diyetteki A vitamini
kaynaginin esasini olustururlar. A vitamini esterlerine, aldehitine (retinal) ve
asitine (retinoik asit) metabolize edilir ve karacigerde depolanir. A vitaminin
bliyimenin surdirilmesinde, epitelyal dokularin diferansiyasyon ve
proliferasyonunun dizenlenmesinde, gorsel ve reprodiktif fonksiyonlarin
yerine getirilmesinde 6nemli oldugu uzun siredir bilinmektedir (Lucek &
Colburn, 1985). Pek ¢ok sistem lizerinde etkisi olan A vitamininin eksikligi veya
fazlaligi durumu klinikte karsilasilan durumlar arasindadir. Bu ytizden
eksikliginde veya fazlaliginda ortaya ¢ikan durumlar ve A vitamininin terapotik

etkileri lizerine olan arastirmalar yogun sekilde devam etmektedir.

A vitamini kegfedilen ilk vitaminlerden birisi olmasina ragmen halen
biyolojik aktivitelerinin tamami tespit edilebilmis degildir (Wolf, 1984). A
vitaminin basit kimyasal yapis1 sekil 2.10’da gosterilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 A vitamininin alkolsiiz formu olan retinol’iin yapis1 ve karbon sayisi

(Palace, Khaper, Qin, & Singal, 1999).

A vitamininin alkolsiiz formu olan retinol enzimatik aktiviteyle aktif
formu olan retinal’e dontistiiriilebilir. Daha sonra retinal de retinoik asite
donusturilir fakat bu donlisim geri alinamaz. Retinolin retinoik asite
dogrudan dontlistiigiini ortaya atan bazi ¢calismalar da bulunmaktadir. Retinal
kendisini ya tekrar retinole donilistiiren ya da retinoik asite transformasyonunu
saglayan enzimlerden dolayir retina haricindeki dokularda olduk¢a disiik
konsantrasyonlarda bulunur. Karotenoidlerin ve retinil esterlerinin biyo
dontstiimleri sekil 2.11 de gosterilmistir (Blomhoff, Green, Berg, & Norum,
1990; Napoli & Race, 1988; Palace et al., 1999) (Sekil 2.11).

Diyetle alimi
Provitamin A Vitamin A
karotenoidleri esterleri
pr— Retinol
Retinol
dehidrojenaz
Retinal

Retinal
oksidaz

—l Retinoik asit

Sekil 2.11 Retinil esterlerinin ve karotenoidlerin vitamin A’min farkl aktif

formlarina biyodontstimiu (Palace et al., 1999).
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A vitaminin ve karotenoidlerin antioksidan etkisini ortaya koyan ilk
calismalar Monaghan ve Schmitt tarafindan 1932 yilinda yapilmistir. Yapilan
bu calisma ile hem A vitaminin hem de karotenoidlerin lipidleri bozulmaya
karg1 korudugu ortaya koyulmustur (Monaghan & Schmitt, 1932). Daha sonra
yapilan ¢alismalar ile bu sonucun altinda yatan biyokimyasal mekanizmalar
arastirilmis ve karotenoidlerin singlet oksijen sondiriiciisii olarak antioksidan
rol oynadiklar: tespit edilmistir (Foote & Denny, 1968). En az bir diizine A
vitamini formlar1 izole edilmistir ve 600’den fazla karotenoidin varligi tespit
edilmigtir (Stahl & Sies, 1996). Son yillarda A vitaminin antioksidan etkileri
uzerine olan 1ilgi ve bu etkiyi detaylandirmak adina yapilan ¢aligsmalarin sayisi

giderek artmaktadir.

Calismamizda literatiirde A vitaminin terapotik dozu olarak gecen 1.000
IU/kg (diistik), 3.000 IU/kg (orta) ve 9.000 IU/kg (yliksek) dozlarini segtik (de

Oliveira, Silvestrin, e Souza, & Moreira, 2008).

Antioksidan savunmanin tespit edilmesinde pek c¢cok yontem vardir.
Bunlardan bazilari kandan elde edilen antioksidan enzimler ve baz
parametrelerdir. Calismamizda antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalazin (KAT) aktivitelerini degerlendirerek antioksidan
savunmaya dair bilgi elde ettik. Ayrica lipid peroksidasyonunun ikincil tirtini
olan malondialdehit (MDA) seviyesi de tespit edildi ve A vitaminin lipid

peroksidasyonu lizerine olan etkisi degerlendirildi.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Eskigehir Osmangazi Universitesi rektérliigine bagh
“Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)” tarafindan 10.10.2018
tarihinde yapilan 129 numarali toplanti sonucunda alinan 687 numaral karar
ile onaylanmistir. Calismamizin deney asamasi1 Eskigsehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinde tamamlanmistir. Alinan doku oOrnekleri histolojik inceleme igin
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda hazirlanmistir. Alinan kan o6rneklerinin
incelenmesi Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir.
3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullari

Calismada 250- 300 gram agirhginda Sprague- Dawley cinsi erkek
sicanlar kullamldi. Tam sicanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Deney Hayvanlar1i Uygulama ve Arastirma merkezinden alindi ve
deney stiresince bakimlari burada yapildi. Sicanlar 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanhk dongilide, sicakligin sabit oldugu bir ortamda (21+ 3 °C) ve ortalama 4-
5 sicandan olusan kafeslerde barindirildi. Yeme veya suya erisimin sinirsiz
oldugu bir sekilde beslendi. Operasyon sonrasinda birden fazla sicanin ayni
kafeste bulunmasinin olusturacag: riskler diisiniilerek her sigcan ayri bir

polikarbon geffaf kafese alinda.
3.2. Deney gruplari

Deneyde kullanilacak sicanlar rastgele olarak 8er sicandan olusan 5
gruba ayrildi. Gruplar ve bu gruplardaki sicanlara uygulanan islemler
asagidaki gibi uygulandi. Yapilacak cerrahi islemlerden o6nce hayvanlar

anesteziye alindi.

Grup 1 (1.000 IU/kg A vitamini grubu): Bu gruptaki sigcanlarin sol
a.renalis ve v.renalis’leri 45 dakika boyunca klemplendi ve iskemi olusturuldu.
45 dakikanin sonunda klemp kaldirildi ve organin yeniden kanlanmasi saglandi

(reperfliizyon). 24 saatlik iyilesme siirecini takiben 7 giin boyunca giinde bir kez
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1.000 IU/kg A vitamini uygulamasi oral gavaj yoluyla yapildi. A vitamini
uygulamasi1 yapilirken c¢oziici olarak Aycicek yagir kullamildi. 7 giunlik
uygulamanin sonucunda anestezi altinda kan ve doku érnekleri alindi. Yiiksek
miktarda kan alinmak suretiyle bu gruptaki deney hayvanlarina 6tanazi

uygulanda.

Grup 2 (3.000 IU/kg A vitamini grubu): Bu gruptaki sicanlarin sol
a.renalis ve v.renalis’leri 45 dakika boyunca klemplendi ve iskemi olusturuldu.
45 dakikanin sonunda klemp kaldirildi ve organin yeniden kanlanmasi saglandi
(reperfiizyon). 24 saatlik 1yilesme siirecini takiben 7 giin boyunca giinde bir kez
3.000 IU/kg A vitamini uygulamasi oral gavaj yoluyla yapildi. A vitamini
uygulamas1 yapilirken ¢oziicii olarak Aycicek yagi kullanmildi. 7 giinlik
uygulamanin sonucunda anestezi altinda kan ve doku 6rnekleri alindi. Yiksek
miktarda kan alinmak suretiyle bu gruptaki deney hayvanlarina 6tanazi

uygulanda.

Grup 3 (9.000 IU/kg A vitamini grubu): Bu gruptaki sigcanlarin sol
a.renalis ve v.renalis’leri 45 dakika boyunca klemplendi ve iskemi olusturuldu.
45 dakikanin sonunda klemp kaldirildi ve organin yeniden kanlanmasi saglandi
(reperfiizyon). 24 saatlik iyilesme siirecini takiben 7 giin boyunca giinde bir kez
9.000 IU/kg A vitamini uygulamasi oral gavaj yoluyla yapildi. A vitamini
uygulamas1 yapilirken ¢ozlicii olarak Aygicek yagi kullanildi. 7 giinlik
uygulamanin sonucunda anestezi altinda kan ve doku 6rnekleri alindi. Yiiksek
miktarda kan alinmak suretiyle bu gruptaki deney hayvanlarina o6tanazi

uygulanda.

Grup 4 (Iskemi/reperfiizyon grubu): Bu gruptaki sicanlarin sol a.renalis
ve v.renalis’leri 45 dakika boyunca klemplendi ve iskemi olusturuldu. 45
dakikanin sonunda klemp kaldirildi ve organin yeniden kanlanmasi saglandi
(reperfiizyon). 24 saatlik iyilegsme stlirecini takiben 7 giin boyunca giinde bir kez
Aycicek yagi uygulamasi oral gavaj yoluyla yapildi. Uygulanan aycicek yagi
hacmi diger gruplara uygulanan toplam hacim ile ayni hacimde tutuldu. 7

ginlik uygulamanin sonucunda anestezi altinda kan ve doku 6rnekleri alindi.
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Yiksek miktarda kan alinmak suretiyle bu gruptaki deney hayvanlarina

6tanazi uygulandi.

Grup 5 (Kontrol grubu): Bu gruptaki siganlarin tizerinde normal degerleri
elde etmek adina hicbir tibbi ya da cerrahi uygulama yapilmadi ve deney
stiresince yukarida bahsedilen standart bakim sartlar1 altinda beslendi. 7
glinliik deney siiresinin sonunda anestezi altinda kan ve doku 6rnekleri alinda.
Yiksek miktarda kan alinmak suretiyle bu gruptaki deney hayvanlarina

6tanazi uygulandi.

3.3. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.3.1. A vitamini

Calismamizda Merck® firmasindan temin edilen A vitamini kullanild.
Vitamin A palmitat igeren etken maddemizin oral kullanim i¢in uygun olan

formu secildi.

Calismamizda kullanmak adina literatiirde daha 6nce A vitamininin
terapotik dozlari olarak belirtilmis doz araligindan diisiik (1.000 IU/kg), orta
(3.000 IU/kg) ve yuksek (9.000 IU/kg) dozlar1 sectik (de Oliveira, Silvestrin, e
Souza, & Moreira, 2008).

Temin edilen tUrtntn 1 mililitresinin i¢inde 200.000 IU A vitamini
bulunmaktadir. Bahsi gecen tirtinden her bir sican i¢in hacmi en fazla 0,6 cc
olacak sekilde 1.000, 3.000 ve 9.000 IU/kg A vitamini igeren c¢ozeltiler

hazirlandi. Uriiniin seyreltilmesi i¢in Aycicek yag: kullanilda.
3.3.2. Serum fizyolojik

Deney asamasinda ve kardiyak perfiizyon sirasinda kullanmak amaciyla
serum fizyolojik soliisyonu % 0,09’luk izotonik NaCl (Eczacibasi- Baxter®) temin

edildi.
3.3.3. Anestezikler

Tam cerrahi islemler ve o6tanazi islemleri anestezi altinda

gerceklestirilmistir. Anestezik maddelerden ketamin ve xylazine kullanilmistir.

Ketamin 50 mg/kg intramiskiiler olarak enjekte edilmistir (Ketalar®).
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Xylazine 1se 10 mg/kg intramiskiiler olarak enjekte edilmistir

(Rhompun®).
3.4. Cerrahi Islemler ve Oral Gavaj

Sicanlara cerrahi olarak bobrek iskemi/reperfiizyonu uygulamasi
yapilmigtir. Tim cerrahi igslemler siganlar derin anestezi altindayken yapildi.
Derin anestezi Ketamin (50 mg/kg) ve Xylazine’in (10 mg/kg) intramiskiler
olarak uygulanmasiyla saglandi. Operasyonlar, doku alimi1 ve perfiizyon
sirasinda sicanlarin derin anestezi altinda olduklari kornea ve tirnak

reflekslerinin her 2 dakikada bir muayene edilmesiyle teyit edildi.

Ik olarak sicanlar sirt kismi altta kalacak ve abdomen operasyonu yapan
kigiye doniik olacak sekilde cerrahi islem sehpasina sabitlenmistir.
Kaburgalarin alt sinirindan pelvik bélgeye kadar olan deri kismi tiraglanmistir.
Median hat tizerinde (linea alba) seyreden 2 cm’lik bir insizyon ile 6nce deri ve
deri alt1 dokular sonrasinda kas katmani gecildi ve abdominal bogluga ulasildi
(Sekil 3.1). Mide, bagirsaklar ve komsu yapilarin sol taraftan uzaklastirilmasi
ve baz1 manevralar yoluyla karin arka duvarinda bulunan sol bobrege ulasildi
(Sekil 3.2). Bobrek ve bobrek damarlari tespit edildi ve bobrek damarlar:
klemplendi (Sekil 3.3). Klemp 45 dakika boyunca damarlar tizerinde
tutulduktan sonra kaldirildi ve reperfiizyon saglandi. Bobrek rengindeki
koyulagma ile iskemi olusturuldugu teyit edildi (Sekil 3.4). Sirasiyla kas ve deri
katmanlar1 kapatildi (Sekil 3.5). Operasyonu tamamlanan sicanlar tekli
kafeslere sag taraflar altta kalacak sekilde yatirildi. Reanimasyon ve iyilesme

stireci 24 saat boyunca belli araliklar ile kontrol edildi.
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Sekil 3.1 Deri ve deri alt1 dokularin agilmas.

Sekil 3.2 Bobreklerin ortaya cikarilmasi.
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Sekil 3.3 Bobrek damarlarinin tespiti ve klemplenmesi.

Sekil 3.4 Bobregin iskemiye ugramasi sonucunda bobrek renginin siyaha yakin

bir hal almasa.
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Sekil 3.5 Iskemi siiresince hayvanlarin takip edilmesi ve operasyon sonrasi deri

ve deri alt1 dokularin kapatilmasi.

Operasyonun tizerinden gecen 24 saatin sonunda sicanlar tartildi ve
agirliklarina ve gruplarina goére A vitamini dozaji ayarlandi. 7 gin boyunca her
glin bir kez sicanlara oral gavaj uygulandi. Oral gavaj yoluyla deney gruplarina
1.000, 3.000 ve 9.000 IU/kg dozda A vitamini verilirken, iskemi/reperfiizyon
grubuna Aycicek yagi uygulamasi yapildi. Oral gavaj sirasinda sicanlarin
rahatsizliklarini en aza indirmek adina sessiz bir ortam secildi ve irrite edici
faktorler en aza indirgendi. Uygulama i¢in ¢elik oral gavaj kantilleri kullanildi

(Sekil 3.1).
3.5. Kan Alimi ve Biyokimyasal Analiz

Deney sonrasinda anestezi altindan sicanlardan intrakardiyak yontemle

kan alinmig ve sicanlar asir1 kanatma yontemai ile 6tanazi edilmistir.

Eritrosit hemolizat1 hazirlanmasi1 i¢cin Sun ve arkadaglarinin 1988’de

yayinladigi metot kullanildi (Sun, Oberley, & Li, 1988).
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Kan degerlerini incelerken lipid peroksidasyonunun ikinci triind olan

malondialdehitin (MDA) yaninda antioksidan enzimlerden siliperoksit

dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) seviyelerini belirledik.

Eritrosit hemolizatlarin1 hazirlamak i¢in kan o6rnekleri EDTA iceren
tiiplere alindi. Ornekler 1500 devirde 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve
plazma ayrildi. Eritrositler li¢ kez salin ile yikandi ve eritrosit paketleri
hazirlandi. Eritrosit hemolizatlari SOD, MDA ve KAT aktiviteleri tespit
edilinceye kadar -80°C’de saklanda.

3.5.1. Katalaz (KAT) aktivitesinin ol¢iimii

Kictik molekiiler agirlikli alkoller katalazin peroksidatif aktivitesi igin
elektron donéru olarak calisirlar. KAT 6lgiiminde kullanilacak hemolizatlar:
hazirlamak i¢cin CAYMAN enzim tespit kitinde belirtilen homojenat hazirlama
adimlar takip edildi (CAYMAN CAT Assay Kit No: 707002). Bu kitin 6l¢iim
prensibi ise uygun hidrojen peroksit konsantrasyonunda enzim ile metanolin

reaksiyonuna dayanair.
Oncelikle standart hazirlandi. Bunun i¢in;

e Stok soliisyonu i¢in 10 pl Katalaz Formaldehit Standart, 9,99 ml
ornek tamponu ile sulandirildi.

e Standart stok solisyonu kullamilarak final formaldehit
konsantrasyonlar1 sirasiyla 0, 5, 15, 30, 45, 60, 75 uM formaldehit

olacak gekilde 7 ayri konsantrasyonda soliisyon hazirlandi.
Ol¢iim yontemi icin ise asagidaki adimlar takip edildi.

e Plate tlizerinde standart olarak belirlenmis kuyucuklara; 100 upl
Analiz Tamponu, 30 ul metanol ve daha o6nceden hazirlanmig
standart viallerinden 20 ul standart, eklendi.

e Katalaz kontrol kuyucuklarina; 100 pl Analiz Tamponu, 30 pl
metanol ve 20 pl sulandirilmig koyuldu.

e Ornek kuyucuklarina; 100 pl Analiz Tamponu, 30 ul metanol ve 20 ul

ornek eklendi.
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e Reaksiyonu baglatmak i¢in tim kuyucuklara 20 pl sulandirilmis
Hidrojen Peroksit koyuldu.

e Plate 20 dk. oda sicakliginda karistirici tizerinde inkibe edildi.

e Reaksiyonun sonlanmasii¢in her kuyucuga 30 ul Potasyum Hidroksit
eklendi.

e Her kuyucuga reaksiyonda kromojen olarak islev gérmesi amaciyla
30 ul Katalaz Purpald eklendi.

e Plate tekrar oda sicakliginda 10 dk. boyunca karistirici tizerinde
inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 10 pl Katalaz Potasyum Periyodat eklendi ve plate 5
dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Absorbans degerleri ELISA okuyucu ile 540 nm’ de 6l¢tldd.

Son olarak standart kuyucuklarindan okunan absorbans degerlerine
kargilik gelen formaldehit konsantrasyonlar1 ile standart grafik c¢izildi.
Grafikten okunan degerlerle KAT aktivitesi asagidaki formil kullanilarak
hesaplanda.

uM drnek

KAT aktivitesi {(nmol / min /ml) = x Ornek Sulandirmas
20 dk.

3.5.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi o6l¢iimii

SOD aktivitesi WST (water-soluble tetrazolium salt) reaksiyonu bazlh
Sigma SOD tespit kiti ile belirlendi (Cat no: 19160). Sirasiyla asagidaki

adimlar izlendi.

° 20 pl 6rnek, tim 6rnek ve blank 2 kuyucuklarina eklendi ve 20 pl
ddH:20 blank 1 ve blank 3 kuyucuklarina eklendi.

o 200 ul WST soliisyonu tim kuyucuklara eklendi ve karigtirilda.

o 20 pl Diltisyon Buffer tiim blank 2 ve blank 3’lere eklendi.

o 20 ul Enzim Calisma Solisyonu tim blank 1’lere eklendi ve

karistirilda.
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o 37 oC’de 20 dk. inkiibe edildi.
o 450nm’de ELISA okuyucu ile absorbans degerleri okundu.

SOD aktivitesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi.
(% inhibisyon orani) = {[(A plank 1-A blank3)- (A srnek- A blank 2)] / (Ablank 1- A blank 3)}
3.5.3. Malondialdehit (MDA) seviyesinin tespiti

Lipid peroksidasyon lrinlerinden birisi olan MDA seviyesinin 6l¢iimi ise
tiyobarbuitirik asit (TBA) kullanilarak ve renk reaksiyonuna bagli olarak
yapilir. 0,1 mL homojenat, 3 mL %1’lik fosforik asit, 0,5 mL distile su, 1 mL
%0,6’lik 2-TBA karigtirildi ve 45 dakika boyunca kaynatildi. 4 mL n-
biitanol/piridin ilavesinden sonra homojenat ve hemolizat MDA seviyeleri 532

nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tildi (Uchiyama & Mihara, 1978).

Her 6l¢iimde bir kor ve 6rnek tipleri hazirlandi. Kor tipline; 0.5 ml distile
su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA c¢ozeltisi, 6rnek tipine; 0.5 ml

hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA c¢6zeltisi ilave edildi.

o Kor ve 6rnek tiipleri bir beherde su i¢cinde 45 dakika kaynatild.

o Tiupler soguduktan sonra i¢lerine 4 ml butanol ilave edildi.

) 3500 rpm’de 10 dak santrifij edildi.

° Olciim icin stipernatant alindi

) Spektrofotometre 532 nm'de distile su ile sifirlandiktan sonra kor

ve ornek tiiplerinin absorbanslar: okundu.

Son olarak sonucun hesaplanmasina gegildi. Konsantrasyonlarin
belirlenebilmesi i¢in; lipit peroksit standard (1.1.3.3. tetraetoksipropan) 1, 2, 4,
6, 8, 10 nmol/ml de hazirlandi. Standart egrisinin hazirlanmasi i¢in ise: kor
tupune; 0,5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢6zeltisi konuldu.
Standart tiiplerine; 0,5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml fosforik asit

cozeltisi, 1 ml TBA c¢ozeltisi ilave edildi ve absorbanslar okundu.
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3.6. Doku Alimi ve Histolojik Muayene

Kan alimindan sonra kardiyak perfiizyon basglatilmis ve tiim organlar iyi
derecede fikse edilinceye kadar perfiizyon devam etmistir. Abdomen acgildiktan
sonra sol bobrek alindi ve serum fizyolojik ile yikandi. Bobrekler histolojik
inceleme i¢in uygun sekilde longutidunal eksende kesilerek 6n ve arka kisim
olarak ayrildi. Kasetlere yerlestirildi %10’ 1luk tamponlanmis formaldehit igeren

kaplara alindi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Kardiyak perfiizyon sonrasi bobrek dokusunun ¢ikarilmasi ve kasete

yerlestirilmesi.
3.6.1. Bobrek dokusunun histolojik takibi
Histolojik takip asagidaki protokole gore yapildi.

e % 10’luk formaldehit soliisyonunda 48 saat,
e 70°lik alkolde 1 saat,

e 80°lik alkolde 1 saat,

e 90°lik alkolde 1 saat,

e 96°lik alkol I'de 45 dakika,

e 96°lik alkol IT’'de 45 dakika,

46



e Ksilol I'de 15 dakika,
e Ksilol IT’'de 15 dakika,
e Parafin I'de 1 saat,

e Parafin IT’de 1 saat

e Parafin IIT'te 1 saat.
3.6.2. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

Parafin bloklardan alinan 5 pm’lik kesitler Hematoksilen- Eozin

yontemi ile boyanda.

e Ksilol I: 20 dakika

e Ksilol IT: 20 dakika

o 96 lik Alkol I: 5 dakika
e 96° lik Alkol II: 5 dakika
e 90° lik Alkol: 5 dakika

e 80° lik Alkol: 5 dakika

e 70° lik Alkol: 5 dakika

e Distile su: 5 dakika

e Hematoksilen: 2 dakika
e Yikama (akarsuda): 5 dakika
e FEozin: 5 dakika

e 70° lik Alkol: 3 dakika

e 80° lik Alkol: 3 dakika

e 90° lik Alkol: 3 dakika

e 96’lik Alkol I: 3 dakika

e 96’lik Alkol IT: 3 dakika
e Ksilol I: 20 dakika

e Kailol II: 20 dakika

e Entellan ile kapama

3.7. Istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen siirekli degiskenlerin gruplardaki

dagiliminin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov- Smirnov ve Shapiro- Wilk
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testleri uygulanarak belirlendi. Normal dagilim gésteren degiskenlerin gruplar
arasindaki karsilastirmalari tek yonli varyans analizi (One way analysis of
variance, ANOVA) ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlere ise

Kruskal- Wallis testi yapilarak istatistiki anlamliliklar incelendi.

Degiskenlere ait tanimlayic1 istatistikler ortalama + standart sapma
olarak verildi. Tim analizler SPSS (IBM Spss statistics 21), SigmaStat ve
MINITAB paket programlarinda yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p< 0,05

olarak belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

(Calismamizda antioksidan sistem i¢in 6nemli géstergeler olan SOD, MDA
ve KAT degerleri belirlenmigtir. Asagidaki kisimda deneyde kullanilan her bir
hayvana ait belirtilen parametrelerin seviyesini gosteren 5 ayr1 tablo

bulunmaktadir (Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5).

Calisma sonucunda elde edilen slirekli degiskenlerin gruplardaki
dagiliminin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov- Smirnov ve Shapiro- Wilk
testleri uygulanarak belirlendi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplar
arasindaki kargilastirmalar1 tek yonlii varyans analizi (One way analysis of
variance, ANOVA) ile yapilmistir. Degiskenlere ait tanimlayic1 istatistikler
ortalama + standart sapma olarak verilecektir. Tim analizler SPSS (IBM Spss
statistics 21), SigmaStat ve MINITAB paket programlarindan elde edilmistir.

Istatistiksel anlamhlik diizeyi p< 0,05 olarak belirlenmigtir.

Tablo 4.1 1.000 IU A vitamini uygulanan gruptaki sicanlara ait antioksidan

veriler.
Hayvanin Grubu MDA(nmol/mg) SOD(Inh %) KATALAZ
(kU/ml protein)
1000 IU Vit A 5,6625 54,9269 1,4043
1000 IU Vit A 5,7540 54,7911 1,2177
1000 IU Vit A 5,3370 54,4339 1,2312
1000 IU Vit A 5,2592 54,3586 1,3311
1000 IU Vit A 5,6548 57,1363 1,3245
1000 IU Vit A 5,5218 55,3491 1,3313
1000 IU Vit A 5,3638 53,2452 1,1495
1000 IU Vit A 5,6157 54,2051 1,2652
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Tablo 4.2 3.000 IU A vitamini uygulanan gruptaki sicanlara ait antioksidan

veriler.
Hayvanin Grubu MDA(nmol/mg) SOD(Inh %)  KATALAZ
(kU/ml protein)
3000 IU Vit A 4,5518 62,5417 1,4832
3000 IU Vit A 4,7220 61,1777 1,5121
3000 IU Vit A 4,4682 63,1724 1,4612
3000 IU Vit A 4,4253 62,9048 1,5102
3000 IU Vit A 4,4736 59,9715 1,5063
3000 IU Vit A 4,5748 57,7711 1,4654
3000 IU Vit A 4,5809 58,8742 1,4731

Tablo 4.3 9.000 IU A vitamini uygulanan gruptaki siganlara ait antioksidan

veriler.
Hayvanin Grubu MDA (mmol/mg) SOD(Inh %) (gjﬁﬁ%};ﬁizn )
9000 IU Vit A 3,6364 69,4827 1,8221
9000 IU Vit A 3,8287 70,5938 1,8951
9000 IU Vit A 3,7489 66,0277 1,9600
9000 IU Vit A 3,8624 67,9033 1,7777
9000 IU Vit A 3,7244 67,6532 1,9084
9000 IU Vit A 3,7024 66,1050 1,9097
9000 IU Vit A 3,9383 72,1995 1,8947
9000 IU Vit A 3,8233 67,5473 1,9185
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Tablo 4.4 Iskemi/reperfiizyon uygulanan gruptaki sicanlara ait antioksidan

veriler.
Hayvanin Grubu MDA (nmol/mg) SOD(Inh %) KATALAZ
(kU/ml protein)
/R 5,9501 50,9226 1,0798
/R 5,9219 51,5181 1,2040
/R 5,8656 49,6207 1,1750
/R 5,7155 49,4785 1,1534
/R 5,6134 47,0443 1,0909
/R 5,8416 50,3153 1,0017
/R 5,6008 51,5151 1,0752
/R 5,8695 52,4417 1,1692
Tablo 4.5 Kontrol grubundaki sicanlara ait antioksidan veriler.
Hayvanin Grubu MDA ®mmol/mg) SOD(Inh %) KATALAZ
(kU/ml protein)

Kontrol 4,4193 70,6881 1,7837

Kontrol 4,5542 67,5162 1,8085

Kontrol 4,4895 67,9251 1,7653

Kontrol 4,4494 67,5024 1,7660

Kontrol 4,4422 66,7395 1,6927

Kontrol 4,5021 65,1250 1,6971

Kontrol 4,5222 67,5171 1,7331

Kontrol 4,5609 66,4517 1,7034

4.1.1. Hemolizatta malondialdehit (MDA) diizeyi

Iskemi-reperfiizyon grubunun MDA seviyesi ortalamasinda (5,797 + 0,13)
kontrol grubundaki MDA diizeyine (4,492 + 0,05) kiyasla ileri diizeyde artis
gozlenmigtir (p<0.001). 3.000 IU Vitamin A grubunun MDA seviyelerinin

ortalamasi (4,542 + 0.09) ise tekrar normal seviyelere yaklagsmis durumdaydi ve
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kontrol grubu MDA seviyelerinin ortalamasi (4,492 + 0,05) ile aralarinda

anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.1, Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Gruplara gore ortalama MDA diizeyleri (veriler ortalama+ standart

sapma olarak verilmistir).

Gruplar N MDA (nmol/mg)
Iskemi+Reperfiizyon + 1000 IU Vit A 8 5,621 +£0,18
Iskemi+Reperfiizyon + 3000 IU Vit A 7 4,542 + 0,09
Iskemi+Reperfiizyon + 9000 IU Vit A 8 3,783 + 0,09
Iskemi-Reperfiizyon 8 5,797 + 0,13
Kontrol 8 4,492 + 0,05

MDA (nmol/mg) p> 0,05
7.000 '
6.000 55211 6.4 5.797+ 0,13
5.000 4.542+ 0,09 4.492+ 0,05
4.000 3.783+ 0,09
3.000
2.000
1.000
0 .
1000 IU Vit A 3000 IU Vit A 9000 IU Vit A I/R Kontrol

Sekil 4.1 Gruplara gore ortalama MDA degerlerini gosteren grafik (veriler

ortalama+ standart sapma olarak verilmistir).
4.1.2. Hemolizatta siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyi

Iskemi-reperfiizyon grubunun SOD degerlerinde (50,357 + 1,67) kontrol
grubunun SOD degerlerine gore (67,433 + 1,58) ileri diizeyde azalma tespit
edildi (p<0,001). 9.000 IU Vitamin A grubunun SOD degerleri ise (68,439 +2,16)
kontrol grubundan elde edilen ortalama SOD degerlerine (67,433 + 1,58) yakin

52



olarak tespit edildi ve aralarinda anlamli bir farka rastlanmadi (p>0,05) (Sekil

4.2, Tablo 4.7).

Tablo 4.7 Gruplara gore ortalama SOD diizeyini gosteren tablo (veriler

ortalama+ standart sapma olarak verilmistir).

Gruplar N SOD (Inh %)
Iskemi+Reperfiizyon + 1000 IU Vit A 8 54,806 + 1,12
Iskemi+Reperfiizyon + 3000 IU Vit A 7 60,916 + 2,11
Iskemi+Reperfiizyon + 9000 IU Vit A 8 68,439 + 2,16
Iskemi-Reperfiizyon 8 50,357 + 1,67
Kontrol 8 67,433 + 1,58

SOD (Inh %) p> 0,05
80.000 | ' |
20.000 68.439+ 2,16 67.433+ 1,58
60.916+ 2,11
60.000 54.806+ 1,12
50.357+ 1,67

50.000
40.000
30.000
20.000
10.000

0

1000 IU Vit A 3000 IU Vit A 9000 IU Vit A i/R Kontrol

Sekil 4.2 Gruplara gore ortalama SOD diizeylerini gosteren grafik (veriler

ortalama+ standart sapma olarak verilmistir).
4.1.3. Hemolizatta katalaz (KAT) aktivitesi

Iskemi/reperfiizyon grubundaki katalaz aktivitesi (1,119 + 0,06) kontrol
grubunun katalaz aktivitesine (1,744 + 0,04) kiyasla ileri diizeyde azalma
gostermistir (p<0,001). 9.000 IU Vitamin A grubunun katalaz aktivitesi
degerleri ise (1,886 + 0,05) kontrol grubundan elde edilen degere (1,744 + 0,04)
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yaklagmig olsa da aralarinda énemli derecede fark bulunmustur (p<0,01) (Sekil

4.3, Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Gruplara gore ortalama KAT aktivitesini gosteren tablo (veriler

ortalama+ standart sapma olarak verilmistir).

Gruplar N Katalaz
(kU/ml protein)
Iskemi+Reperfiizyon + 1000 IU Vit A 8 1,282 + 0,08
Iskemi+Reperfiizyon + 3000 IU Vit A 7 1,487 + 0,02
Iskemi+Reperfiizyon + 9000 IU Vit A 8 1,886 +0,05
Iskemi-Reperfiizyon 8 1,119 £ 0,06
Kontrol 8 1,744 + 0,04
Katalaz
(kU/ml protein)

2.000 1.886+ 0,05
1.800 1.744+ 0,04
1.600 1.487+ 0,02
1.400 1.282+ 0,08
1.200 1.119+ 0,06
1.000

800

600

400

200

0
1000 IU Vit A 3000 IU Vit A 9000 IU Vit A i/R Kontrol

Sekil 4.3 Gruplara gore ortalama KAT aktivitelerini gosteren grafik (veriler

ortalama+ standart sapma olarak verilmistir).

Tim gruplara ait biyokimyasal veriler tablo halinde verilmistir (Tablo

4.9).
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Tablo 4.9 Deney gruplarindan elde edilen MDA, SOD, KAT degerleri ve bu

degerlerin istatistik olarak karsilastirilmasini iceren tablo (veriler ortalama+

standart sapma olarak verilmigtir).

Katalaz
Gruplar Grup MDA SOD
P No  (nmol/mg)  (Inh %) (kU/ml
protein)
Iskemi+Reperfiizyon G1 5,621+ 0,18 54,806 +1,12 1,282+ 0,08
+1.000 IU Vit A
Iskemi+Reperfiizyon G2 4,542+ 0,09 60,916 +2,11 1,487 +0,02
+3.000 IU Vit A
Iskemi+Reperfiizyon G3 3,783+ 0,09 68,439 +2,16 1,886 +0,05
+9.000 IU Vit A
Iskemi-Reperfiizyon G4 5,797+ 0,13 50,357+ 1,67 1,119+ 0,06
Kontrol G5 4,492+ 0,05 67,433+1,58 1,744 +0,04
Gruplarin arasi p G1-G2 <0,001 <0,001 <0,001
degeri
G1-G3 <0,001 <0,001 <0,001
G1-G4 <0,001 <0,001 <0,001
G1-G5 <0,001 <0,001 <0,001
G2-G3 <0,001 <0,001 <0,001
G2-G4 <0,001 <0,001 <0,001
G2-G5 0,931 <0,001 <0,001
G3-G4 <0,001 <0,001 <0,001
G3-G5 <0,001 0,784 <0,001
G4-G5 <0,001 <0,001 <0,001
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4.2. Histolojik ve Morfolojik Bulgular
Yapilan histolojik inceleme sonucunda kontrol grubunda normal renal
histoloji gozlenirken, Kontrol grubuna ait histolojik goriintiler sekil 4.4’te,

histolojik hasar skorlamasi ise tablo 4.10’da sunulmustur (Sekil 4.4, Tablo 4.10).
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Sekil 4.4 Kontrol grubunu olusturan sican bébreklerinin farkli biytitmelerdeki
151k mikroskobik goriintiileri (A1-A4) (HE, scale bar: 500um, 200um 100um, 50
um). Bowman kapsiilii, glomeriiler yapisiyla birlikte Malpighi cisimcikleri (—),

distal tiibil (d) ve proksimal tibtller (p) normal histolojik yapida izlenmektedir.
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Tablo 4.10 Kontrol grubundaki siganlarin bébrek hasarina dair histolojik

skorlama tablosu.

Tiibiiler
Kontrol  hasar- epitel Tubiiler Glomeriiler Hiicresel
Grubu hiicrelerinde dilatasyon hasar infiltrasyon
dokiilmeler

Hayvan 1 0 0 0 0
Hayvan 2 0 0 0 0
Hayvan 3 0 0 0 0
Hayvan 4 0 0 0 0
Hayvan 5 0 0 0 0
Hayvan 6 0 0 0 0
Hayvan 7 0 0 0 0
Hayvan 8 0 0 0 0

Not: Skorlamada; 0: hasar yok, 1: az hasar, 2: orta hasar, 3:yogun hasar olarak

skorlanmigtir.

I/R grubuna ait sicanlarin bobreklerinde yogun tibiiler hasar, tiibiil

epitel hiicrelerinde dokiilmeler ve dilatasyon, Malpighi cisimlerinde glomeriiler

hasar ve intersitisyel alanda hiicresel infiltrasyon gézlenmistir. I/R grubuna iat

sicanlarin  bobrek histolojisi

skorlamalari ise tablo 4.11’de sunulmustur (Sekil 4.5, Tablo 4.11).

gorintileri
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Sekil 4.5 I/R grubunu olusturan sican boébreklerinin farkli bitytitmelerdeki 1g1k
mikroskobik gorintileri (B1-B4) (HE, scale bar: 500pm, 200pm 100um, 50 um).
Tubul epitel hicrelerinde dokilmeler (—) ve dilatasyon (*), Malpighi
cisimciklerinde glomeriler hasar (») ve intersitisyel alanda hiicresel

infiltrasyon (inf) gosterilmektedir.
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Tablo 4.11 Iskemi/reperfiizyon grubundaki sicanlarin bébrek hasarina dair

histolojik skorlama tablosu.

Tubitiler
I/R grubu hasar- epitel  Tiibiiller = Glomeriiler Hiicresel
hiicrelerinde dilatasyon hasar infiltrasyon
dokiilmeler
Hayvan 1 3 3 3 3
Hayvan 2 3 2 3 2
Hayvan 3 3 3 3 2
Hayvan 4 3 3 3 2
Hayvan 5 2 3 3 3
Hayvan 6 3 2 3 3
Hayvan 7 3 3 3 3
Hayvan 8 2 3 3 3

Not: Skorlamada; 0: hasar yok, 1: az hasar, 2: orta hasar, 3:yogun hasar olarak

skorlanmigtir.

1.000 IU/kg vit A grubuna ait siganlarin biobreklerinde yogun tiibiler
hasar ve dilatasyon ile intersitisyel alanda hiicresel infiltrasyonun devam ettigi
gozlenmektedir. Bu gruba ait histolojik goriintiiler sekil 4.6’da, histolojik hasar
skorlamasi ise tablo 4.12’de verilmistir (Sekil 4.6, Tablo 4.12).
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Sekil 4.6 1.000 IU/kg vit A grubunu olusturan sican bdbreklerinin farkl
buylutmelerdeki 151k mikroskobik goriintiileri (C1-C4) (HE, scale bar: 500um,

200um 100pm, 50 pm). Yogun tibiiler hasar ve dilatasyon (*) ile intersitisyel
alanda hicresel infiltrasyon (inf) gosterilmistir (d: distal tiibiil, p: proksimal

tiibiil).
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Tablo 4.12 7 giin boyunca 1.000 IU/kg A vitamini uygulanan gruptaki

sicanlarin bobrek hasarina dair histolojik skorlama tablosu.

Tubitler
1.000 IU  hasar- epitel
Tubiiler Glomeriiler Hicresel
A vitamini hiticrelerinde
dilatasyon hasar infiltrasyon

grubu dokiilmeler
Hayvan 1 3 3 2 3
Hayvan 2 2 3 3 3
Hayvan 3 2 3 2 2
Hayvan 4 3 3 2 3
Hayvan 5 2 3 2 3
Hayvan 6 3 3 2 3
Hayvan 7 2 2 2 2
Hayvan 8 2 2 1 3

Not: Skorlamada; 0: hasar yok, 1: az hasar, 2: orta hasar, 3:yogun hasar olarak

skorlanmigtir.

3.000 IU/kg vit A grubuna ait sicanlarin bébreklerinde I/R grubuna
kiyasla azalmis hasar gorilmekle beraber tibil epitel hiicrelerinde
dokiilmelerin ve dilatasyonun, intersitisyel alanda da hiicresel infiltrasyonun
kismen devam ettigi gozlenmektedir. Bu gruba ait histolojik goriintiiler sekil
4.7de, histolojik hasar skorlamasi ise tablo 4.13’te sunulmustur (Sekil 4.7,
Tablo 4.13).
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Sekil 4.7 3.000 IU/kg vit A grubunu olusturan sican bdbreklerinin farkl
biyltmelerdeki 151k mikroskobik goriintiileri (D1-D4) (HE, scale bar: 500um,
200um, 100pm, 50 pm). Tlbil epitel hiicrelerinde dékiilmeler (—) ve dilatasyon
(*), intersitisyel alanda da hiicresel infiltrasyon (in) gosterilmistir (d: distal

tabul, p: proksimal tibul).
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Tablo 4.13 7 gin boyunca 3.000 IU/kg A vitamini uygulanan gruptaki

sicanlarin bobrek hasarina dair histolojik skorlama tablosu.

3.000 Tubiiler
IU/kg A hasar- epitel Tiibiiler Glomertiler Hiicresel
vitamini hiicrelerinde dilatasyon hasar infiltrasyon
grubu dokiilmeler
Hayvan 1 2 2 1 2
Hayvan 2 2 2 1 2
Hayvan 3 3 1 2 3
Hayvan 4 2 2 2 3
Hayvan 5 2 2 2 2
Hayvan 6 2 1 2 2
Hayvan 7 1 2 1 2

Not: Skorlamada; 0: hasar yok, 1: az hasar, 2: orta hasar, 3:yogun hasar olarak

skorlanmigtir.

9.000 TU/kg vit A grubuna ait sicanlarmn bébreklerinde I/R grubuna
kiyasla azalmig hasar goriilmekte. Distal tiibil, proksimal tiibiil ve Malpighi
cisimlerinin normale yakin oldugu goézlenmektedir. Sadece birkag dilate tiibil
yapisi ile intersitisyel alanda kismi hiicresel infiltrasyon dikkat cekmektedir.
Bu gruba ait histolojik gériintiiler sekil 4.8'de, histolojik skorlama tablosu ise

tablo 4.14’te verilmigtir (Sekil 4.8, Tablo 4.14).
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Sekil 4.8 9.000 IU/kg vit A grubunu olusturan sican bobreklerinin farkl
biytltmelerdeki 151k mikroskobik gériintileri (E1-E4) (HE, scale bar: 500um,
200um, 100pm, 50 um). Distal tiibil (d), proksimal tiibil (p) ve Malpighi
cisimcikleri (—), dilate tiibiil yapis1 (*) ve intersitisyel alanda kismi hiicresel

infiltrasyon (in) gosterilmektedir.

64



Tablo 4.14 7 gin boyunca 9.000 IU/kg A vitamini uygulanan gruptaki

sicanlarin bébrek hasarina dair histolojik skorlama tablosu.

9.000 IU/kg Tubiiler Tubiiler Glomeriiler Hiicresel
A vitamini hasar- epitel dilatasyon hasar infiltrasyon
grubu hiicrelerinde
dokiilmeler
Hayvan 1 1 2 2 1
Hayvan 2 1 1 2 2
Hayvan 3 1 1 2 2
Hayvan 4 1 2 1 1
Hayvan 5 1 1 2 1
Hayvan 6 2 1 2 2
Hayvan 7 1 1 1 2
Hayvan 8 2 1 2 1

Not: Skorlamada; 0: hasar yok, 1: az hasar, 2: orta hasar, 3:yogun hasar olarak

skorlanmigtir.

Olusan hasarin gerek histolojik incelemesi ve skorlamasi Eskigehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dalinda yapilmistar.

Hasarin histolojik skorlanmasi sonrasinda gruplar arasinda istatistiksel
farklilik olup olmadigi incelendi. Veriler tizerinde Kolmogorov- Smirnov ve
Shapiro- Wilk normalite testleri yapildi ve dagilimin non-parametrik oldugu
tespit edildi. Bunun tizerine Kruskal- Wallis testi yapilarak istatistiki

anlamliliklar incelendi.

Tibiler hasar yoniinden yapilan incelemede kontrol grubunda herhangi
bir hasar tespit edilememigken, iskemi/reperfiizyon grubu hasar skoru en
yiksek grup olarak 6ne ¢ikti. Kontrol grubu ile i/r grubu (p<0,0001), 1.000 IU/kg
A vitamini grubu (p= 0,0003) ve 3.000 IU/kg A vitamini grubu (p= 0,0085)

arasinda tibller hasar skorlamasi1 yoniinden anlamli derecede fark tespit
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edildi. 9.000 IU/kg A vitamini uygulamasi yapilan grup ile kontrol grubu verileri
arasinda ise anlamli bir fark tespit edilemedi (p= 0,6735). Tubiiler hasarin
histolojik skorlamasinin tiim gruplar arasindaki farkliligina dair istatistikler

tablo 4.15’te belirtilmigtir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15 Tiubiiler hasarin histolojik skorlamasinin tiim gruplar arasindaki

istatistikl anlamhlik verileri.

Grup ad1 Anlamlhilik P degeri
Kontrol ve IR Evet <0,0001
Kontrol ve 1.000 Evet 0,0003
Kontrol ve 3.000 Evet 0,0085
Kontrol ve 9.000 Hayir 0,6735
IR ve 1.000 Hayir >0,9999
IR ve 3.000 Hayir >0,9999
IR ve 9.000 Evet 0,0166
1.000 ve 3.000 Hayir >0,9999
1.000 ve 9.000 Hayir 0,2094
3.000 ve 9.000 Hayir >0,9999

Tubtler dilatasyonuun histolojik skorlamas1 yoniinden yapilan
incelemede en yiiksek hasar skoru IR grubunda tespit edildi. Kontrol grubunda
ise herhangi bir hasara rastlanamadi. Yapilan istatistiki incelemede Kontrol
grubu ile IR grubu (p< 0,0001) ve 1.000 IU/kg A vitamini uygulamas: yapilan
grup (p< 0,0001) arasinda tiibiiler dilatasyon skoru yoniinden istatistiki olarak
anlamli fark tespit edildi. Kontrol grubu ile 3.000 IU/kg (p= 0,0598) ve 9.000
IU/kg (p= 0,6258) A vitamini uygulamasi yapilan gruplar arasinda ise anlamh
bir farka rastlanmadi. Tim gruplarin tibiler dilatasyon yoniinden istatistiki

olarak karsilastirilmasi ve p degerleri tablo 4.16 da verilmistir (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16 Tim gruplarin tibiiler dilatasyon yoniinden istatistiki olarak

karsilastirilmasini ve p degerlerini igeren tablo.

Grup adi Anlamlilik P degeri
Kontrol ve IR Evet <0,0001
Kontrol ve 1.000 Evet <0,0001
Kontrol ve 3.000 Hayir 0,0598
Kontrol ve 9.000 Hayir 0,6258
IR ve 1.000 Hayir >0,9999
IR ve 3.000 Hayir 0,4140
IR ve 9.000 Evet 0,0343
1.000 ve 3.000 Hayir 0,4140
1.000 ve 9.000 Evet 0,0343
3.000 ve 9.000 Hayir >0,9999

Glomerular hasar bakimindan kontrol grubundaki skorlar normal olarak
gozlenirken, iskemi/reperfiizyon grubundaki sicanlarin bébreklerine ait hasar
skorlar1 en yliksek olarak tespit edildi. Kontrol grubundan elde edilen
glomerular hasar skorlamasi verileri ile I/R (p< 0,0001), 1.000 IU/kg (p= 0,0061)
ve 9.000 IU/kg (p= 0,0386) A vitamini uygulamasi yapilan gruplardan elde
edilen veriler karsilastirildiginda anlamli bir fark ortaya c¢ikti. Buna karsin
kontrol grubu ile 3.000 IU/kg A vitamini uygulanan gruplardan elde edilen
glomerular hasar skorlama verileri arasinda anlaml bir fark tespit edilemedi
(p= 0,1760). Tim gruplarin glomerular hasar skorlamas1 yoniinden istatistiki

olarak karsilastirilmasi ve p degerleri tablo 4.17 da verilmistir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.17 Tum gruplarin glomerular hasar skorlamasi yoniinden istatistiki

olarak karsilastirilmasini ve p degerlerini iceren tablo.

Grup adi Anlamlilik P degeri
Kontrol ve IR Evet <0,0001
Kontrol ve 1.000 Evet 0,0061
Kontrol ve 3.000 Hayir 0,1760
Kontrol ve 9.000 Evet 0,0386
IR ve 1.000 Hayir 0,2661
IR ve 3.000 Evet 0,0108
IR ve 9.000 Hayir 0,0588
1.000 ve 3.000 Hayir >0,9999
1.000 ve 9.000 Hayir >0,9999
3.000 ve 9.000 Hayir >0,9999

Hiicresel infiltrasyon bakimindan kontrol grubundaki skorlar normal
olarak gozlenirken, iskemi/reperfiizyon grubundaki sigcanlarin bébreklerine ait
hasar skorlar1 en yliksek olarak tespit edildi. Kontrol grubundan elde edilen
hiicresel infiltrasyon skorlamas: verileri ile I/R (p= 0,0001), 1.000 IU/kg (p<
0,0001) ve 3.000 IU/kg (p= 0,0063) A vitamini uygulamas1 yapilan gruplardan
elde edilen veriler karsilastirildiginda anlaml bir fark ortaya ¢ikti. Buna kargin
kontrol grubu ile 9.000 IU/kg A vitamini uygulanan gruplardan elde edilen
hiicresel infiltrasyon skorlama verileri arasinda anlamli bir fark tespit
edilemedi (p= 0,5314). Tuim gruplarin hicresel infiltrasyon skorlamasi
yonliinden istatistiki olarak karsilastirilmasi ve p degerleri tablo 4.18 da

verilmistir (Tablo 4.18).
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Tablo 4.18 Tum gruplarin hiicresel infiltrasyon skorlamasi yoniinden

1statistiki olarak karsilastirilmasini ve p degerlerini igeren tablo.

Grup adi Anlamhilik P degeri
Kontrol ve IR Evet 0,0001
Kontrol ve 1.000 Evet <0,0001
Kontrol ve 3.000 Evet 0,0063
Kontrol ve 9.000 Hayir 0,5314
IR ve 1.000 Hayir >0,9999
IR ve 3.000 Hayir >0,9999
IR ve 9.000 Hayir 0,1516
1.000 ve 3.000 Hayir >0,9999
1.000 ve 9.000 Hayir 0,0608
3.000 ve 9.000 Hayir >0,9999
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5. TARTISMA

A vitamini kegfedilen ilk vitaminlerden birisi olmasina ragmen hala
faaliyet ve fonksiyonlarinin tamami kesfedilebilmis degildir (Wolf, 1984). A
vitaminin bagisiklik sisteminin aktivitesi, selliiller metamorfoz, ireme ve gérme
uzerine olan etkileri daha 6nce yapilan ¢calismalar ile ortaya konulmustur (H
Nau, 1994; Heinz Nau, 1995; Noa, 2000; Pauken, LaBorde, & Bolon, 1999;
Tzimas, Thiel, Chahoud, & Nau, 1997). A vitamini ve carotenoidlerin
antioksidan ozellikleri ise ilk kez, lipidleri bozulmaya karsi korudugunu
gosteren bir calisma ile 1932 yilinda Monaghan ve Schmitt tarafindan
gosterilmistir (Monaghan & Schmitt, 1932). Yillar icerisinde A vitaminin
canhilar tizerindeki farkh etkilerini arastirmak bilim insanlarinin ilgisini ¢ceken

bir konu olmaya devam etmistir.

Biz ise calismamizda antioksidan 6zellikleri bilinen A vitaminini, bébrekte
olusturulmus iskemi/reperfiizyon hasarindan sonra kullanarak antioksidan
ozelliklerinin yaninda bobrek morfolojisi Ulizerine terapotik etkisini de
gostermeyi amacladik. Calismamizda kontrol ve iskemi/reperfiizyon gruplarina
ilaveten, dustk, orta ve yiksek dozda A vitamin uygulanan gruplardan alinan

doku ve kan orneklerini inceledik.

Kan degerlerini incelerken lipid peroksidasyonunun ikinci trini olan
malondialdehitin (MDA) yaninda antioksidan enzimlerden siiperoksit

dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) seviyelerini belirledik.

Calismamizda iskemi/reperfiizyon grubunda MDA degerinin kontrol
grubuna gore arttigr gorilmustir. Tedavi amacli verilen farkli dozlarda A
vitamini gruplarinda ise bu degerin kontrol grubuna yaklastigi ve hatta 9.000
IU/kg A vitamini uygulanan grupta kontrol grubu degerinin altina distigi

belirlendi.

Iskemi/reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gére azalan SOD degeri A
vitamini ile tedavi edilen gruplarda arttig: belirlendi. A vitamini gruplarindaki
bu artis SOD degerini kontrol grubundaki SOD degerine yakinlagtirdigi

belirlendi.
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Iskemi/reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gére azalan katalaz degeri
terapotik olarak A vitamini uygulanan gruplarda artmistir. A vitamini
uygulamasinin bu gruplarin katalaz seviyesini kontrol grubundaki katalaz

degerine yaklastirdigi belirlendi.

Daha once yapilan birgok ¢alismada bu li¢ parametre antioksidan degerleri
belirlemekte kullanilmigtir. A vitamini kullanilarak farkl organlarin iskemik
durumlarinda elde edilen sonuclarin ¢ogu ¢alismamaz ile paralellik gésterirken
bazi calismalar degisen vitamin A dozlarinin ve kronik kullaniminin oksidan

etki yapabilecegini iddia etmistir.

Bobrekte olusturulmus iskemi/reperfiizyon hasar1 izerine vitamin A’nin
etkisi literatiirde yeterince ¢alisilmamig bir konu olarak kargimiza ¢gikmaktadir.
Bu ytizden calismamizin sonuglarin1 daha once baska organlar izerinde
yapilmis ve vitamin A'nin antioksidan etkilerini 6l¢gmeye yonelik arastirmalar
ile karsilastirdik. Bu ¢alismalar arasindan beyin, karaciger, kalp ve ovaryum
1skemisi yapilan calismalarin yaninda farkli organlarda olusturulan hasarlara
karsi A vitamininin antioksidan, prooksidan ve terapotik etkilerini

degerlendiren calismalari belirledik ve benzer parametreleri karsilastirdik.

Rao ve ark. tarafindan 2010 yilinda siganlar {zerinde yapilan bir
calismada karacigerde iskemi/reperfiizyon hasari olusturulmus ve A
vitamininin aktif bir metaboliti olan all-trans retinoik asit (atRA) protektif
olarak kullamilmistir. Farkli dozlarda uygulanan atRA sonrasi1 karaciger
hasarinin azaldig1 rapor edilmistir. Yine ayni calismada atRA 6n uygulamasinin
MDA miktarinmi azalttigr ve SOD aktivitesini artirdigi belirtilmis ve karaciger
hasarindaki azalmanin buna bagh oldugu 6ne striilmiistiir (Rao, Zhang, Wang,
Lu, & Zhang, 2010). Bizim ¢alismamizda da A vitamininin benzer bir etki
gostererek MDA miktarin1 azalttigi ve SOD aktivitesini artirdigi ortaya

konmustur.

Karamese ve ark. tarafindan 2015 yilinda sicanlar tizerinde yapilmis bir
baska calismada ise A vitamini prekiirsorlerinden beta karoten’in ovaryum
tuzerinde olusturulmus iskemi reperfliizyon hasarina karsi koruyucu etkisi

Olctilmiistiir. Hasar grubunda MDA seviyelerinde anlamli bir artis gozlenirken,
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SOD seviyelerinde ciddi bir azalma bulunmustur. Fakat iskemi/reperfiizyon
hasar1 olusturmadan 30 dakika 6nce beta karoten uygulanan gruplarda MDA
ve SOD degerlerinin normale yaklastigi goézlemlenmistir (Karamese et al.,
2015). Burada da A vitamini prekiirsorlerinden olan beta karotenin antioksidan
parametreler lizerine olan etkisi bizim ¢calismamizda tespit etmis oldugumuz

etkiler ile benzerlik gostermektedir.

Tao ve arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda yapilmis bir diger ¢alismada
1se farelerde myokardiyal iskemi/reperfiizyon hasari olusturulmus ve bu hasar
uzerine bir A vitamini analogu olan retinol palmitatin koruyucu etkisi
arastirilmistir. Bu calismada da retinol palmitat 6n uygulamasi yapilan
gruplarda SOD aktivitesi artarken, MDA seviyelerinde azalma tespit edilmigtir.
Buna ilaveten doz ile paralel olarak bu etkilerde artig gorilmistiir (Tao et al.,
2019). Hem SOD ve MDA seviyelerindeki degisimler hem de doza bagh olarak

protektif etkinin artig durumu bizim calismamizla benzer 6zelliklere sahiptir.

De Oliviera ve arkadaslarinin 2012 yilinda siganlar tizerinde yaptigi bir
calismada hayvanlara 3 ay boyunca 500, 1.000 ve 2.500 IU/kg/giin dozunda
retinol palmitat (A vitamini tiirevi) takviyesi yapilmistir. Deney prosediiriiniin
sonucunda  substantia nigra ve striatum  Uzerine olan etkiler
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmenin sonucunda test edilen dozlarda A
vitamininin hem nigral hem striatal lipid peroksidasyonunu artirdigini ortaya
koymuslardir. Yine hem nigral hem de striatal SOD aktivitesinde artis ve
Katalaz aktivitesinde azalmayi1 belirlemiglerdir (de Oliveira, da Rocha, de
Bittencourt Pasquali, & Moreira, 2012). Bu calismadan elde edilen veriler ile
bizim c¢alismamizda elde ettigimiz SOD aktivitesi degisimi uyumlu olmakla
birlikte, katalaz aktivitesi ve lipid peroksidasyonuna dair sonuglar bizim
verilerimiz ile ters diismektedir. Burada dikkate alinmasi gereken oncelikli
husus dozaj ve uygulama stiresindeki farkliliklardir. Kronik vitamin A takviyesi
bu farkliliklara sebep olmus olabilir. Kayda deger bir bagka husus ise bizim
calismamizdaki antioksidan enzimlerin 6l¢imii hemolizatta yapilmisken, bahsi

gecen calismada ise dokudan yapilmistir.
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Benzer sekilde, de Oliviera ve arkadaslarinin 2007 yilinda sicanlar
tuzerinde yaptig1 1.000 IU, 2.500 IU, 4.500 IU ve 9.000 IU dozlarda A vitaminini
3, 7ve 28 glinliik periyotlarda oral gavaj yontemiyle uyguladig: calismasinda da
A vitamininin substantia nigra ve davraniglar tizerinde olusturdugu sonuclara
gore prooksidan etkisinin oldugunu ileri sirmiuslerdir (de Oliveira, Silvestrin, e
Souza, & Moreira, 2008). Bu iddiayi lipid peroksidasyonunun bir géstergesi olan
tiyobarbiitirik asit reaktif tirlerinde ve SOD/KAT oranindaki artigsa
dayandirmiglardir. Bu oranin artisina SOD seviyeleri yikselirken, KAT
seviyelerindeki diislis sebep olmustur. Bizim c¢alismamizda hem SOD hem de

KAT seviyeleri kontrol grubu seviyelerine yaklagmistir.

De Oliviera ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptig: bir baska calismada da
sicanlar benzer deney prosediiri uygulanmis ve 3, 7, 28 giin boyunca 4 ayri
dozda A vitamini takviyesi yapilmigtir. 3 giinliik vitamin A uygulamasinin hem
SOD hem de KAT degerlerini distirdigini, 7 ginlik grupta ise SOD
aktivitesinde degisiklik olmadigin1 ama KAT aktivitesinin diistiigini rapor
etmiglerdir. Kronik uygulamada ise SOD aktivitesi degisirken, KAT
aktivitelerinde bir degisiklik saptanmamistir (de Oliveira, de Bittencourt
Pasquali, Silvestrin, e Souza, & Moreira, 2007). Bu ¢calismada takviye olarak
uygulanan A vitaminini biz iskemi/reperfiizyon hasari tizerine terapotik olarak
kullandik. Calismada elde edilen SOD degerlerindeki degisiklikler bakimindan
bizim ¢alismamizla benzer 6zellikler gostermektedir. Fakat elde edilen KAT

degerleri bizim elde ettiklerimiz ile paralellik gostermemektedir.

Guven ve ark. tarafindan 2007 yilinda tavsanlar tizerinde deneysel akut
sinuzit olusturulmus ve parenteral yolla 100.000 IU A vitamini uygulamasi
yapilmistir. Sinuzit tedavisi i¢in uygulanan antibiyotikten sonra antioksidan
degerleri normale ¢evirmek i¢in A vitamini verilmistir. Elde edilen sonuglar A
vitamini uygulamasinin SOD degerlerinde anlamli bir degisiklige sebep
olmadigini, KAT ve MDA aktivitesini ise digurdigini ortaya koymustur
(Guven et al., 2007). MDA seviyelerindeki diisiis lipid peroksidasyonunun
azalmasimin bir gostergesidir. KAT degerlerindeki azalma ise antioksidan
kapasitenin azaldigimi gosteren bir belirte¢ olarak géz oniine alinmalidir. Bu

baglamda Given ve ark. tarafindan yapilan calismada elde edilen sonuglar,
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bizim c¢alismamizda elde ettigimiz sonuclar 1le kismi uyumluluk

gostermektedir.

Wang ve ark. 2014 yilinda si¢anlar tizerinde yaptigi bir ¢calismada ductus
choledochus ligasyonu yaparak karaciger hasari olusturmus ve bu hasar
uzerine A vitamininin etkilerini arastirmiglardir. Yapilan calismada elde edilen
sonuglara gore A vitamini uygulanan grubun SOD ve KAT degerlerinin ligasyon
grubuna gore anlamli sekilde arttigi, MDA degerlerinin ise anlamli sekilde
azaldig1 belirtilmistir (Wang, Xiu, Li, Xin, & Li, 2014). Bu c¢alismada da bizim
calismamizda oldugu gibi A vitamini uygulamasi yapilan grupta antioksidan
enzimlerde artig, MDA aktivitesinde ise azalma belirlenmigtir. Ayrica histolojik
inceleme sonucunda A vitamini uygulanan sican karacigerlerinde safra
kanallarindaki proliferasyonun, nekrozun ve yangi hiicresi infiltrasyonunun da

azaldig1 belirtilmigtir.

Elsayed ve arkadaslarinin 2016 yilinda sicanlar tzerinde yaptig:
calismada kanser tedavilerinde siklikla kullanilan bir antineoplastik ajan olan
“cisplatin” uygulamasinin olusturdugu bobrek hasarina karsi A vitamininin
etkileri arastirilmigtir. A vitamininin aktif metabolitlerinden atRA’min
kullanildigi deney sonrasinda bazi antioksidan parametreler
degerlendirilmistir. Bunun sonucunda yalnizca A vitamini uygulanan gruplarin
SOD degerleri ile kontrol grubundaki siganlardan elde edilen SOD degerleri
arasinda anlamli bir farklhilik saptanamazken, MDA seviyesinde anlamli bir
azalma ve KAT aktivitesinde anlamli artig belirlenmistir. Cisplatin etken
maddesi ile birlikte kullanilan A vitamininin ise MDA seviyesini anlamli bir
sekilde digurdugu goézlenirken, SOD ve KAT aktivitelerine etkisinin minimal
diizeyde oldugu belirtilmistir (Elsayed, Abdelghany, Akool, Abdel-Aziz, &
Abdel-Bakky, 2016). Bu etkileri bakimindan A vitamininin gerek cisplatin
uygulanan gerekse uygulanmayan grupta antioksidan savunmaya katki
bulundugu diistiniilse de cisplatinin klinik kullanimi sirasinda bobrek tizerinde
olusturacagi hasarin dikkate alinmasi tavsiye edilmistir. Bahsi gecen calismada
A vitamininin antioksidan parametreler tuzerine olan etkisi ise bizim

calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile uyumluluk géstermektedir.
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2018 yilinda Khafaga ve ark. tarafindan sicanlar tizerinde yapilan
calismada bir baska antineoplastik ajan olan doksorubisin ile olusturulmus
kardiyotoksisite lizerine A  vitamininin etkileri degerlendirilmistir.
Doksorubisin uygulanan grupta MDA seviyesinde anlamli bir artis gozlenirken,
SOD ve KAT aktiviteleri anlaml bir sekilde azalmigtir. A vitamininin biyolojik
olarak aktif formu olan atRA’nin doksorubisin ile birlikte uygulanmasi sonrasi
MDA seviyesinde azalma, SOD ve KAT aktivitelerinde ise artig gorilmiis ve bu
degisiklikler degerleri kontrol grubu seviyelerine yaklastirmistir. Ayni
calismada yalnizca atRA uygulanan sicanlardan elde edilen parametrelerin
kontrol grubundan elde edilen parametrelerden anlamli bir farklilik
gostermedigi de belirtilmistir (Khafaga & El-Sayed, 2018). Bu calismada da A
vitamininin antioksidan parametrelere olan etkisi bakimindan bizim

calismamiz ile benzer sonuclar ortaya konulmustur.

Arastirmamizda bobrekte iskemi/reperfiizyon hasari sonrasi A vitamini
uygulamasinin antioksidan parametreler tizerine olan etkisinin yaninda bébrek
histolojisine olan etkileri de incelenmistir. Iskemi ve takiben reperfiizyon olay:
her canli dokuda belli bashh bozukluklar ortaya cikarir. Yaptigimiz calismada
I/R grubundaki sicanlarin bébrek histolojisinde tiibiiler dejenerasyon, tiibiil
epitel hiicrelerinde dokiilme ve dilatasyon, glomerular hasar, intersitisyel
alanda hiicresel infiltrasyon vb. belirtiler ortaya ¢ikti. A vitamini ile tedavi
edilen gruplarda ise bu bozukluklarda azalma bulunmus ve normal renal
histolojik goriintiiye daha yakin bir bobrek histolojisi ortaya cikmistir.
Histolojik skorlamalar sonucunda ortaya c¢ikan tabloda en ciddi hasar
beklenildigi gibi iskemi/reperfiizyon grubuna ait sicanlarin bébreginde ortaya
¢ikti. Kontrol grubunda ise hasar skorlar1 “0” olarak tespit edildi. Kullanilan A
vitamininin dozuna baglh olarak histolojik hasar skorlamasinda bir azalma

meydana geldi.

Tubtler hasar yoniinden yapilan incelemede 9.000 IU/kg A vitamini
uygulanan sicanlarin bobregindeki hasar skorlamasi ile kontrol grubu
bobregindeki hasar skorlamasi arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p=
0,6735). Bu da bize 9.000 IU/kg A vitamini uygulamasinin bobrekteki

iskemi/reperfiizyon ile indiiklenmis tiibiiler hasar1 azalttigin1 géstermektedir.
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Tibiler dilatasyon yoniinden yapilan incelemede ise hem 9.000 IU/kg (p=
0,6258) hem de 3.000 IU/kg (p= 0,0598) A vitamini ile tedavi edilen sicanlarin
bobreklerinden elde edilen hasar skorlari ile kontrol grubu sicanlarinin
bobreklerinden elde edilen hasar skorlar: ile anlamli bir farklihik gostermedi.
Sonu¢ olarak bahsi gegen her i1ki doz A vitamini uygulamasinin
iskemi/reperfiizyon hasariyla ortaya c¢ikan tlbiiler dilatasyonu azaltarak

bobregi normal histolojik gériiniinmiine yaklastirdig: 6ne strtlebilir.

Glomerular hasar yoniinden yapilan incelemede ise 3.000 IU/kg A vitamini
uygulanan grubun histolojik hasar skorlari ile kontrol grubunun histolojik
hasar skorlar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p= 0,1760). Elde
edilen bu veriye gore 3.000 IU/kg A vitamini uygulamasinin iskemi/reperfiizyon

ile olusturulmus bobrek hasarinda glomerular hasari azalttig: séylenebilir.

Hicresel infiltrasyon yoniinden yapilan incelemede 9.000 IU/kg A vitamini
uygulanan grubun histolojik hasar skorlar: ile kontrol grubundan elde edilen
histolojik hasar skorlamasi arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p=
0,5314). Bu sonug ise 9.000 IU/kg A vitamini uygulamasinin iskemi/reperfiizyon
ile olusturulmus bobrek hasarinda hiicresel infiltrasyonu skorunu normal

degerlere yakinlastirdigini géstermektedir.

Sonug olarak, A vitamininin bobrekte iskemi/reperfiizyon ile indiiklenmig
hasar1 azalttigi ortaya cikmistir. Hasarin azalmasi sirasinda hasari olusturan
farkli parametrelerin tamaminda azalma ortaya ¢ikmistir. Farkli hasar tirleri
uzerine olan terapotik etkinin A vitaminin dozuyla iligkisi oldugu da
distinulmektedir. Bu etki degisikligi bobrek dokusunun farkli bélgelerinin
oksijene kars1 duyarliligindaki degisikliklerden kaynakli olarak ortaya ¢ikmaig
olabilir. Bobrek dokusunun kanlanmasindaki farkliliklar da hasarin ortaya
cikis ve iyilesme siirecine etki etmis olabilir. A vitaminin farkli dozlarda ve ilgili
bobrek kismina goére degisen terapotik etkisinin altinda yatan mekanizmalar

halen ¢alismaya acik bir alandir.

Literatiirde A vitamininin bobrek ve diger organlar lzerindeki etkileri

uzerine yapilmis calismalar bulunmaktadir. Bu calismalarin bazilar1 bizim
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calismamizda elde ettigimiz bulgularla benzerlik gosterirken, bazilari ise

farkhliklar arz etmektedir.

Zhang ve arkadaslar1 2018 yilinda sicanlar tizerinde yaptigi bir calismada
A vitamininin glomeruloskleroz tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Calismada
bobrek fonksiyonunu 6lgmek i¢in uygulanan testlerin yaninda histopatolojik
inceleme de yapilmig ve A vitamini uygulamasinin bébrek morfolojisi tizerine
etkisi incelenmistir. Kontrol grubunda renal histoloji normal olarak
gozlenirken, glomeruloskleroz grubuna ait sicanlarin bébreklerinde glomerular
hipertrofi, duvar kalinlasmasi, fokal segmental glomeruloskleroz, tiibiillerde
genigleme veya atrofi ve intersitisyel alanda ¢ok sayida multifocal monontikleer
hiicre gozlenmistir. A vitamini grubundaki siganlarin bobreklerinde ise bu
belirtilerin azaldig1 ifade edilmistir (Zhang, Chen, Qin, Jiang, & Qin, 2018).
Bizim calismamizda da iskemi/reperfiizyon sonrasi bébrek histolojisinde benzer
degisiklikler olusmus ve A vitamini tedavisi sonrasi bu belirtilerde azalma ve
normale yakin bobrek histolojisi gozlenmistir. Bobrek histolojisindeki anormal
degisimleri hafifletmesi bakimindan Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma

ile bizim ¢galismamiz benzer 6zellikler gostermektedir.

Dai ve arkadaslar1 tarafindan 2017 yilinda fareler tizerinde yapilan bir
calismada A vitamininin nefrotoksik serum ile indiklenmis glomerulonefrit
uzerine olan etkileri arastirilmistir. Calismada A vitamini tedavisi uygulanan
grupta kresentik glomerulonefrit de dahil birgok renal hasar durumunda artan
CD44 ekspresyonunun anlamli bir sekilde baskilandigini belirtmiglerdir. Ayni
calisma A vitamini uygulamasinin kresentik glomerulonefritin olumsuz
etkilerini azalttigini, pariyetal epitelyal hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
ve bunlarin podosite transdifferansiyasyonunu indiikledigini belirtmigtir (Dai
et al.,, 2017). Bu calismada elde edilen sonuclarda A vitaminin bdbrek
histolojisinde olusan hasar Ttzerine olan zayiflatici etkisini gostermesi

bakimindan bizim ¢alismamizla ayni dogrultudadair.

Suzuki ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptigi bir calismada sicanlarda
puromisin aminoniiklosit ile indiiklenmig bobrek hasari olusturmus ve bu hasar

uzerine A vitamininin etkilerini arastirmiglardir. Calismada A vitamininin
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aktif metaboliti olan all-trans retinoik asit uygulanan sicanlardaki bobrek
hasar1 deney grubundaki sicanlarin bobreginde gozlenen hasar ile
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda A vitaminin podositlerde olusan hasari
tedavi etme stlireciyle baglantili oldugu rapor edilmistir (Suzuki et al., 2003).
Burada goériillen A vitaminin bobrek histolojisindeki patolojik degisiklikleri
azalticn etkisi, bizim c¢alismamizda da farkli parametreler tizerinde
gozlenmistir. Bu baglamda her iki calisma A vitamininin boébrekte olusmus
hasar1 azaltica etkisi oldugunu Dbelirtmesi bakimindan paralellik

gostermektedir.

Wu ve arkadaslari tarafindan mikrodomuzlar {zerinde yapilan bir
calismada kontrast maddeyle indiklenmis akut bobrek hasari olusturulmus ve
A vitamini 6n uygulamasinin bu hasar tzerine etkisi arastirilmistir. Yapilan
calismada kontrast madde (ioheksol) ile renal hasar olusturulan grupta
gozlenen renal fibrozis'in A vitamini uygulanan grupta ciddi sekilde azaldig:
belirtilmistir. Yine yapilan inceleme sonucunda A vitamini gruplarinda fibrotik
belirteclerin de fibrosis ile uyumlu sekilde azaldigi ve apoptozisin inhibe
edildigi rapor edilmistir (Wu et al., 2019). Bu calismada da A vitamini bébrek
hasarimi azaltmis ve elde edilen sonucglar bizim calismamizda elde edilen

sonuglar ile benzerlik gostermistir.

De Lema ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada
retinoik asit tedavisinin glomerular hastaliklar tizerindeki etkisini arastiran bir
calisma yapilmistir. Arastirmada tasidiklar:1 gen dolayisiyla lupus benzeri bir
bobrek hastaligina sahip olan MRL/Ipr fareler kullanmilmistir. Yemlerine A
vitamini takviyesi yapilarak tedavi edilen grupta glomerular hasarda; hem
glomeruler hipersellularite hem de mesangial matriks geniglemelerinde azalma
ile karakterize bir disis gozlemlendigi belirtilmistir. Yine ayni calismada
endokapiller hiicre proliferasyonu ve glomerular hasar skorunda ciddi bir
azalma oldugu ortaya konulmustur. Ayrica A vitamini uygulamas1 yapilan
grupta nekrotik, sklerotik ve kresentik belirtilerin bulunmadigi da ilave
edilmistir (De Lema et al., 2004). De Lema ve arkadaslari yaptiklar: calisma ile
yemlerine A vitamini takviyesi yapilan deney gruplarinin bébrek hasarindaki

azalmaya vurgu yapmigslardir. Bu ¢calismada da bizim ¢calismamizda oldugu gibi
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glomerular ve hiicresel hasar A vitamini uygulamasi ile daha hafif bir hal
almistir. A vitaminin renal hasari azaltici etkisinin gosterilmesi bakimindan

her iki calisma ortak noktalar barindirmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bobrek hastaliklari insanlarin yasam kalitesini diisiiren hastaliklar
arasinda onde gelenlerden birisidir. Halen devam eden pek ¢ok g¢alisma akut
bobrek hasarinin engellenmesine ve tedavisine odaklanmis olsa da, bu konuda

bilim insanlarinin yapmasi gereken arastirma hayli fazladir.

Hayvan modelleri bircok hastalikta tedavi ve korunma alternatiflerini
ortaya cikarmak icin en verimli yontemdir. Akut bobrek hasar: olusturmak icin
kullanilan modeller arasinda en yaygini bobrekte iskemi/reperfiizyon hasari
olusturmaya dayanan yontemdir. Bobrege giden kanin durdurulmasi ve belli bir
iskemi sliresinden sonra organa kan akiginin tekrar saglanmasi ile olusturulan
bu hasar modeli hem o6ncesinde hem de sonrasinda uygulama yapilabilir
olmasindan dolayi etkili sonug elde edilmesi bakimindan kullanigli bir metottur.
Literatiirde yapilan bazi calismalar antioksidan, koruyucu vs. 6zelliklere sahip
etken maddeyi hasari olusturmadan once protektif olarak kullanirken, bazi
calismalarda bu etken maddeler hasar olusumundan sonra kullamilarak

terapotik ve hasari azalticl etkileri arastirilmigtir.

Serbest oksijen radikallerindeki artig ortaya c¢ikan hiicresel ve
biyokimyasal degisikliklerin temel sorumlularindan birisidir. Bu yilzden
koruma ya da tedavide kullanilan maddeler genellikle antioksidan 6zelliklere
sahip maddelerdir. A vitamini antioksidan 6zellikleri daha 6nceki ¢calismalar ile
ortaya konulmus bir etken maddedir. Sigcanlar tizerinde olusturulmus boébrek
iskemi/reperfiizyon hasari tizerine farkli dozlarda A vitamininin nasil bir etki

yapacagl konusu ise literatiirde yeterince ¢aligilmamaisti.

Aragtirmamizda bobrekte iskemi/reperfiizyon hasari sonrasi A vitamini
uygulamasinin antioksidan parametreler izerine olan etkisinin yaninda bobrek
histolojisine olan etkileri de incelenmistir. Iskemi ve takiben reperfiizyon olayi
her canli dokuda belli bagli bozukluklar ortaya c¢ikarir. Yaptigimiz ¢alismada
I/R grubundaki sicanlarin bébrek histolojisinde tiibiiler dejenerasyon, tiibiil
epitel hiicrelerinde dokiilme ve dilatasyon, glomerular hasar, intersitisyel
alanda hicresel infiltrasyon vb. belirtiler ortaya ¢ikti. A vitamini ile tedavi

edilen gruplarda ise bu bozukluklarda azalma bulunmus ve normal renal
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histolojik goriintiiye daha yakin bir bobrek histolojisi ortaya c¢ikmistir.
Histolojik skorlamalar sonucunda ortaya c¢ikan tabloda en ciddi hasar
beklenildigi gibi iskemi/reperfiizyon grubuna ait sicanlarin bobreginde ortaya
cikt1. Kontrol grubunda ise hasar skorlar1 “0” olarak tespit edildi. Kullanilan A
vitamininin dozuna bagl olarak histolojik hasar skorlamasinda bir azalma

meydana geldi.

Calismamizda lipid peroksidasyonunun ikincil tirtini olan MDA degerleri
de incelendi. Iskemi/reperfiizyon grubunda MDA degerinin kontrol grubuna
gore arttigr gorilmistiir. Tedavi amach verilen farkli dozlarda A vitamini
gruplarinda ise bu degerin kontrol grubuna yaklastigir ve hatta 9.000 IU/kg A
vitamini uygulanan grupta kontrol grubu degerinin altina diistiigi belirlendi.
Iskemi/reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gére azalan SOD degeri A
vitamini ile tedavi edilen gruplarda arttigi belirlendi. A vitamini gruplarindaki
bu artis ile SOD degerinin kontrol grubundaki SOD degerine yakinlagtigi
belirlendi. Iskemi/reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gére azalan katalaz
degeri terapdtik olarak A vitamini uygulanan gruplarda artmis ve normal
degerlere yaklagmistir. A vitamini uygulamasinin bu gruplarin katalaz

seviyesini kontrol grubundaki katalaz degerine yaklastirdig: belirlendi.

(Calismamizda bir hafta boyunca ti¢ farkh dozda uyguladigimiz A vitamini
gerek Dbobrek histolojisindeki hasari azaltmasi, gerekse antioksidan
parametreler olan SOD, MDA ve KAT seviyelerini normal diizeylere
yaklagtirmas1 bakimindan bdbrekteki hasar tizerine olumlu bir etkide
bulunmustur. Bu verilerin bir sonucu olarak renal transplantasyon, parsiyel
nefrektomi, gsok vb. bir ¢ok durumda ortaya ¢ikan renal iskemi/reperfiizyon
hasarinin tedavisinde A vitamininin kullanilmasinin tedavi edici bir etki ortaya
cikaracagi soylenebilir. Bundan sonra konu tlizerinde yapilmasi disiinilen
calismalar hasar1 azaltan bu etkilerin hiicresel ve molekiiler alt yapisini izah

etmek lizerine planlanmalidir.
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