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OZET

Nefrektomili ratlarda, melatonin ve pirolidin uygulamasinin

iIskemi/reperfiizyon’da antioxidant sistem ve histolojik yap1 lizerine etkileri

Iskemi/Reperfiizyon (I/R), serbest oksijen radikalleri artis1 nedeniyle oksidatif
strese ve doku hasarina neden olur. Bu durum, bobrek nakli ve aort anevrizmasi gibi
bazi cerrahi girisimlerde sik goriilmesi ve yiiksek mortalite oranina sahip olmasi
acisindan klinik 6neme sahiptir. Yapilan birgok ¢alismada Melatonin ve Pirolidin gibi
bazi antioksidan maddelerin dokudaki oksidatif hasar1 azalttig1 saptanmistir. Nefrektomi
de, oxidatif stresi artiran bir durumdur. Bu ¢alismada nefrektomize sicanlarda bobrek
I/R sonrast antioksidant Ozelligi bulunan Melatonin ve Pirolidin’nin etkilerinin
karsilastirmali olarak ortaya konulmasi amaglandi. Calismada 40 Sprague Dawley sican
her birinde 8 sican bulunan 5 gruba ayrildi. Tiim gruplara sag nefrektomi yapildi. 1.
Grup: Kontrol, 2. Grup: SF+I/R, 3.Grup: Melatonin+I/R, 4.Grup: Pirolidin+I/R, 5.Grup:
Melatonin+Pirolidin+I/R. Melatonin (10 mg/kg/gtin) ve Pirolidin (100 mg/kg/giin) 15
glinltik iyilesme donemi sonrasi 7 giin giinde tek doz intraperitoneal olarak verildi.
Kontrol grubu hari¢ tiim gruplara 45 dakikalik iskemi, 24 saat reperfiizyon uygulandi.
Intrakardiak kan 6rnegi alindi, Malondialdehit (MDA), Superoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksit Dismutaz (GPx), Catalaz (CAT) diizeyleri tespit edildi. Degerler
istatistiksel olarak SPSS 18.0 for Windows paket programda one way ANOVA, Tukey
testleriyle degerlendirildi. Bobrek dokulari 1gik mikroskopta 100-500 pm kesitte
Hematoksilen-Eozin yontemiyle incelendi. I/R grubu ile karsilastirildiginda; MDA, tek
bagina Melatonin ve Pirolidin verilen gruplarda azalmis (p=0,002, p=0,01) SOD,
Melatonin+Pirolidin verilen grupta azalmistir (p=0,02). Tek basina Pirolidin ve
Melatonin+Pirolidin  GPx seviyesini artirmistir  (p=0,02, p=0,005). Histolojik
incelemelerde; antioksidanlarin dejeneratif degisiklikleri azalttii, tek basina verilen
Pirolidin’in Melatonin’den daha oldugu; en iyi koruyucu etkinin Melatonin+Pirolidine
ortaya ¢iktig1 gozlendi. Sonug olarak Melatonin ve Pirolidin bobrek I/R hasarinda

antioksidan etkiye sahiptir.

Anahtar kelimeler: iskemi/Reperfiizyon, nefrektomi, rat, antioksidant.



SUMMARY

The effects of melatonin and pyyrolidine on the antioxidant system and
histological structure of nefrectomized rats after ischemia-reperfusion

Ischemia-reperfusion causes oxidative stress and tissue damage because of
increase in free radicals. It has clinical importance because of its frequent occurence and
mortality in some surgical conditions such as renal transplantation, aort aneurysm.
Therefore, experimental studies showed that antioxidants such as Melatonin and
Pyyrolidine decreased this oxidative damage. Nephrectomy also increases oxidative
stress. The aim of this study was to evaluated and compare the effects of melatonin and
Pirolidin on nephrectomized rats after renal I/R. Forty Spraque Dawley rats were
divided into 5 groups (n=8). Right nephrectomy was performed to all groups. Group 1:
control; group 2: I/R; group 3: Melatonin+I/R; group 4: Pyrrolidine+l/R; group 5:
Melatonin+Pyrrolidine+l/R. After recovery period of 15 days solutions were
administered intraperitoneally for 7 days as a single dose a kg/day. 45 minutes ischemia,
24 hours reperfusion were applied to groups except control. Intracardiac blood samples
were taken, Superoxide dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GPx), Catalase
(CAT) and Malondialdehyde (MDA) levels were detected. Mean values were evaluated
by statistical analysis. The renal tissues were examined under light microscopy.
Melatonin and Pyrrolidine alone decreased MDA levels compared with I/R group
(p=0,002, p=0,01). In addition; SOD activity was decreased in
Melatonin+Pyyrolidine+1/R group (p=0,02). Pyyrolidine alone, and
Melatonin+Pyyrolidine increased GPx levels (p=0,02, p=0,005). It was observed in
histological examinations that antioxidants decreased degenerative changes, Pyyrolidine
alone was more effective compared to melatonin, the best protective effect appeared in
Melatonin+Pirolidin group. In conclusion, Melatonin and Pyrrolidin have antioxidant

effects on renal I/R damage.

Keywords: ischemia-reperfusion, antioxidant, nephrectomy, rat
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1. GIRIS VE AMAC

Yogun bakim tibbinda Onemli gelismeler olmasina ragmen, akut bobrek
yetmezligi son 50 yildir azalmayan 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmay1
stirdirmektedir (39). Akut bobrek yetmezligini Onlemek igin yapilan denemeler
genellikle olumsuz sonuglanmustir ve dializ hala tek etkili tedavidir (79). Bu yiizden,
akut bobrek yetmezligi i¢in yeni tedavi edici yontemlerin gelistirilmesi halen
arastirmalarda yogun bir ilgi alanidir (39,79). Renal iskemi, karmagik ve birbirleri ile
iliskili bir olaylar dizisi baslatir. Sonucunda bobrek hiicreleri hasarlanir ve 6liir (43, 90).
Iskemik bobrek dokusunun hayatta kalmasi icin reperfiizyon gereklidir. Fakat bu

durumda reperfiizyon hasar1 ek hasarlara neden olur (59,90,97,).

Bobrek iskemisi; nefrektomi, bobrek transplantasyonu, kardiyopulmoner by-pas,
sepsis, cesitli lirolojik girisimler ve hidronefroz gibi ¢esitli klinik durumlarda goriiliir.
Iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma,

tiibiiler nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisi ile karakterizedir (1,77).

Oksijen canlilar i¢in hayati dnemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji liretim
stireclerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji liretim siireglerinin dogal bir
yan Uriinii olup yiiksek diizeyde Oksidatif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir.
Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere zarar verir. Serbest
radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin hiicreler bunlar1 noétralize eden
antioksidanlar iiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin antioksidanlar
tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir dengenin olmasi1 beklenir. Boylece hiicre
serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest radikaller
lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas notralize edilirse, hiicrede serbest radikaller
artar. Serbest oksijen radikallerin hiicrede artis ve hiicre fonksiyonlar1 iizerinde
yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif hasara) ‘oksidatif stres’ denir. Dejeneratif
hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin O6nemli bir rol oynadigi gdsterilmistir.
Noronlar, yani sinir/ beyin hiicrelerindeki oksidatif stres kendini noro-dejeneratif
hastaliklar olarak gostermektedir (Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi vb.)(85).
Damar i¢ yiizeyindeki hiicrelerdeki (endotelde) oksidatif hasar damar sertligi

1



(ateroskleroz) gelisiminde rol oynamakta, dolayisiyla kalp-damar, beyin-damar ve diger
damar hastaliklarina neden olmaktadir. Hiicre DNA’sma gelen oksidatif hasar kanser

gelisimine yol agabilmektedir (85).

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin denge icinde
yiirimesine baglhidir. Bu dengeyi bozacak yonde ortaya ¢ikan endojen ve/veya eksojen
kaynakli faktorler hiicre hasarina yol agarlar. Bunlar i¢cinde oksidatif stres farkli
patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle gittikce ©Onem kazanmakta ve
arastirmacilari bu yonde arastirma yapmaya yoneltmektedir. Radikal reaksiyonlar1 hiicre
homeostazis’nin bir pargasidir. Hiicreler, serbest oksijen tiirlerinin zararli etkilerine
kars1 antioksidan savunma sistemleri ile korunurlar. Dokulardaki savunma sistemleri;
enzimatik (Methemoglobin rediiktaz, Siiperoksit dismutaz, Katalaz, Glutatyon
peroksidaz, Glutatyon rediiktaz, Glutatyon S-transferaz) ve nonenzimatik (Glutatyon,
vitamin E, vitamin C, rediikte nikotinamid adenin diniikleotit NADH, rediikte

nikotinamid adenin diniikleotit fosfat NADPH) olmak {izere iki grupta toplanabilirler

(4).

Ratlarda nefrektomi sonrasi olusan hasara karsin, melatonin ve pyrrolidine’nin
koruyucu etkisinin ne derecede oldugu {lizerine calismalar az sayidadir. Her iki
maddenin birlikte kullanildigi ¢alisma bulunamamistir. Bu nedenle ¢alismamizda
melatonin ve pyrrolidine’nin  bobrek dokusu {izerine tek basma ve birlikte

kullanildiginda koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmay1 amagladik.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Bobrek Anatomisi
2.1.1. Bobregin yapisi

Normal insanda idrar iiretme ve bosaltma sistemi; iki bobrek, iki ireter, bir
mesane ve bir urethra dan olusur. Bobrekler kani siizerek idrar yapimini saglarken iki
fibromiiskiiler tiip olan iireterler, olusan idrar1 mesaneye tasir. Mesanede belli bir
miiddet biriktirilerek bekletilen idrar iiretra araciligiyla bosaltilir. Bobrekler kanin
getirdigi besinleri ve kimyasal maddeleri tekrar kana verir, fazla suyu, tuzlari ve protein
metabolizmasi artiklarini ise stizerek idrar1 olusturur. Bu yol viicudun elektrolit ve su

dengesini saglar. Kan basinci tizerine de dolayl etkileri vardir (18,53).

Bobrekler karin arka bolgesinde retroperitoneal alandadir. Bunlar columna
vertebralisin hemen lateralinde ekstraperitoneal bag dokusu i¢inde uzanirlar. Sirtiistii
pozisyonda, bobrekler iistten T12 vertebra, alttan L3 vertebra arasinda bulunurlar, sag
bobrek karacigerle iliskisinden dolayr solda daha asagidadir. Bobreklerin seviyeleri
solunum sirasinda ve postiir degisikligi ile degisir, her bir bobrek derin inspirasyonda
vertikal olarak yaklasik 3 cm. hareket eder. Bobrekler sekil ve hacim olarak benzer
olmalarna ragmen sol bobrek sag bobrege gore daha uzun incedir ve orta hatta daha
yakindir. Canli viicudunda yaklasik 10 cm uzunlugunda 5 cm. genisliginde 2.5 cm.
kalinligindadir (53,99).

Bobreklerin, facies anterior ve facies posterior olmak iizere iki yiizii, margo
medialis ve margo lateralis olmak {iizere iki kenari, extremitas superior ve extremitas

inferior olmak iizere iki ucu vardir (Sekil 1).

Facies anterior: Bobreklerin 6n yiizleri konveks olup, 6ne ve biraz da disa dogru
bakarlar. Komsuluklar1 sag ve sol tarafta farklidir. Sag bobregin 6n yliziiniin yukarida
kalan kiiciik bir sahasi sag bobrekiistii bezi ile bunun asagisinda kalan genis saha
karacigerin sag lobu ile alt ucta ki kiigiik bir saha flexura coli dextra ile ve i¢ kenarina
yakin serit seklindeki dar bir saha da duodenum'un ikinci boliimii ile komsuluk yapar.

Genellikle alt ucun medial boliimii, ince bagirsak kivrimlariyla komsuluk yapar.
3



Karaciger ve ince bagirsaklar periton aracilifiyla komsuluk yaparken, diger yapilar
dogrudan bobrek ile temas halindedir. Sol bobregin 6n yiizliniin medial kenara yakin
olan boliimiiniin tist kism1 gl. suprarenalis sinistra ile dis kenara yakin genis bir saha
dalak ile bobrek hilusunun yukarisinda ve bu iki saha arasinda kalan boliim mide ile
bobrek hilusuna komsu boliim pankreas ile alt ucun lateral yarisi flexura coli sinistra ile
medial yaris1 da jejunum kivrimlari ile komguluk yapar. Bu komsularindan sadece dalak

ve jejunum periton araciligi ile komsuluk yapar.

Facies posterior: Bobreklerin, arkaya ve biraz da i¢ tarafa bakan arka ylizleri,
gevsek yag ve bag dokusundan olusan bir yastik icerisine oturmus durumdadir. Her iki
bobrek, arka yiizlerinde periton bulunmadigindan dogrudan diaphragma, m. psoas
major, m. quadratus lumborum ve m. transversus abdominis'in iizerine oturur. Bu kaslar
ile bobrek arasinda a. subcostalis, ilk bir veya iki a. lumbalis, n. subcostalis, n.
iliohypogastricus ve n. ilioinguinalis bulunur. Sag bdbregin iist ucu 12. kaburga ile sol
bobregin iist ucu ise 11. ve 12. kaburgalar ile komsuluk yapar. Bu yiizden pleura
cikmazlar1 6zellikle recessus costodiaphragmaticus bobreklerin arkasinda bulunurlar

(6,99).

Capsula Fibrosa Po'“—msype"w

Cortex Renalis
Medulla Renalis

RS

Hilum Renale

\/I/} V.Renalis

—Pyramis Renalis

'liweter

=
Polus inferior

Sekil 1: Bobregin Anatomik yapisi (99).



Margo lateralis: Karin duvarinin arka dis kismia yonelmis olup disa, biraz da

arkaya ve yukari bakar. Sol bobregin dis kenarinin iist kismi1 dalak ile komsudur.

Margo medialis: Bobregin i¢ kenarinin orta kismi konkav, her iki ucu ise
konvekstir. Bu kenar mediale, biraz da 6ne ve asagiya bakar. Konkav olan orta
kisminda vertikal yonde bulunan yariga hilum renale denilir. Margo medialis, bébrek

hilus’unun yukarisinda gl. suprarenalis ile asagisinda ise iireter ile komsuluk yapar.

Hilum renale, bobregin iginde sinus renalis denen boslugun girisidir. A. renalis
hilum renale’den sinus renalis’e girerken v. renalis ve pelvis renalis ¢ikar. Hilum
renale’de bulunan yapilarin pozisyonlar1 6nemlidir. Bunlar 6nden arkaya dogru v.
renalis, a. renalis'in 2-3 dali, ireter ve a. renalis'in (VAUA) bir dali olarak yerlesirler.
Bazen iireter’in arkasinda a. renalis'in bir dali ile birlikte v. renalis'in bir dali da
bulunabilir. Perirenal yag dokusu, bobrek hilus’undan gegerek sinus renalis'e girer ve

buradaki yapilarin arasinda kalan bosluklari1 doldurur.

Extremitas superior; alt ucuna oranla daha kalin, daha kiint ve birbirine daha
yakindir. GI. suprarenalis, {ist uca ve biraz da 6n yiize dogru oturur. Extremitas inferior

ise, crista iliaca'dan yaklasik 5 cm yukarida bulunur (6,53,99).

2.1.2. Bobregi saran kiliflar

Bobregi i¢ten disa dogru capsula fibrosa, capsula adiposa ve fascia renalis olmak

tizere ti¢ kilif sarar.

Capsula fibrosa: Bobregi distan saran, ince saglam fibroz bir kiliftir. Bobrek
hilus’una geldiginde iki yapraga ayrilir. Bu yapraklardan birisi, bobrek hilus’unda
bulunan yapilarin iizerine gegerek, onlarin adventitia’s1 olarak devam eder. Diger

yaprak ise hilum renale'den igeri girer ve papilla’lar hari¢ olmak tizere, sinus renalis'in
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ic yiiziinii doser. Capsula fibrosa, saglam kollagen liflerden yapildig1 i¢in uzama
kabiliyeti ¢ok smirlidir. Bobregin bazi hastaliklarinda genisleyemez ve bu nedenle de
cikarilmasi gerekebilir. Capsula fibrosa ile bobrek dokusu arasinda tunica subfibrosa
denilen ince bir tabaka bulunur. Diiz kas lifleri de iceren tunica subfibrosa, sinus
renalis'in i¢ yliziinii de doser. Sinus renalis'i doseyen bu boliimde diiz kas lifleri daha
fazla oranda bulunur ve Ozellikle papilla’lar etrafinda yogunlasarak kas halkalari
olusturur. Tunica subfibrosa bobrek dokusuna sikica yapismasina karsilik, capsula
fibrosa'ya gevsek olarak tutunur. Bu nedenle capsula fibrosa, bir kesi yapilarak kolayca
bobrekten uzaklastirilabilir. Ancak, bobrek hilus’undaki yapilara yapisik olmasi
nedeniyle, bu bolgede capsula fibrosa'y1 kesmek gerekir. Tunica subfibrosa'daki diiz kas
lifleri, kontraksiyon yaptiklarinda bobregi kiictiltecek kadar kuvvetli degildirler. Ancak
herhangi bir nedenle bobrekte basincin artmasi durumunda kasilarak, capsula fibrosa'nin

gerilmesini bir dereceye kadar onleyebilir.

Capsula adiposa (perirenal yag tabakasi): Capsula fibrosa'y1 distan saran bir yag
tabakasidir. Kalinlig1 kisinin kilo durumuna bagl olarak degisir. Ancak, bobregin 6n

yiiziinde, diger yiiz ve kenarlarina oranla daha az miktarda bulunur.

Fascia renalis (Gerota fasiasi): Karin duvarindaki fascia subserosa'nin capsula
adiposa'y1r distan saran bdoliimiidiir. Peritoneum ile fascia endoabdominalis arasinda
bulunan fascia subserosa, bobregin dis kenar1 yakininda iki yapraga ayrilir. Bu
yapraklarin birisi bobregin on, digeri ise arka tarafindan gecerek mediale dogru uzanir.
Fascia prerenalis de denilen 6n yaprak, medialde bobrek damarlari, v. cava inferior ve
aortanin Oniinden gegerek karsi tarafin ayni yaprag: ile birlesir. Fascia retrorenalis de
denilen arka yaprak, 6n yapraktan daha kalindir, m. psoas major'un fasciast ve fascia
prevertebralis ile kaynasir. Fascia renalis'in iki yapragi yukarida kaynasarak
diafragma’nin fasiasina, lateralde fascia transversalis'e tutunur. Asagida, daha gevsek
olarak kaynasan bu yapraklar, fascia iliaca ile devam ederler. Fascia renalis'den ¢ikan
bir kisim fibroz lifler, corpus adiposum'dan gecerek capsula fibrosa'ya tutunur. Fascia

renalis'in arkasinda da bir miktar yag tabakasi bulunur. Buna da corpus adiposum



pararenale denilir. Gl. suprarenalis’ler de fascia renalis’den ayrilan ince bir yapiyla

bobreklerden ayrilmis olarak bu fasia ile sarilidirlar (6,53,99).

2.1.3. Bobrekleri yerinde tutan yapilar

Karin arka duvarinda retroperitoneal olarak bulunan bobrekler, bazi durumlarda
biraz asagi yukart yonde hareket edebilirler. Bobrekleri yerinde tutan en Onemli
olusumlar, damarlar1 ve fascia renalis'tir. Ayrica capsula adiposa ve pararenal yag

tabakasi da yardimci olur (6,53,99).

2.1.4. Bobreklerin fonksiyonel yapisi

Taze bir bobrek kenarlarindan gecen bir kesitle ikiye ayrilarak kesit ylizeyi
incelendiginde, renk ve fonksiyon bakimindan farkli iki bolimden olustugu goriiliir.
Daha acik renkli olan dis kismina cortex renalis, daha koyu renkli ve ¢izgili gériiniimlii
olan i¢ kismina ise medulla renalis denilir. Orta kisminda bulunan bdbrek seklindeki
bosluga da, sinus renalis denilir. Cortex renalis, menseini nefrogen dokudan alir ve
idrar slizen yapilar igerir. Medulla renalis ise mengeini lireter tomurcugundan alir ve

toplayici kanallardan olusur (6,53,99) (Sekil 2).



2.1.4.1. Medulla renalis

Pyramis renalis (Malpighi piramitleri) denilen 8-10 adet (bazen 18-20) koni
seklindeki yapilardan olusur. Bu piramitlerin basis pyramidis denilen taban kisimlari
bobregin dis yliziine, papilla renalis denilen tepe kisimlari ise sinus renalis'e yonelmistir.
Pyramis renalisler, columna renalis (Bertin siitunlar1) denilen kortikal cevher uzantilari
ile birbirinden ayrilirlar. Ug boyutlu olarak diisiiniildiiklerinde, bir pyramis renalis'in
sadece papilla renalis kismi1 hari¢ olmak iizere, diger yiizleri tamamen kortikal cevherle
sarithidir. Bir pyramis renalis ve etrafini saran kortikal cevher boliimii bir lobus renalis’
olusturur. Buna gore, pyramis renalis sayis1 kadar bobrek lobu bulunur. Yeni
doganlarda bobregin dis yiiziinde bu loblarin smirlarini belirleyen s1g oluklar goriiliir.

Daha sonra bu oluklar kaybolarak bobregin dis yiizii, diiz bir goriiniim alir (6,53,99).

2.1.4.2. Cortex renalis

Papillalar1 hari¢ olmak iizere, pyramis renalis'lerin her tarafini saran bobrek
dokusudur. Kortikal cevherin iki boliimii vardir. Birinci boliim 6 mm kalinligindadir ve
capsula fibrosa ile pyramis renalis'lerin taban kisimlari arasinda bulunur ve bobregi
distan sarar. Ikinci béliim ise bobrek piramitleri arasinda bulunur. sinus renalis'e kadar
uzanan bu ikinci boliim, kesitlerde pyramis renalis'ler arasinda bir siitun seklinde
goriildigiinden bunlara columna renalis (Bertin siitunlar1) denilir. Taze preparatlarda
kortikal cevherin kabuk seklindeki birinci boliimii bir lupla incelendiginde, medullar
cevhere ait olan pars radiata ve kortikal cevhere ait olan pars convoluta olmak iizere,
farkli iki boliimden olustugu goriiliir. Pars radiata (stria medullaris=Ferrein uzantilari),
daha koyu renkli sahalar olup, medullar cevherin kortikal cevher icerisine gonderdigi

uzantilardir. Pars convoluta ise, iki pars radiata arasinda kalan daha agik renkli kortikal
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sahalardir. Burada kandan idrar1 siizen corpusculum renale'ler ve idrar kanalciklarinin
bir kism1 bulunur. Corpusculum renaleler (Malpighi cisimcikleri) kiiciik kirmizi nokta
seklinde yapilar olarak goriiliirler. Kandan idrar1 siizen glomeriiliis ve idrar
kanalciklarinin baslangicinda yer alan ve Bowman kapsiiliinden olusan bu yapilar,
6limden bir siire sonra renklerinin degismesi nedeniyle goriilmez olurlar. Pars radiata

ile pars convoluta birlikte, bir bdbrek lobcugunu (lobuli corticalis) olustururlar
(6,53,99).

Efferent arteriol,cortex
Efferent arteriol,
juxtamedullar nefron

peritubuller
capiller ag

corpusculum renale
glomerulus

Bowman kapsiili
Efferent Arteriol

! \! A - 2 ,,Ji’lxtaglomerural
cikan ! e 4 hiicre

Vasa

; /i recta

kulbu V“‘ “ if P f ‘mesangial hiicre
: ol 4 - ‘Afferent arteriol

macula
densa

Sekil 2: Glomerulus, Bowman kapsiilii, henle kulbu fonksiyonel ve histolojik yapis1 (6,99).



2.1.4.3. Sinus renalis

Hilum renaleden bobrek i¢inde devam eden bosluga sinus renalis denilir. Sinus
renalis'de pelvis renalis'in iist boliimii, calix renalis'ler, bobrek damarlar1 ve bir miktar
da yag dokusu bulunur. Capsula fibrosa, hilum renale'den girerek sinus renalis'in i¢
yiiziinii doser ve pelvis renalis'in dis yliziinde devam eder. Sayilar1 4 ile 14 adet olan
calix renalis minorlarin her biri, 1-3 papilla renalis'i igine alir. Calix renalis minor'larin
2-3 tanesi birleserek calix renalis major'u, bunlar da kendi aralarinda birleserek pelvis
renalis't olustururlar. Kalikslerin duvarinda bulunan spiral sekilli kas liflerinin
kontraksiyonu sonucunda idrar asagi dogru iletilir. Pelvis renalis, bobrekten ¢ikarken
huni seklinde daralarak iireter'i olusturur (6,53,99) (Sekil 1).

2.1.4.4. Bobregin kanal sistemi (tubulus renalis)

Glomerulus'tan Bowman kapsiiliine siiziilen idrar, bir takim kanal sisteminden
gecerek, sonunda papilla renalis'deki foramina papillare denilen deliklerden kalikslere
dokiliir. Siiziilmenin basladig1 yerden sonlanma yerine kadar olan kanal sistemine
tubulus renalis denilir. Tubulus renalis hem mensei, hem de fonksiyon bakimindan

farkli iki boliimden olusur.

Birinci boliim (idrar kanalciklari), idrarin kandan siiziilerek hazirlanmasi ile ilgili
olup, menseini nefrogen dokudan alir. Bu kanal sistemi capsula glomerularis (Bowman
kapsiilii) ile baslar. Bowman kapsiiliiniin i¢inde glomerulus denilen damar yumagi
bulunur. Glomerulus ve bunu saran Bowman kapsiiliine birlikle corpusculum renale
denilir. Corpusculum renalenin damarlarin girip ¢iktigi kutbuna polus vascularis,
stiziilen idrarin ¢iktig1 kutbuna ise polus tubularis denilir. Her bir Bowman kapsiiliinden
bir adet idrar kanalcigi baglar. Bu kanallar bobrek dokusunun muhtelif kisimlarinda

bir¢cok kivrimlar yaparak uzanir ve sonunda toplayici kanallara agilirlar. Seyri esnasinda
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bir takim genisleme ve daralmalar gosteren idrar kanalciklari, birbirleriyle anastomoz
yapmazlar. Bu boliime ait kanalciklarda suyun geri emilimi ve kan dolasimina gegisi
gergeklesir. Her bir corpusculum renale ve buna ait idrar kanalcigi, kandan idrar1 siizen
ve nefron denilen bir birim olusturur. Her bir bobrekte yaklasik 1.250.000 adet nefron
bulunur (Sekil 2).

Ikinci béliim (toplayici kanallar), menseini iireter tomurcugundan alir. Bu kanallar
sadece idrarn nakli ile ilgilidirler ve idrar burada herhangi bir degisiklige ugramaz.
Idrar kanalciklar1 toplayici kanallara acilirlar. Toplayici kanallar da birleserek daha
kalin toplayici kanallar1 olusturup, papilla renalis'de bulunan ve sayillan 10 ile 25
arasinda degisen for. papillare’ler araciligiyla calix renalis minor'lara agilirlar. Toplayici

kanallar, bobregin medullar cevherinde (pyramis renalis ve pars radiata) bulunur (53).

2.1.4.5. Bobregin segmentleri

Bobrek, kan damarlarinin dagilim sahasina gore 5 segmente ayrilir. Bunlardan
birisi iist kutupta (segmentum superius), birisi alt kutupta (segmentum inferius), ikisi 6n
yiiziin orta kisminda (segmentum anterius superius, segmentum anterius inferius), birisi

de arka yliziin orta kisminda (segmentum posterius) bulunur (6).

2.1.5. Varyasyonlari

Bobrek taslaklari pelvis'de olusur ve intrauterin dénemin 9. ayinda normal yerine

cikar. Bu ylikselis sirasinda asagidaki arterleri rudimenter olur ve yukarida yeni arterler
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olusur. Bazen asagidaki arterler de kalabilir ve birden fazla arterli bobrekler olur.
Bobrekler pelvis’te iken alt uglart birbirine yakin olup kaynasabilir. Boylece at nali
bobrek olusur. Yukar1 ¢ikarken de a. mesenterica inferior'a takilir. Bazen bobrek ilk
olustugu yerde kalir ve ektopik pelvik bobrekler olusur. Bu gibi durumlarda dogum
esnasinda zedelenebilir. Bazen iki bobrek de ayni tarafta bulunabilir. Birden fazla veni
olan bobrek de vardir. Catalli (bifid) pelvis renalis de sik goriilen bir durumdur

(6,53,99).

2.1.6. Bobregin damarlari, lenf drenaji ve innervasyonu

2.1.6.1.Bobregin damarlari

A. renalis'ler her iki tarafta 1. ve 2. lumbal omurlar arasindaki discus
intervertebralis hizasinda dik a¢1 ile aorta'dan ayrilir. Ancak bobreklerin pozisyonundan
dolayt, sol arter sag arterden biraz daha yukarida bulunur, buna karsilik sag arter daha
uzundur ve v.cava inferior’un arkasindan geger. A. renalis'ler bobregin hacmine gore
kalin damarlardir. Bu da, kisa zamanda bobrekten fazla miktarda kanin ge¢mesini
saglar. Bu damarlar bobregin hem fonksiyonel hem de besleyici damarlandir. A.
renalis'ler hilum renalis'e gelince bobrek segmenti sayisinca (genellikle 5) dala
ayrilirlar. A. segmentalis denilen bu dallarin ¢gogu pelvis renalis'in 6n tarafindan geger.
Fakat bazen 1 veya 2 tanesi en arkadan gecgebilir. A. segmentalis'ler sinus renalis'de
tekrar dallarina ayrilarak calix renalis minor'larin ¢evresinde columna renalislere
girerler. Bobrek loblart arasinda uzanan bu dallara a. interlobaris denilir. A.
interlobaris'ler kortikal ve medullar cevher hizasinda yan tarafa kivrilarak iki cevher
arasinda bir kavis seklinde uzanirlar. A. arcuata denilen bu arterler, birbirleriyle

anastomoz yapmazlar. A. arcuata'lardan dik olarak ¢ikan ince dallara, bobrek lobcuklari
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arasinda uzanmalar1 nedeniyle, a. interlobularis ad1 verilir. A. interlobularis'lerden yan
taraflara uzanan ince dallara ise arteriola glomerularis afferens denilir. Bunlar capsula
glomerularis'in (Bowman kapsiilii) damar kutbundan girerek iceride rete capillare
glomerulare glomerulus denilen kilcal damar yumagini olustururlar. Bu kilcal damar
yumagi, tekrar birleserek arteriola glomerularis efferens'i olusturur. Bu da, arterin
girdigi kutuptan cikarak v. interlobularis'e acilir. V. interlobularis de arterleri takip
ederek sirasiyla v. arcuata, v. interlobaris, v. segmentalis ve sonugta v. renalis olarak v.
cava inferior'a acilir. Her iki tarafta a.renalis’in 6niinde olan venlerden daha uzun olan

sol v.renalis aorta abdominalis’in Oniinden, a.mesenterica superior’un ise arkasindan

geger (6,53,99) (Sekil 3).

Arteriola glomerularis efferens, kortikal cevhere gelince tekrar kilcal dallara
ayrilir. Bu kilcal damarlar menseini nefrogen dokudan alan idrar kanalciklarinin
etrafinda rete capillare peritubulare corticale denilen bir ag olustururlar. Bu agdaki kan
konsantre olup yavas seyreder, idrar kanalcigindaki idrar ise fazla diluedir. Suyun

biiyiik bir kism1 ve baz1 maddeler, bu ag vasitasiyla geri emilir.

Bobregin medullar cevherini besleyen damarlar (vasa recta), kismen arteriola
glomerularis efferens'ten, kismen de a. arcuata'dan ¢ikar. Bunlar pyramis renalis'in
tepesine dogru uzanirlar. Medullar cevheri besleyen bu damarlar venula recta denilen
venler aracilifi ile tekrar donerek v. arcuata'ya agilirlar. A. interlobularis'lerin ug
kismindan ayrilan ince dallar (Rr. capsulares) bobregin dis yiiziine dogru uzanarak
disar1 ¢ikar ve capsula fibrosa icinde bir ag olustururlar. Capsula fibrosa, bobrekten
styrildig1 zaman bu damarlar kopar. Capsula fibrosa ve capsula adiposa'y1 besleyen bu
dalciklar, a. suprarenalis, a. lumbalis ve a. testicularis'den gelen dalciklarla anastomoz
yaparlar. Bu dalciklarin getirdigi kan1 drene eden venlere, v. capsularis denilir. Bu

venler venula stellata'lara, bunlar da v. interlobularis'e acilirlar.

Bobrek hilusunda a. renalis'den ayrilan bir kisim dallar pelvis renalis, calix renalis

ve capsula adiposa'yr besler. Bu dallar capsula adiposa'ya gelen dallarla anastomoz

yapar.
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Bobrekte arteriovendz anastomozlar vardir. Bu tiir anastomozlar calix renalis'ler
civarinda, a. ve v. interlobularis'ler arasinda, kortikal cevherin ince damarlar1 arasinda
tesbit edilmistir. Bu anastomozlar sayesinde, herhangi bir nedenle glomerulustan
gecemeyen kanin bir kismi veya tamami, siiziilmeksizin dogrudan vendz sisteme

gecebilir.

Kalbin attig1 kanin yaklasik 1/4'i bobrekten gecer, diger bir degisle her bir
bobrekten dakikada 1200 ml kan geger. 24 saatte kandan 180 litre filtrat siiziiliir. Bunun

%99'u geri emilir, geri kalani da idrar olarak digar1 atilir (6).

2.1.6.2. Lenf drenaji

Lenf damarlart 3 pleksus olusturur. Bunlardan birincisi tubulus renalis'lerin
cevresinde, Ikincisi fascia renalis'in altinda, iigiinciisii de corpus adiposum pararenale'de
bulunur. Birinci pleksusdaki damarlar birleserek 3-4 ana dal olusturur. Hilum renale'den
cikarken diger iki pleksus'un damarlari ile birlesirler. Bobrekten ¢ikan lenf damarlari v.
renalis'i takip ederek aorta’nin yan tarafindaki nodi lymphatici lumbales (aortici

laterales)'e agilirlar (6,53).

2.1.6.3. Sinirleri

Simpatik lifler n.splanchnicus minor, n. splanchnicus imus ve truncus
sympathicus'un lumbal boliimiinden, parasimpatik lifleri ise n. vagus'tan gelir. Bu lifler

once plexus coeliacus, daha sonra a. renalis etrafindaki plexus renalis araciligi ile
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bobrege gelir. Bu pleksus icinde bir¢ok ganglion bulunur. Bunlardan en biiyiigi a.
renalis'in baglangi¢c kismimin 6n tarafinda bulunan, ggl. aorticorenale'dir. Bu lifler kan
damarlar1 ile tubulus renalis'in hiicrelerine gider. Simpatikler damarlar1 daraltarak,
damardan gegen kanin miktarini azaltir, boylece kandan siiziilen idrarin miktarimi

azaltmis olur. Agris1 tiim bel bolgesinde duyulur. Kolik tarzda keskin ve batict bir agr
seklindedir (6,53,99).

a.segmenti superioris

a.segmenti ant.superioris

r.capsularis
r.perirenalis

a.suprarenalis inf.

aa.arcuatae

a.renalis r. posterior aa.interlobulares

rr.pelvici ve rr.ureterici

a.segmenti antefioris ) - aa.perforantes
inferioris radiatae

aa.segmenti posterioris

a.segmenti inferioris

Sekil 3: Bobrek damarlanmasi (95).

2.2. Bobrek Histolojisi

Bobrek yapist ¢iplak gozle de goriilebilen korteks ve medulla olmak lizere iki
kisimdan olusur. Korteks, kirmizimsi1 kahve renkte tanecikli goriiniimdedir. Daha
diizgiin gozlenen medulla, 8-20 arasinda degisen sayida medulla piramitleri denen koni

seklindeki yapilardan ibarettir. Medulla dokusu piramitlerin bu taban kismindan korteks
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icine dogru 1sinsal uzantilar yapar. Medulla piramitleride korteks dokusunun medullaya

yaptig1 uzantilarla birbirinden ayrilmistir (89) (Sekil 1).

Korteks ve medulla’larin diizenlenisi, bobregin lop ve lopcuklar gibi daha kiiglik
birimlere béliinebilecedi seklindedir. Insan bobregi cok lobludur. Baz tiirlerde (sigan,

tavsan) tek loblu (bir medulla piramidli) bobrek gézlenir.

Bobregin yapisini, kilcal damarlardan kani siizerek olusturduklari idrar ile kandan
zararli metabolizma iriinlerini uzaklastiran, idrarin yogunluk ve yapisint degistirmek
suretiyle de organizmanin su ve elektrolit metabolizmasini, asit-baz dengesini ayarlayan
birlesik tubuler bezler olarak kabul edebiliriz. Idrar tiipciikleri (uriniferoz tubul ) denen
bu tiipciikler bobregin parankimasmi olusturur. Idrar tiipciikleri idrar1 olusturan
nefron’lar ve nefron’un yaptig1 idrar1 pelvis renalis’e tasiyan toplayict kanallar olmak

tizere iki kisimda incelenir (89).

2.2.1. Bobregin nefron’lar

Bobregin fonksiyonel birimi, nefron’dan ve nefron’un siizdiigli maddelerin
bosalttig1 toplayic1 kanaldan olusan urinifer tubul’dur. Nefron sirasiyla iki bilesene
ayrilir, bobrek cisimcigi ve bobrek tubul’diir. Bobrek cisimcigi, glomerular (Bowman)
kapsiil ad1 verilen epitelyal hiicrelerin bir ¢ift tabakasi ile sarili olan ve glomerulus
olarak adlandirilan kapiller yumagindan olusur. Kapsiiliin i¢ visceral yapragi,
glomerular kapillerle komsu ve onu tamamen c¢evreleyen, ileri derecede farklanmus,
dallanmis epitel hiicreleri olan podositlerden olusur. Kapsiiliin dis tabakasi parietal

tabakadir ve basit yassi epitel hiicrelerinden olusmustur (95).

Bobrekte iki tip nefron vardir. Kortikal nefronlar bobregin korteksine yerlesiktir.
Jukstamedullar nefronlar bobregin korteks-medulla sinirinda yer alirlar. Tiim nefronlar

idrar olusum siirecine katilirlar. Jukstamedullar nefronlar bobrek medulla ara dokusunda
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hipertonik bir ¢evre olustururlar ve bu da konsantre (hipertonik) idrar yapimi igin
gereklidir (38).

Bobrek cisimcigi her nefron’un ilk pargasidir. Burada, kan glomerul kapillerleri
boyunca siiziiliir ve olusan filtrat glomerular kapsiiliin visceral ve parietal hiicre
tabakalar1 arasinda yer alan kapsiil boslugu (idrar boslugu) icine akar. Her bobrek
cisimcigi, glomeriilin arteryel kan damarlarinin girdigi ve ¢iktig1 bir damar kutbuna
sahiptir. Kars1 sonlanma ise, proksimal kivrinti tubul’iin idrar kutbudur. Kanin
siizlilmesi glomerular endotel tarafindan gergeklestirilir. Bu endotel deliklidir
(pencerelidir), kanda yer alan sekilli elemanlar ve plazma proteinleri disindaki pek ¢ok
maddeye ileri derecede gecirgendir. Boylece kapsiil bosluguna giren glomerular filtrat,

proteinlerin yoklugu disinda plazmaya benzerlik gosterir (95).

2.2.2. Bobrek tubul’leri

Glomerular filtrat bobrek cisimcigini terk eder ve toplayici tubul’lere ulagsmadan
once nefron’un farkli kisimlar1 boyunca akar. Glomerular kapsiilden baglayarak filtrat,
ilk olarak glomerular kapsiilden toplayici tubul’e uzanan bobrek tubul’iine girer. Bobrek
tubul’u birka¢ tane farkli histolojik ve fonksiyonel bolgeye sahiptir. Bobrek
cisimciginden baslayan bobrek tubul’ii ileri derecede kivrimli proksimal kivrintili
tubul’diir. Bu tubul kortekse yerlesiktir ve daha sonra medulla renalis’e inerek Henle
kulpu ile devam eder. Henle kulpu proksimal kivrintili tubul’iin kalin inen kismini, ince
bir inen ve ince bir ¢ikan parca ve distal kivrintili tubul’tin kalin ¢ikan kismin igerir.
Distal kivrintili tubul, proksimal kivrintili tubul’den daha kisa ve daha az kivrintihidir.
Glomerular filtrat distal kivrintili tubul’den toplayici tubul’e dogru akar. Toplayict tubul
nefronun bir parcast degildir. Cok sayida toplayici tubul birleserek daha genis, diiz

toplayict kanallar1 olusturur, bunlar da igeriklerini foreman papillare’ler araciligiyla
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kiigiik kalikse bosaltir. Jukstamedullar nefron’larda Henle kulpu uzundur, bobrek

korteksinden medullanin derinlerine iner ve tekrar kivrilarak korteks igine yiikselir (95).

2.2.3. Jukstaglomerular Aparatus

Bobrek cisimcigi ve ve distal kivrintili tubul komsulugunda jukstaglomerular
aygit (aparat) olarak adlandirilan 6zel bir hiicre grubu yer alir. Bu aparat
jukstaglomerular hiicrelerden ve macula densa’dan olugmustur. Jukstaglomerular
hiicreler, glomerul’ii olusturmak iizere glomerular kapsiile girmeden hemen once
afferent arteriol’in duvarinda yerlesmis bir grup farklanmis diiz kas hiicreleridir.
Macula densa, jukstaglomerular hiicrelere sahip olan afferent arteriol’e komsu distal
kivritilt tubul’tin degisime ugramis bir grup hiicresidir. Jukstaglomerular hiicreler ve
macula densa’lar tam bir bobrek fonksiyonu igin fonksiyonel olarak biitiinlesmislerdir
(95).

Medulla ¢ok sayida pyramis renalis igerir. Ayn1 zamanda medulla Henle Kulpunu
(diiz veya inen proksimal tubul’ler ince parcalar diiz veya ¢ikan distal tubul’ler) ve
toplayici tubul’leri igerir. Toplayicit tubul’ler medulla’da birleserek genis papiller
kanallar1 olustururlar. Papilla genellikle basit prizmatik epitel ile ortiiliidiir. Bu epitel
kaliks’in dig duvarinda degisici epitel haline doniisiir. Epitelin altinda ince bir bag
dokusu tabakasi ve diiz kas tabakasi bulunur, daha sonra bu tabaka siniis renalis’in bag

dokusu tabakast ile birlesir (95).
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2.2.4. Vasa recta

Bobrek medulla’sinin damarsal kaynagi biiyiik oOlglide artriola glomerularis
efferens’ten koken alir. Inen vasa recta Henle kulpu’nun cikan ve inen kollar ve
toplayici kanallarin kenarlar1 boyunca bobrek medullasinin degisen derinliklerine girer.

Yan dallar, geri donen ¢ikan vasa recta’y1 v.interlobularis ve v.arcuata’lara baglar (89).

2.2.5. Lop ve lop¢uk arasindaki fark

Bir bobrek medulla piramiti, kenarlarindan loplararasi (interlobar) arterlerle
sinirlandirilmis medullar bir yapidir. Korteks-medulla kavsagi taban papilla ise

pyramid’in tepesidir.

Bir bobrek lopgugu, iki farkli yolla tanimlanabilen kortikal bir yapidir. Bobrek
lobgugu, iki komsu ¢ikan a. interlobularis yan yana gelmis korteks bolimiidiir. Her
interlobular arter, bir afferent glomeruler arteriol, bir kapiller ag ve efferent glomeruler
arteiol’den olusan glomerul serileri olusturur. Bobrek lobgugu, tek bir toplayict kanal
(Bellini kanal1) ve ona bosalan ¢evredeki nefronlardan olusur. Nefronlarin diiz pargali,
tek bir toplayict kanalla birlikte bir medulla uzantilari (Ferrein uzantisi) olarak
adlandirilir. Bir medulla uzantis1 lopgugun eksenidir. Korteksin bir¢ok lopcuk igerdigine
ve her lopcugun bir tek medulla uzantisina sahip olduguna dikkat etmek gerekir (16)

(Sekil 4).
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Sekil 4: Pyramis renalisler arasinda lob ve lobcuklar ile birlikte a.,v. arcuata,vasa

recta,a.interlobaris,a.interlobularis (16).

2.2.6. Podositler

Podositler, glomerular kapiller ylizeyini tiimiiyle ¢evreleyen uzun ve dallanan
hiicre uzantilarina sahiptir. Podositler ve pencereli endotel hiicrelerin her ikisi ve

bunlarin ilisikte oldugu bazal lamina glomerular stizme bariyerini olusturur.

Ayni1 podosit’ten veya komsu podosit’lerden hiicre uzantilarinin sonlanmalar1 olan
pedisel’ler, bazal laminay1 kaplamak icin birbirlerinin i¢ine gegerler ve slizme yariklari
(filtration slits) olan bosluklar ile ayrilirlar. Siizme yariklari, membrandz materyal olan
filtrasyon yarigr diyaframi ile birbirlerine baglanirlar. Pediseller, bazal laminaya

integrin ile tutunurlar (16)

Stizme yarig1 diyaframi, aktin filamentlerine (pedisel iginden) CD2AP proteini ile
tutunan nefrin proteininden olusur. Nefrin’in endotel pencerelerinden ve bazal

laminadan molekiillerin gecisini geciktirdigi sanilmaktadir.
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Glomerular siizme bariyerinin bilesenlerine ek olarak, plazma ultrafiltratindaki
molekiillerin gecisini kontrol eden diger sinirlayici faktor ise ebat ve elektrik yiikiidiir.
3.5nm den daha kiiclik ve pozitif yiiklii veya notr molekiiller daha kolay stiziiliirler.

Albumin (3.6 nm ve anyonik) zor siiziiliir (16).

2.2.7. Mezanjiyum

Mezanjiyum, glomerular kapillerler arasinda bulunan mezanjiyal hiicreler ve

mezanjiyal matriksten olusan glomerul i¢i (intraglomerul) bir yapidir (Sekil 2).

Mezanjiyal hiicreler, macula densa ile afferent ve efferent glomerular arteriol’lerle
sinirlandirilan bir boslukta glomerul disinda da toplanirlar (ekstraglomerular mezenjiyal
hiicreler intraglomerular mezenjiyal hiicreler, ekstraglomerular mezenjiyal hiicrelerle
devam edebilir. Mezenjiyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin 6zelliklerine
sahip Ozellesmis perisitlerdir. Mezenjiyal hiicreler, (1) kasilabilen, (2) fagositik, (3)
cogalabilme yeteneginde, (4) matriks ve kollagen sentezleyen ve (5) biyolojik olarak
aktif maddeleri (prostoglandinlar ve endotelinler) salgilayan hiicrelerdir. Endotelinler,
afferent ve efferent glomerul arteiol’lerin kasilmasi ile uyarirlar. Mezenjiyal hiicreler,

glomerular stizme stirecine agsagidaki sekillerde katilir (16).
1. Glomerular kapillerler i¢in mekanik destek saglayarak,

2. Fagositik aktiviteleri ile glomerular bazal lamina materyallerinin doniisiimiinii

kontrol ederek,

3. Kasilabilme aktiviteleri ile kan akisini diizenleyerek,
4, Prostaglandinleri ve endotelinleri salgilayarak,
S. Anjiotensin II’ye yanit vererek.
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Glomerular siiziiciisii membran tamamen kapillerle ¢evrelenmez. Siizen bariyerini
gecemeyen immunoglobulinler ve komplement molekiiller, mezanjiyal matrikse
girebilirler. Matrikste immunoglobulin bilesiklerinin birikimi, glomerulus’un sonucta
tikanmasina yol agan immiin yanitin tetikleyicisi olan sitokinlerin mezanjiyal hiicrelerce

tretimini artirir ( 16 ).

2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal reaksiyonlarin denge iginde
yiiriimesi ile saglanir. Ozellikle oksijenin kullanimi sonras1 endojen serbest oksijen
tirler meydana gelir. Eksojen kaynakli faktorlere de bagli olarak olusabilen bu
maddelere serbest Oksijen Radikalleri (SOR) denir.

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi

gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (22).

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri
gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. En 6nemlileri oksijenden olusan serbest oksijen
radikalleridir (SOR). Oksijen, siiperoksit grubuna (O;) bazi demir-kiikiirt igeren
yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece
etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H2O) ve oksijene ¢evrilir. Siiperoksit
grubundan daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve
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glutadyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili {irlinlere
doniistiiriilerek  etkisiz kilinir. Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin
etkinligini engelleyen maddeler, siiperoksit gruplarinin zararsiz hale getirilmesini
sinirlandirirken, lipid peroksidasyonu hizlandirirlar. Ayrica katalazin  etkinligini
engelleyen maddeler (aminotriazol gibi herbisidler) de etkin oksijen gruplarina veya bu

gruplari olusturan maddelere duyarligi artirir (4).

2.3.1. iskemi/Reperfiizyon hakkinda genel bilgi

Bir organa gelen kan akimmin cesitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina
iskemi (yada lokal anemi) denir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik
doku hasar1 ortaya ¢ikar. iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigiiniin
kaybolmasi s6z konusudur. Bu durum hiicresel oliime kadar da gidebilmektedir.
Reperflizyon ise dokunun kanlanmasinin yeniden baglamasidir. Reperfiizyon, iskemik
dokuda normal fonksiyonlarin eski haline gelmesine neden olmakta ancak bu durumla
celiskili bir sekilde bu sefer de reperfiizyon hasarini ortaya ¢ikarmaktadir (4,85) (Sekil
5).

Iskemik bir dokuda kan akimmnin yeniden baslamasi durumunda, 6zellikle
dokuya gelip yerlesen polimorf niiklear 16kositler (PMNL) tarafindan salinan SOR’lar
dokudaki yikimi artirict etki yapar. Bu olaya reperflizyona bagli doku hasar1 denir.
Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsilik ¢cok sayida hiicre bu duruma
koruyucu enzimleri ile karsi koymaya ve antioksidan maddeler ile radikal hasari
sinirlandirmaya calisir. I/R hasarinin molekiiler mekanizmasi tam olarak acikliga
kavusmasa da, son zamanlarda yapilan ¢alismalar, siiperoksit (O-2), hidroksil (OH),
hidrojen peroksit (H,O,) gibi Oksidatif oksijen tiirlerinin ve nitrik oksit (NO) ya da

peroksinitrit (ONOO-) gibi Oksidatif nitrojen tiirlerinin hasar olusumunda rol
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oynadigimi  disiindiirmektedir  (55). Bu radikal iriinler biiyik 6lgiide
mitokondrionlardaki elektron tasima zincirinden sizmakta ya da polimorf niiklear

l6kositler tarafindan olusturulmaktadir (4,84).

Iskemi
Trombosit aktivasyonu Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokenstriksiyon) T (ATP kaybn)
Doku hasan
+
Reperfiizyon (Recksijenasyon)
v
PAF + TTB,
Serbest radikaller
| v !
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasan
v v v v v v v
- o am " . . 1 - “
Membi;:zb::tr::;ugunun :otmﬁl bmkrne_: NO = :‘dmn m££ E‘k’ # :_"_flluafl""h"
e, T wet
Fagositoz Lékosit tikac l l l
. v Vo
0, radikali o  Iskemi Vazokorstrikstyon, trombast agregasyonu notrofl kemotakiy

v v |

Artrmis doku hasan +

Sekil 5: Iskemi’nin sematik olarak tarif edilmesi (84).

Her organda oldugu gibi bobrekler de enzimatik ve nonenzimatik antioksidan
savunma sistemine sahiptir. Bobrek dokusunda I/R sirasinda olusan radikal trtinler
endojen antioksidan kaynaklarin hizla tilkenmesine yol agmaktadir. (SOD), (CAT) ve
(GPx) bobrekte bulunan endojen enzimatik antioksidanlardir. Glutatyon (GSH),
askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), karotenler ve ubiquinol ise
enzimatik olmayan antioksidanlardir (36). Bu enzimlerin yani sira manganez-SOD (Mn-
SOD) enzimi de mitokondrilerdeki bulunan major antioksidan enzimlerden biridir. Bu
enzim elektron tagima zincirinden ortaya ¢ikabilecek O-2 radikallerinin dismutasyonunu
katalizlemektedir. MnSOD’mn fazla eksprese edilmesinin kalp ve noéral (sinir)

dokularinda I/R hasarini 6nledigi gdsterilmistir.
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Bobrekteki iskemik siire¢ proksimal tiibiil hiicrelerinde hasara ve kortikal nekroz
sonucunda bobrek yetmezligine neden olmaktadir. Postiskemik reperfiizyonu takiben
olusan oksijen serbest radikallerinin akut bobrek yetmezligi patojenezinde ve
transplantasyondan sonra gecikmis graft fonksiyonunda o©nemli rolleri vardir.
Reperfiizyonda hipoksantin, ksantin oksidaz tarafindan ksantine cevrilir ve bu sirada
molekiiler oksijenin yikim {rlinii olarak superoksit radikali olusur (17). Superoksid
radikali ve onun yikim {riinleri olan hidroksil radikali ile hidrojen peroksit
mitokondrion, lizozom ve hiicre zar1 iizerinde lipid peroksidasyonu sonucu hiicresel
hasar meydana getirir. Hiicre zarinda lipid peroksidasyonu yoluyla meydana gelen hiicre

hasari, permeabilite artigindan hiicre lizisine kadar degisebilir.

Serbest radikallerin zararli etkileri, bazt maddeler tarafindan azaltilir veya
tamamen ortadan kaldirilir. Hiicre icinde oksijenin metabolize edildigi her yerde,
antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in hizli ve spesifik (enzimatik)
olarak c¢alisirlar. Antioksidan savunmada Oncelikle etkili olanlar enzimatik

antioksidanlardir.

Gliniimiizde yapilan birgok c¢alisma, kalp, karaciger, beyin, bagirsak ve
bobreklerde I/R hasarinin bazi antioksidanlar ile belli Olcililerde Onlenebildigini

gostermektedir. Bu c¢alismalarda, I/R hasarmmi onlemek icin farkli antioksidanlarin

serbest radikal tutucu 6zelliklerinden yararlanilmaktadir (4,20,29,37,68,69,78,94,)

2.3.2. Antioksidanlar

Organizmanin antioksidan savunma sisteminin dengede olmasi saglikli bir yasam
icin ¢ok Onemlidir. SOR’larin olusturdugu hasar1 Onlemek ve detoksifikasyonu
saglamak iizere gorev yapan endojen veya eksojen kaynakli enzim veya enzim olmayan

ajanlara antioksidan madde denir. Organizmay1 koruyan antioksidan savunma sistemi;
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stiptiriicti etki, inaktif sekle doniistiiriicti etki, zincir kiric1 etki ve onarici etki olmak
tizere dort yolla etki gosterir. Glutatyonun (GSH) hiicre, doku ve organ sistemlerinin
biitlinliigiinlin yapisal ve fonksiyonel olarak korunmasinda antioksidan bir molekiil
olarak Onemi biiyiiktiir. Asirt  oksidatif stres veya antioksidan potansiyelin
yetersizliginde gozlenen oksidatif hasar sonucu, GSH diizeyi azalmakta ve serbest
radikal harabiyetine bagli olarak, patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir. GSH, kanser,
yaglanma, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar gibi  bircok  hastaligin

patofizyolojisinde yer almasi ag¢isindan dnem tagimaktadir (22).

Dokularda, antioksidan enzim sistemleri; iki siiperoksit dismutaz (CuZnSOD ve

MnSOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir (85).

Antioksidanlarin tanimlanmasinda ve etkilerinin ortaya konmasinda I/R modelleri
onemli katki saglamaktadir. Antioksidan 6zelligi One siiriilmiis maddelerden ikisi de

melatonin ve pyrrolidine’dir.

2.3.3 Malondialdehit (MDA)

Serbest radikal hasarmin sonuglarindan biri de lipid peroksidasyonudur.
Biyolojik sistemlerde, poliansature yag asitlerinin oksidasyonu olarak bilinir ve bu olay
birbirini izleyen zincirleme reaksiyonlar dizisidir. U¢ asamadan olusur: Baslangig
(initiation), ilerleme (propagation) ve sonlanma (termination). Lipit peroksidasyonunun
baglangici, Oksidatif bir bilesik tarafindan poliansatiire yag asitinin metilen grubundaki
(-CH2-) H atomunun koparilmasidir. Hidrojen atomu koparilabilen Oksidatif bilesikler;
hidroksil radikali (OH), alkoksil radikali (RO), peroksil radikali (ROO) ve hidroperoksit
radikalleridir (HO;). Hidrojen peroksit veya siiperoksit radikalleri bu koparma islemini
gerceklestiremezler. Yag asitinde ¢ift bagin varligi, bitisigindeki C-H bagim
zayiflattigindan buradan H. atomunun koparilmasi daha kolaydir. Bundan dolay:
poliansatiire yag asitlerine sahip membran lipitleri peroksidasyonuna 6zellikle
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duyarlidir. Oksidatif radikallerin bu saldiris1 sonucu, yag asit zincirinde bir ¢iftlesmemis
elektron yani lipit radikali olugur. Karbon merkezli lipit radikali daha sonra molekiiler
diizenlemeyle konjuge dien olusturur. Bunlarda oksijenle hizlica reaksiyona girerek
peroksil radikalini olusturur. Peroksil radikali, yalniz basina bitisik yag asitinden
H.kopararak karbon merkezli lipit radikali olusturma kabiliyetindedir. Bu yiizden
peroksil radikali olustuktan sonra zincirleme reaksiyon baglar (chain propagation).
Prensip olarak lipit peroksidasyonu, oksijen veya lipit substratlarin tiiketilmesiyle
sonlanir. Zincir sonlanma reaksiyonlarindan bazilar1 sunlardir: Lipit radikali (L),
alkoksil radikali (LO) ve peroksil radikalleri (LOO) arasinda gapraz reaksiyonlarda
miimkiindiir. Membranlarda meydana gelen lipit peroksidasyonu membran
organizasyonunu bozarak hiicrenin yasaminmi tehdit eder. Biyolojik membranlarda
meydana gelecek lipit peroksidasyonu; membran akiskanlhiginin kaybina, membran
potansiyelinin diismesine, iyonlara karsi gecirgenliginin artisina ve sonunda hiicrenin
biitinligiiniin  bozularak  Olimiine yol agar. Malondialdehit (MDA) lipid
peroksidasyonunun sekonder bir dirlinii olup, lipidlere ait peroksidasyonun

belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir (56,25,100).

2.3.4. Melatonin’in genel ozellikleri

Saglikli bir yasam ic¢in viicudumuzun endojen savunma mekanizmalarini
destekleyici bir yasam sekli siirdirmemiz gerekmektedir. Bunun i¢in aksamlar1 ¢ok geg
olmadan yatmak ve tam karanlikta uyumak olduk¢a 6nemlidir. Gilines batimindan sonra
ya da giines dogmadan Once organizmanin 1sikla temas: diger bir deyisle karanlik
periyotta yapay 1sik uygulama memeli fizyolojisinde olumsuz etkiler dogurmustur.
Pineal bezin kesfi ile birlikte bu organin biyokimyasal ve sekretuar aktivitesinin
aydinlik/karanlik c¢evre ile baglantisi belirlenmistir (Sekil 6). Dolayisiyla organizma
giinliik ve mevsimsel degisiklikleri oldukca diizenli bir ritm i¢inde (endojen sirkadiyen

ve sirkanyen ritim) kontrol etmistir (58,97).
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Melatonin, memelilerin baslica beyninde cerebral yarimkiireler arasindaki pineal
bezden ve ayrica over, lens ve kemik iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal
sistemden sentezlenip salgilanan bir hormondur. Retinada sentezlenen melatonin retinal
pigment epitelyum fonksiyonunun ve fotoreseptorlerdeki gece-giindiiz varyasyonuna

kars1 retinanin verecegi yanitin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (84).

) Triptofan
triptofan

S-hidroksilaz!
5- hidroksitriptofan

] w

Serotonin
serotonin-
N-asetijtransferaz

N-asetilserotonin

\ Hidroksiindol-o-
{ Metiltransferaz
Melatonin

Sekil 6: Memelilerde Melatonin’in beyninde cerebral yarimkiireler arasindaki pineal bezden ve
ayrica over, lens ve kemik iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip
salgilanmas1 ve gece giindiiz dongiisii (84).

Deride; pigment graniillerin degisiminden ve derin dokularin giinesin zararl
radyasyonuna karsi korunmasindan sorumlu olan melatonin, gastrointestinal kanalda
enterokromofin  hiicrelerde sentezlenmekte ve postprandial olarak dolasima
saliverilmektedir. Nitekim melatoninin postprandiyal plazma diizeyindeki artiglar 6giin
sonras1 hipnotik etkisiyle iliskisi dogrulamaktadir. Safrada sentezlenen melatonin ise
okside kolesterol tiirevlerine ve safra asitine karsi safra yollarimin mukozasmi ve

epitelini oksidatif hasara kars1 korumaktadir (84).

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) sentezinde birinci basamak triptofanin
pinealositler i¢ine alinmasi ve orada pineal bir enzim olan N-asetiltransferaz (NAT)
tarafindan N-asetil serotonine donistiirilmesidir. N-asetil serotoninin melatonine
doniistimii  diger bir pineal enzim olan hidroksiindol-o-metiltransferaz (HIOMT)
aracilig1 ile olur. Sentezin diizenlenmesi primer olarak geceye, diger bir deyisle
karanliga baghdir. Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hiicreleri olan

pinealositlerden hizla salgilanmaktadir.
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Salgilanma hiz1 29 mg/giin diir. Sentezden sorumlu N-asetiltransferaz’in aktivitesi
dolayisiyla melatonin sentezi spesifik c-AMP bagimli transkripsiyon faktorleri ve
fotoperiyodik sartlar tarafindan diizenlenir. Isik altinda, retinadan baslayan néronal
impulslar, hipotalamusta suprachiasmatic nukleus (SCN) ve diger hipotalamik yapilara
aktarilir. Uyart SCN ve periventrikiiler nukleus (PVN) araciligi ile ggl. cervicale
superiora gecer. Insanda karanligm baslamas: ile postganglionik sempatik liflerden
saliverilen noradrenalin esas olarak [3; reseptorlere baglanarak, depolardaki seratonin ve
NAT’nin intraselliiler saliverilmesine neden olur. Noronlarda ve pineal bezdeki
biyokimyasal sinyallerin bu dongiisii insanda melatonin anabolizmasini hizlandirir ve

ayni zamanda melatoninin giin i¢i ritme bagli olarak sentez ve saliverilmesini olusturur.

Baz1 ¢aligmalarda ise melatoninin antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii
etkisinin reseptor aracili olmadig1 ve bu etkilerin fizyolojik konsantrasyonlarin tizerinde
olustugu bildirilmektedir (84). "OH radikalini nétralize edici etkisi glutatyondan 5 kat ve
ROO'. inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat fazla etkilidir. Ancak melatoninin
peroksil radikali iizerine olan etkisi tartismalidir. Bazi aragtiricilar melatoninin, peroksil
radikaline kars1 siipiiriicli etkisinin E vitamininden daha diisiik oldugunu dolayis1 ile
lipoperoksil radikaline kars1 daha az noétralize edici etkisinin  bulundugunu
belirtmislerdir (2). Melatonin ayrica inflamasyon reaksiyonlari sirasinda makrofajlarin
aktivasyonu ile olusan ve toksik bir oksijen tiirevi olan Hipoklor6z Radikaline kars1 da
stiptiriicti etki gostermektedir (84). Ancak melatoninin H202 ve "O2 radikalleri {izerine
direkt siipiiriicii etkisi zayiftir. Melatoninin H202 ile reaksiyonu sonucu N1-asetil-N2-
formil-5-metoksi kniiramin (AFMK) olustugu, AFMK nin ise katalazla N1-asetil-5-
metoksi kniliramin’e doniistiiriildiigii ve antioksidan etkiye sahip bu metabolitlerin

melatoninin siipiiriicti etkisini artirdig1 bildirilmistir (2).

Melatoninin serbest radikaller {lizerinde dolayli etkileri de vardir. Melatonin,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O2 radikalini
H202’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmayi1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gdstermektedir. Melatonin fizyolojik
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konsantrasyonlarda  serebellumda NOS  aktivitesini  baskilayarak noral ve
kardiyovaskiiler fonksiyonlarin fizyolojik diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu etkide
melatoninin serbest radikal olusumunu Onleyici etkisine aracilik etmektedir. NO tek
basina bir serbest radikaldir ve O, varliginda ONOO- olusumunu artirir. Melatonin ile
NOS aktivitesinin baskilanmasi NO olusumunu azaltarak bu yolak iizerinden oksidatif
hasar1 azaltmaktadir. Melatoninin serbest radikaller iizerindeki siipiiriicii etkisi onun

ayni zamanda gii¢lii bir antiinflamatuar ajan oldugunu da agiklamaktadir (84).

2.3.5. Pyyrolidine’nin genel 6zellikleri

Kimyasal olarak (R1) (R2) N-C(S)-SR3 fonksiyonel gruplari ile bilinen
ditiyokarbamatlar bazi1 sanayi kollarinda ve tarimda pestisit olarak olduk¢a yaygin
kullanilan ~ maddelerdir. Bu kimyasal yapiya sahip olan maddelerden,
dietilditiyokarbamat ve disiilfiram halen tipta kronik alkolizmin ve akut metal
zehirlenmelerinin tedavisinde kullanilmaktadir (61). Ditiokarbamatlar, (pyrrolidine)
antioksidan simifidir. Ditiokarbamatin dietil derivelerinin (dietilditiokarbamat) metal
selasyonu Ozellikleri insanlardaki metal zehirlenmesinin tedavisi amaciyla yillarca
incelenmistir. Dietilditiokarbamat insan immiinyetmezlik virusii (HIV) ile enfekte olan
bireylerde NF-KP aktivasyon inhibisyonu yaparak edinilmis immiin yetmezlik
sendromunun (AIDS) baslangicini geciktirmek i¢in kullanmilmistir (63,70). Bilinen
ditiokarbamatlar arasinda, en etkili NF-K inhibitorii ditiokarbamatlarin pyrrolidine
tirevleridir (pyrrolidine ditiokarbamat). Bu 6zelligi hiicre membranlarindan ge¢mesine
ve fizyolojik pH’taki soliisyonlarda uzun stabilitesine baglidir. Ditiokarbamatlar
tarafindan NF-Kp aktivasyonunun diizenlenmesi ihtimali, bu ajanlarin I/R hasar1 veya
inflamasyon dahil olmak iizere bobrek hastaliklarinda tedavi edici faydalart oldugunu
diistindiirmektedir. Pyrrolidine ditiokarbomat’nin (PDTC) zimosan ile indiiklenen ¢oklu

organ yetmezligi sican modellerinde, kronik inflamasyonu azalttig1i gdosterilmistir.
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Kronik bobrek yetmezligi modellerinde, pyrrolidine ditiokarbamat ile NF-Kf
aktivasyonunun inhibisyonu, adriamisin ile tetiklenen nefropati ve Heymann nefriti de
dahil olmak iizere faydali etkiler gostermektedir. Pyrrolidine ditiokarbomat ayni
zamanda, anjiotensin II ile olusan renal inflamasyonu ve proteiniirik siganlardaki
kortikal tubulointerstisyal hasarda NF-KB aktivasyonu inhibisyonu ile diizelme
saglamaktadir. Son zamanlarda, farelerde zimosan ile tetiklenen c¢oklu organ
yetmezliginde pyrrolidine ditiokarbamatin in vivo modellerde bobrek yetmezligi
gelisimini azalttig1 gosterilmistir. Son zamanlarda, NF-Kp aktivasyonunun pyrrolidine
ditiokarbamat ile inhibisyonunun sicanlarda kronik takrolimus (FK506) uygulanmasina
bagli nefropatiyi (tiibiil hasar1 ve interstisyel fibrozis dahil) azalttigi gosterilmistir.
Pyrrolidine ditiokarbamatin; kronik ve akut inflamasyonda, kalp, akciger ve kaslardaki

I/R hasarini azalttigi bilinmektedir (5,33,61,)

PDTC’nin, NFxB’nin inhibisyonuna neden olmasin1 agiklayan baska bir
mekanizma ise onun NFxB yolaginda bir proteozom inhibitorii olarak davrandiginin
gosterilmis olmasidir (61). Giiniimiizde proteozom inhibitorleri apopitoza Kkarsi
koruyucu etkileriyle kanser tedavisi i¢in timit verici hedef haline gelmislerdir. Diger
taraftan karaciger hastaliklar1 da dahil olmak {izere immiin ya da enflamatuar pek gok
hastaligin patogenezinde rolii oldugu bilinen NFxB aktivasyonu ile iNOS
transkripsiyonu iliskisini gosteren arastirmalar PDTC’nin bagska bir 6zelligine de dikkat
¢ekmektedir (61). Bu, PDTC’nin patolojik siire¢lerde asir1 artan NO fiiretimini iNOS

ekspresyonunu engelleyerek azaltmasidir (61).

Hiicrelere kolaylikla penetre olmasindan dolayr hiicre kiiltlirii caligmalarinda
oldukga yaygin kullanilan PDTC ayni zamanda NF-K i¢in spesifik bir inhibitor olarak
kabul edilmektedir. Ciinkii PDTC’nin, insan lenfositik hiicrelerinde ve fare
fibroblastlarinda IL-1, TNF, PMA, H202, LPS tarafindan indiiklenen NF-Kf
aktivasyonunu inhibe ettigi deneysel calismalarla gosterilmistir (28). Yapilan
aragtirmalarda  PDTC’nin NFkB inhibisyonuna neden olmasi genellikle onun
antioksidan Ozellikleriyle agiklanmaya ¢alisilmaktadir (54). Oysa bu etkide PDTC’nin

prooksidan 0Ozelliklerinin de payr olabilecegini hatirlamak gerekir. Bu etki
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ditiyokarbamatlarin ROT’lar ve nitrojen ile reaksiyonlari sonucu olusan tiliram
disiilfitlere baglanmaktadir. Tiuram distilfitlerinse GSH ve protein tiyollerin
oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Bu bilgilere dayanarak PDTC’nin bazi
transkripsiyon faktorlerinin kritik tiyol gruplarini okside ederek NF-Kf inhibisyonu

olusturabilecegi sonucuna da varilabilir (61).
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3. GEREC VE YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun 2011/227 Sayili
izni ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim dali
laboratuvarinda deneysel asamasi tamamlanip, doku ve kan alimi, yapildiktan sonra.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Biyoloji laboratuvarinda biyokimyasal
analizleri, Eskisehir Osmangazi Universitesi Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda

bobrek dokularinin histolojik takipleri yapildi.

3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullar:

Calismada 250-300 gr. agirliginda sprague Dawley cinsi siganlar kullanildi.
Siganlar 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik dongii igerisinde su ve yem alimlarina dikkat
edilen sicaklig1 sabit tutulan (21° + 3°C) hayvan saklama odasinda 4-5 si¢an alabilen
kafeslerde barindirildi. Deney siirecinde tiim si¢anlar polikarbon seffaf kafeslerde tek

tek, standart sigan yemi ile beslenerek ¢cesme suyu verildi.

3.2. Deney Gruplar

Deneye tabi tutulacak sicanlar rastgele secimle her grupta n=8 olacak sekilde 5

grup olusturuldu.
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Grup 1 (Kontrol ): Sag nefrektomi yapildi, 15 giinliik iyilesme déneminin bitiminde 7
giin giinde tek doz intraperitoneal olarak serum fizyolojik (SF) verildi. Anestezi altinda

kan ve dokular1 alind1. Yiiksek doz anestezi verilerek 6tenazi uygulandi.

Grup 2 (SF+I/R): Sag nefrektomi yapildi, 15 giinliik iyilesme doneminin bitiminde 7
giin giinde tek doz intraperitoneal olarak SF verildi. 45 dk. iskemi yapilip 24 saatlik
reperfiizyon siiresinin bitiminde, anestezi altinda doku ve kan alindi. Yiiksek doz

anestezik madde verilerek 6tenazi uygulandi.

Grup 3 (M+I/R): Sag nefrektomi yapildi, 15 giinliik iyilesme doneminin bitiminde 7 giin
giinde tek doz intraperitoneal olarak Melatonin verildi. 45 dk. iskemi yapilip 24 saatlik
reperfliizyon siiresinin bitiminde, anestezi altinda doku ve kan alindi. Yiiksek doz

anestezik madde verilerek 6tenazi uygulandi.

Grup 4 (P+I/R): Sag nefrektomi yapildi, 15 giinliik iyilesme doneminin bitiminde 7 giin
giinde tek doz intraperitoneal olarak Pyrrolidine verildi. 45 dk. iskemi yapilip 24 saatlik
reperfiizyon siiresinin bitiminde, anestezi altinda doku ve kan alindi. Yiiksek doz

anestezik madde verilerek 6tenazi uygulandi.

Grup 5 (MP+I/R): Sag nefrektomi yapildi, 15 giinliik iyilesme doneminin bitiminde 7
giin glinde tek doz intraperitoneal olarak Melatonin ve Pyrrolidine birlikte verildi. 45
dk. iskemi yapilip 24 saatlik reperfiizyon siiresinin bitiminde, anestezi altinda doku ve

kan alind1. Yiiksek doz anestezik madde verilerek 6tenazi uygulandi.

34



3.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Melatonin

Sigma-Aldrich firmasindan toz Melatonin (Sigma ALDRICH®) temin edildi.
Etanol i¢inde ¢ozdiiriildii, % 1 etanol olacak sekilde SF eklendi (10 mg/ml). 10 mg/kg 7

giin/ giinde tek doz intraperitoneal enjeksiyon ile verildi.

3.3.2. Pyrrolidine

Pyrrolidine ditiokarbamat (PDTC) (Sigma-Aldrich®; isvigre) SF igerisinde
cozdiirtilerek (100mg/ml) 100 mg/kg 7 giin/giinde tek doz intraperitoneal enjeksiyon ile

verildi.

3.3.3. Serum fizyolojik (SF)

Cozeltilerin hazirlamasinda, grup 1 ve grup 2 de % 0.09 NaCl izotonik sodyum
kloriir (Eczacibasi-Baxter”™) kullanildu.
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3.3.4. Anestezikler

Tilim cerrahi islemler ve 6tenazi anestezi altinda gerceklestirildi.

3.3.4.1. Ketamin

50 mg/kg intraperitoneal (Ketalar®) olarak verildi

3.3.4.2. Xylazine

10 mg/kg Intraperitoneal Xylazine (Rhompun ®) olarak verildi

3.4. Cerrahi Islemler

3.4.1. Nefrektomi

Cerrahi islem Anatomi laboratuvarinda mevcut olan Zeiss mikroskop ile
gerceklestirildi (Sekil 7). Anestezi altinda ratlar supin pozisyonda tesbit edilerek lomber

bolgeden transvers istikamette kesilerek agildi.
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Sekil 7: Anestezi altinda supin pozisyonda, lomber bolgeden kesilerek bobregin bulunmasi ve
Nefrektomi yapilip kapatilmast

Eksizyon sirasinda meydana gelen kanamalarin stazi saglanarak, intraperitoneal
organlar steril bir spancin iizerine yatirildi ve islem boyunca nemli kalmasi saglandi.
Daha sonra retroperitoneal olarak sag bobrege ulasilarak; a.v. subrenalis, a.v. renalisler,
ureter ¢ift tarafli 9/0 ipek iplikle proximal ve distalden arada mesafe konularak
baglandi. Anatomik yapilar1 baglama sirasinda mikroforsepsler kullanildi. Sonra
mikromakasla arada kalan damar ve lireter kesilerek bobrek serbestlestirildikten sonra
nefrektomi islemi gergeklestirildi. Nefrektomiden sonra organlar tekrar abdomen igine

yerlestirilerek kanama kontrolil yapilarak cilt alt1 ve cilt 3/0 katkutle kapatildi.

3.4.2. Iskemi / Reperfiizyon

Anestezi altinda median insizyon ile abdominal kaviteye girildi (Sekil 8). I/R

olusturmak tiizere sol bobrege ulasildi, sol arteria renalis‘in klemplenmesi ile 45

dakikalik iskemi
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Sekil 8: Anestezi altinda median insizyon ile abdominal kaviteye girilip bobrek bulunduktan sonra
45 dk. Iskemi yapilmasi

olusturuldu. Siirenin dolmasi ile klemp agild1 24 saat reperfiizyon saglandi (Sekil
9). Cilt alt1 doku ve cilt kapatildi. Sigan tek olarak kafese yan yatirildi, baginin alt1 ve
sirt bolgesi talas ile desteklenerek ayilmasi beklendi.

Sekil 9: Anestezi 45 dk. Iskeminin ardindan klemp’in alinmasi ve 24 saatlik reperfiizyonun
baglamasi. Cilt alt1 ve cildin kapatilmasi.
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3.5. Kan Alim ve Biyokimyasal Analiz

Anestezi altinda karin 6n duvart ve diaphragma agilarak kalbe ulasildi, apeks’ten
3-4 ml kan, EDTA I tiiplere (BD Vacutainer K3E 7,5% 0.040 ml) alinip 6000 rPm 10
dakika santrifiij edildi.

3.5.1. Orneklerin hazirlanmasi

Kanlar 2 mI’lik EDTA’l1 tiiplerde + 4° C da sakland.

3.5.1.1. Eritrosit hemolizatlarinin hazirlanmasi

Eritrosit hemolizati hazirlanmasi i¢in Sun ve arkadaslarinin 1988’de tarifledigi

metot kullanildi (80).
1) 2 ml lik EDTA’l1 CBC tiipiine 2 ml kan alind1.
2) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
3) Plazma ve 16kosit ayrildi. Tiipte eritrosit peleti birakildi.
4) Eritrosit peleti kadar serum fizyolojik eklendi.
5) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
6) Supernatant atildi.
7) Geride kalan pelet hacmi kadar serum fizyolojik eklendi.
8) +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

9) Supernatant atildu.
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10)Geride kalan pelet hacmi kadar serum fizyolojik eklendi.
11)+4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
12)Supernatant atildu.

13)Geride kalan pelet hacmi kadar distile su eklendi.
14)+4°C de 5000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi.

15)Supernatant alindi ve SOD, MDA, katalaz &lgiimii yapilana kadar -85°C de

muhafaza edildi.

3.5.2. Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iimii

SOD aktivitesi WST (water-soluble tetrazolium salt) reaksiyonuna dayanan
"Sigma SOD Determination Kit (Cat. N0:19160)" ile belirlendi.

3.5.2.1. Ol¢iim yontemi

1) 20 pl ornek, tiim 6rnek ve blank 2 kuyucuklarina eklendi ve
20 pl ddH20 blank 1 ve blank 3 kuyucuklarina eklendi.

2) 200 pl WST soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi ve
karistirilda.
3) 20 pl Diliisyon Buffer tiim blank 2 ve blank 3’lere eklendi.
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4) 20 pl Enzim Calisma Soliisyonu tiim blank 1’lere eklendi ve

karistirildi.
5) 37 °C’de 20 dk. inkiibe edildi.
6) 450nm’de Elisa okuyucu ile absorbans degerleri okundu.
7) SOD aktivitesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi.

SOD aktivitesi; (% inhibisyon orani1) = {[(A pank 1-A blank3)- (A smek- A blank 2)] /

(Ablank 1- A blank 3) Hormiile gore hesaplandi.

3.5.3. Malondialdehit (MDA) diizeyi él¢iimii

Lipit peroksidasyonu son iirlinlerinden bir tanesi olan MDA nin tiyobarbitiirik asit

(TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanilarak dl¢iilmiistiir (93).

3.5.3.1. Cozeltiler

1) % 1 Fosforik asit ¢ozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye

tamamlandi.

2) % 0.6 TBA (Tiyobarbitiirik Asit) ¢ozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda

¢Oziundiirildi.

41



3.5.3.2. Spektrofotometrede okuma

1) Her 6l¢timde bir kor ve 6rnek tiipleri hazirlandi.

2) Kor tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢o6zeltisi,
ornek tiipiine; 0.5 ml hemolizat, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

ilave edildi.
3) Kor ve ornek tiipleri bir beherde su iginde 45 dakika kaynatildi.
4) Tiipler soguduktan sonra iglerine 4 ml butanol ilave edildi.
5) 3500 rpm’de 10 dak santrifiij edildi.
6) Olgiim igin siipernatant alind

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

tiiplerinin absorbanslar1 okundu.

3.5.3.3. Sonucun hesaplanmasi

1- Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi igin; lipit peroksit standard (1.1.3.3.

tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml de hazirlandi.
2- Standart egrisinin hazirlanmasi:

- Kor tiipiine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

konuldu.
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-Standart tiiplerine; 0.5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml fosforik asit
¢ozeltisi, 1 ml TBA c¢ozeltisi ilave edildi ve absorbanslar okundu. Okunan
absorbanslarla, = konsantrasyon degerleri  milimetrik  kagit  {izerinde
karsilastirilarak ~ standart egrisi ¢izildi (Sekil 14). Standart egrisinde,
spektrofotometreden okunan absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon

degerleri okundu.

1,2 +

0,8 +
06 +

Absorbans

04

02 +

Konsantrasyon (MDA nmol/ml)

Sekil 14: MDA standart egrisi

3.5.4. Katalaz (KAT) aktivitesi 6l¢iimii

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan hidrojen
peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi temeline dayanilarak olgilimler

gergeklestirildi (23).
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3.5.4.1. Cozeltiler

1) Substrat soliisyonu: %30 H;0O, den 8.11 ml alinip, fosfat tamponu ile
1000 ml ye tamamlanip pH 7.4 ayarlanda.

2) 32.4 mmol/l amonyum molibdat ((NH4)sM07024 4H,0) ¢ozeltisi: Bunun
icin, 8 g amonyum molibdat 200 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.
Her zaman taze olarak kullanildi ve kisa siireli beklemelerde ¢okelti

olusmussa vorteksten gegirildi.
3) Tampon ¢ozeltisi:
A) 4.08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.
B) 8.04 g Na,HPO, alinarak 500 ml distile suda ¢ozildi.

Daha sonra (A) ¢ozeltisinden 3.3 ml alinarak (B) ¢ozeltisi ile 100 ml ye tamamland1

ve pH=7.4’¢ ayarlandi.

3.5.4.2. Spektrofotometrede okuma

1) Her bir 6rnek tiipii i¢in bir kor tiipi (blank 1, B1) hazirlandi ve tiipler

numaralandirildi.

2) Kor (B1) tiiplerine; 37 °C de su banyosu igin 1 ml substrat ve 0.2 ml
hemolizat ilave edilerek baslatilan reaksiyon, aninda 1 ml amonyum

molibdat ¢ozeltisi ilavesiyle reaksiyon durduruldu.
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3)

4)

5)

6)

7)

Ornek tiiplerine ise; 1 ml substrat ve 0.2 ml hemolizat konarak, 37 °C
de 60 saniyelik inkiibasyon siiresince devam eden reaksiyon yine 1 ml

amonyum molibdat ¢ozeltisi ilavesiyle durduruldu.

Ornek tiiplerinin inkiibasyonu igin 60 saniyelik bekleme siiresi i¢inde

blank 2 (B2) ve blank 3 (B3) tiipleri hazirlandu.

Blank 2 tiiptine; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0.2 ml tampon ilave
edildi.

Blank 3 tiipline; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0.2 ml tampon, ilave

edildi.

Spektrofotometrede 405 nm de distile suya karsi B2 ve B3 tiiplerindeki
sollisyonun degerleri okundu, sonra kor (B1) tiipleri ve arkasindan 6rnek

tiipleri okundu.

3.5.4.3. Sonucun hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve sonuglar;

Ornek - Blank 1 (By)

Katalaz aktivitesi = x 271 = KU/l olarak

bulundu.

Blank 2 (B,) - Blank 3 (B3)
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3.5.5. Glutatyon peroksidaz (Gpx) aktivitesi 6l¢iimii

Gpx aktivitesi Cayman Chemical, 703102 katalog numarali Glutathione
Peroxidase Assay Kit ile 6lgiildii.

3.5.5.1. Ol¢iim yontemi

1) Non-enzimatik kuyucuklar: 120 pl Assay buffer ve 50 ul co-substrat karigimi
eklendi.

2) Pozitif kontrol kuyucugu: 120 pl Assay buffer, 50 pul co-substrat karigimi ve 20
ul diliie Gpx kontrol eklendi.

3) Ornek kuyucugu: 120 pl Assay buffer, 50 pl co-substrat karisimi ve 20 pl drnek
eklendi.

4) Tiim kuyucuklara 20 pul Cumene hydroperoxide eklenerek reaksiyon baslatildi.
5) Plate birkag saniye dikkatli bir sekilde ¢alkaland1 ve karigtirildu.

6) 340 nm’de 5 dk boyunca her dakikada 1 kere okundu.
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3.5.5.2. Hesaplama

1) 340nm’deki ortalama absorbans hesaplandi.

| Agyo (Time 2) - Ay (Time 1) |

Time 2 (min.) - Time 1 (min.)

AA

340/ Min. =

2) Gpx aktivitesi hesaplandi.

AA,, /min. 0.19 ml
GPx activity = o W0 70 x Sample dilution = nmol/min/ml

0.00373 pM-t 0.02 ml

3.6. Doku Al ve Histolojik Inceleme

Karin agildiktan sonra alinan sol bobrek, serum fizyolojik bulunan kaplara
aliarak yikandi. Longitudinal olarak ikiye ayrilan dokular histolojik inceleme yapilmak
tizere %10 ‘luk tamponlanmig formaldehit soliisyonlu kaplara alindi ve agzi sikica

kapatildu.

3.6.1. Bobrek icin histolojik doku takibi

Sirasiyla asagidaki protokole gore takip yapildi.
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. %10’luk formaldehit soliisyonda : 48 saat

. 70°° lik Alkol : 1 saat
. 80°” lik Alkol : 1 saat
. 90°” lik Alkol : 1 saat
. 96°’ lik Alkol I : 30 dakika
. 96°° lik Alkol II : 30 dakika
. Ksilol | : 15 dakika
. Ksilol 11 : 15 dakika
. Parafin | : 45 dakika
. Parafin Il : 1 saat
. Parafin I11 : 1 saat

3.6.2.Hematoksilen-Eozin boyama yontemi (H&E)

Parafin bloklardan aliman 5 pm’lik kesitler Hematoksilen-Eozin yontem ile

boyandi.

. Ksilol | : 20 dakika
. Ksilol Il : 20 dakika
. 96°’ lik Alkol I : 5 dakika
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. 96° lik Alkol IT - 5 dakika

. 90°’ lik Alkol : 5 dakika
. 80°” lik Alkol : 5 dakika
. 70°° lik Alkol : 5 dakika
. Distile su : 5 dakika
. Hematoksilen : 2 dakika
. Yikama (akar suda) : 5 dakika
. Eozin : 5 dakika
. 70°’ lik Alkol : 3 dakika
. 80°” lik Alkol : 3 dakika
. 90°’ lik Alkol : 3 dakika

3.7. istatistiksel Analiz

Calismamizin sonucunda elde edilen verilerin degerlendirmesinde “SPSS 18.0 for
Windows” paket programi yardimi ile one way ANOVA, Tukey testi kullanildi.

Gruplarin arasindaki farkliliklar degerlendirildi.
Tiim analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.

Tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA), birden fazla grubun oldugu
durumlarda bir degiskenle yontemler arasinda etkililik yoniinden bir fark olup

olmadigini belirlemek igin tek ydnlii varyans analizi kullamildi. Ikiden ¢ok bagimsiz
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grup verilerinin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi kullanildi. Buradaki tek
yon ifadesi, gruplar1 birbirinden ayiran tek Ozellik oldugu, ya da gruplarin tek

degiskeninin degerleri ile ayrildig1 anlamina gelir.

Giivenilirlik analizi olarak 6l¢egin toplanabilir 6l¢ek tipinde hazirlanip

hazirlanmadigini test etmek i¢in kullanilan yonteme Tukey testi denir.

50



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

Kanda MDA, SOD, GPx, CAT degerleri (ortalama+standart sapma) Tablo 1’de verildi.

Tablo 1: Kanda MDA, SOD, GPx, CAT diizeyleri (ortalama+standart sapma)

Grup MDA SOD GPx CAT
(nm/ml) (% inhibisyon)| (nm/min/ml)| (KU/ml)

KONTROL]| 1,08+0,60 | 80,94+ 10,90 | 17,90+6,04 | 9,56:+4,00
SF+I/R |2,24 +1,23” | 94,06+4,04” | 7,20+4,91 | 8,58+1,80
M+I/R |0,67+0,137 | 89,61+7,89 | 14,85+6,10 | 7,77+2,50
P+I/R | 0,91+0,49" | 94,13+4,86 |19,3449,80 | 10,68+2,70
MP+I/R | 1,69+£0,86 |80,43+11,40"|21,41+9,12""| 10,89+2,30

*p<0,05 , ** p<0,01 (I/R ile karsilastirildiginda)

o0 p<0,05 (kontrol ile karsilastirildiginda)
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MDA ve antioksidan enzim diizeylerinin dagilim grafikleri sekil 10-13’te verildi.

MDA (nm/ml)

4
3 I
) |
1 T
0

B 1.Grup (SF) B 2.Grup (SF-I/R)

¥ 3.Grup (MELATONIN) B 4.Grup (PROLIDIN)

B 5.Grup (MELATONIN+ PiROLIDIN)

Sekil 10: Gruplara ait MDA diizeylerinin dagilimi

SOD (% inhibisyon)
100
80
60
40
20
0
M 1.Grup (SF) B 2.Grup (SF-I/R)
i 3.Grup (MELATONIN) B 4.Grup (PROLIDIN)
B 5.Grup (MELATONIN+ PIROLIDIN)

Sekil 11: Gruplara ait SOD diizeylerinin dagilimi
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Gpx (hm/min/ml)

35,0
30,0
25,0
20,0 T
15,0
10,0

0,0

B 1.Grup (SF) B 2.Grup (SF-I/R)
#3.Grup (MELATONIN) B 4.Grup (PROLIDIN)
 5.Grup (MELATONiN+ PiROLIDIN)

Sekil 12: Gruplara ait GPx diizeylerinin dagilimi

CAT (KU/ml)

15,0

10,0

5,0

0,0
B 1.Grup (SF) B 2.Grup (SF-I/R)
3.Grup (MELATONIN) B 4.Grup (PROLIDIN)
M 5.Grup (MELATONIN+ PIROLIDIN)

Sekil 13: Gruplara ait CAT diizeylerinin dagilimi

[statistiksel olarak kan biyokimyasal analiz bulgular1 degerlendirildiginde (Sekil

10-13);

MDA DUZEYI: I/R’de artmis (p=0,02), Melatonin ve Pyrrolidine verilen gruplarda I/R

grubu ile karsilastirildiginda azalmistir (p=0,002, p=0.01 ) .

SOD DUZEYI: I/R’de artmis (p=0,02), Melatonin+Pyrrolidine verilen grupta azalmistir

(p=0,02).

GPx DUZEYI: Pyrrolidine verilen ve Melatonin+Pyrrolidine verilen gruplarda artmistir

(p=0,02, p= 0,005).
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4.1.1. Herbir hayvana ait biyokimyasal analiz degerleri

Herbir hayvana ait biyokimyasal analiz degerleri Tablo 2-6’da verildi.

Tablo 2: Kontrol grubundaki herbir hayvana ait olan kan biyokimyasal analiz degerleri

MDA SOD GPx KATALAZ
KOD (nm/ml) (%inhibisyon) (nm/min/ml) (kii/ml)
S37 0,5964 81,9346 12,5469 7,7393
S38 1,0807 77,1160 15,0938 13,5744
S 39 1,5579 71,0031 28,0161 5,5542
S40 1,2772 61,91223 24,9955 12,4025
S41 0,4772 68,9655 17,8284 4,8951
S 42 0,0912 90,4389 15,2815 15,7595
S43 1,8561 99,2163 10,8490 7,2755
S 44 1,3333 83,0721 14,4325 11,5480
ORT 1,0780 80,9429 17,9019 9,5555
Std(x) 0,5736 12,4572 5,8655 3,8447
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Tablo 3: SF+I/R grubundaki herbir hayvana ait olan kan biyokimyasal analiz degerleri

MDA SOD GPx KATALAZ
KOD (nm/ml) (%inhibisyon) (nm/min/ml) (kii/ml)
S27 1,6421 98,4326 17,8284 7,71882
S28 2,9263 93,9812 10,1877 9,4606
S29 2,7158 96,5517 5,0938 10,2052
S32 1,0105 86,3636 5,0938 6,5797
S33 1,0246 95,9247 3,3959 6,8971
S34 3,7719 93,7304 2,5469 8,4840
S35 0,9544 97,3354 7,5424 7,5685
S 36 3,8561 90,1254 5,9428 11,6700
ORT 2,2377 94,0556 7,2040 8,5817
Std(+) 1,2338 4,0420 4,9075 1,7508
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Tablo 4: M+I/R grubundaki herbir hayvana ait olan kan biyokimyasal analiz degerleri

MDA SOD GPx KATALAZ
KOD (nm/ml) (%inhibisyon) (nm/min/ml) (kii/ml)
S1 0,8281 92,4765 11,0366 8,1544
S2 0.6797 89,6059 14,8500 7,7741
S3 0,5895 94,6709 7,6408 8,6183
S4 0,6316 96,2382 16,8811 7,9957
S5 0,9123 84,9530 17,6408 8,5450
S6 0,7018 73,0094 9,3387 3,1128
S7 0,5614 97,3354 27,1671 11,9630
S8 0,5333 88,5579 14,2448 6,0303
ORT 0,6797 89,6059 14,8500 17,7742
Std(+) 0,1429 7,8905 6,1048 2,5019
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Tablo 5: P+1/R grubundaki herbir hayvana ait olan kan biyokimyasal analiz degerleri

MDA SOD GPx KATALAZ
KOD (nm/ml) (%inhibisyon) (nm/min/ml) (kii/ml)
S9 0,5895 97,6489 13,5836 14,2336
S 10 0,5614 94,6709 9,3387 10,5104
S11 0,5754 91,3793 29,7140 8,2521
S12 0,6877 94,6709 22,6363 6,6163
S13 0,7158 97,0219 12,5469 10,5958
S14 0,8280 97,0219 16,7918 11,7555
S15 1,9368 83,2602 37,3547 9,1798
S16 1,3860 97,33542 12,7346 14,2824
ORT 0,9101 94,1262 19,3375 10,6783
Std(+) 0,4944 4,8652 9,8013 2,7112
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Tablo 6: MP+I/R grubundaki herbir hayvana ait olan kan biyokimyasal analiz degerleri

MDA SOD GPx KATALAZ
KOD (nm/ml) (%inhibisyon) (nm/min/ml) (kii/ml)
S18 0,9263 96,5517 17,8284 11,9264
S19 3,1579 69,9060 35,9428 11,9875
S 20 1,3333 68,6520 32,1627 8,6061
S21 2,5544 74,4514 15,2815 14,3557
S 22 0,9263 83,5423 20,3753 8,8868
S23 0,8982 95,7680 12,7346 11,8898
S25 1,4877 69,9060 11,0366 7,5318
S 26 2,2035 84,6395 25,9428 11,9508
ORT 1,6860 80,4271 21,4130 10,8919
Std(+) 0,8558 11,4551 9,1159 2,2966
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4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sican bobreklerinde
goriiniimii belirlemek i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) boyasi kullanilmistir. Gruplara ait
bobrek kesitleri 151k mikroskopta incelendiginde, I/R hasar yogunlugunun hayvan

sayisina gore dagilimi tablo 7°de verilmistir.

Tabloda pirolidine’nin tek basina verildiginde, melatonin’e gore daha etkili
oldugu goriilmektedir. En gii¢lii etki ise, her iki maddenin birlikte verilmesiyle ortaa

ciktig1 dikkati cekmektedir.

1) Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait sigan bdbreklerinin 151k mikroskobik
goriintlisiinde bobrek tiibiil yapilari ve Malpighi cisimcikleri ile birlikte bobrek
medullasi ve korteksi normal yapida goriildii (Sekil 15 a-d).

2) 2)SF+I/R grubu: SF+I/R grubuna ait sican bobreklerinin 151k mikroskobik
goriintiisiinde her alanda yogun olmak {izere; tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler

dilatasyon ve tiibiil epitelyal hiicrelerinde dokiilmeler gozlendi (Sekil 16 a- c- d).

3) 3)Melatonin + I/R grubu: Melatonin + I/R grubuna ait sigan bobreklerinin 151k
mikroskobik goriintiisiinde yogun tiibiiler dejenerasyon ve tiibiil epitelyal
hiicrelerinde dokiilmeler, damar i¢i kongesyon , interstisyel alanda kismi
hiicresel infiltrasyon ,malpighi cisimciginde glomertil kapillerlerinde dilatasyon
tesbit edildi (Sekil 17 a- b- c- d). Bazi alanlarda malpighi cisimciklerinde
glomertiliin bobrek cisimcigini tamamen kapladigi ve Bowman araliginin

neredeyse kayboldugu goriildii (Sekil 18 a-d).
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4) 4) Pyrrolidine+I/R grubu: Pyrrolidine+I/R grubuna ait sigan bobreklerinin 151k

5)

mikroskobik goriintiisiinde bobrek tiibiil yapilart ve Malpighi cisimcikleri ile
birlikte normale yakin bobrek korteksi gorildii (Sekil 19 a-b). Bazi alanlarda ise
tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler dilatasyon ve tiibiil epitelyal hiicrelerinde

dokiilme bulgularina rastlanildi (Sekil 20 a-b).

5) Melatonin+pyrrolidine +I/R: Melatonin+pyrrolidine +I/R grubuna ait Sigcan
bobreklerinin farkli biiyliltmelerdeki 1s1ik mikroskobik goriintiisiinde bobrek
tiibiil yapilar1 ve Malpighi cisimcikleri ile birlikte normale yakin bdbrek

medullasi ve korteksi goriildii (Sekil 21 a-b- c-d).

60



Sekil 15: Kontrol grubuna ait sigan bobreklerinin farkli bityiiltmelerdeki 1sik mikroskobik goriintiisiinde

bobrek tiibiil yapilar: ve Malpighi cisimcikleri ile birlikte (ok bagi) normal bdbrek medullasi ve korteksi
(a-d) goriilmektedir. (H&E)
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Sekil 16: SF+I/R grubuna ait sigan bobreklerinin 1g1k mikroskobik gériintiisiinde her alanda yogun olmak
iizere; tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler dilatasyon (ok) (a-d) ve tiibiil epitelyal hiicrelerinde dokiilmeler
(ok basgi) (c) goriilmektedir. (H&E)
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Sekil 17: Melatonin + I/R grubuna ait sican bobreklerinin farkli biiyiiltmelerdeki 1sik mikroskobik
gorlintiisiinde yogun tiibiiler dejenerasyon ve tiibiil epitelyal hiicrelerinde dokiilmeler (ok basi) (a-d),
damar i¢i kongesyon (siyah ok) (b), interstisyel alanda kismi hiicresel infiltrasyon (beyaz ok) (c),
Malpighi cisimciginde glomertil kapillerlerinde dilatasyon (ok) (d) goriilmektedir (HE).
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Sekil 18: Melatonin+I/R grubuna ait sigan bobreklerinin farkli bitytiltmelerdeki 151tk mikroskobik
goriintiisiinde, bazi alanlarda tiibiiler yapilarda degisiklik gozlendi. Kortekste yerlesmis Malpighi
cisimciklerinde glomeriilin bobrek cisimcigini tamamen kapladigi ve Bowman araligiin
neredeyse kayboldugu gorillmektedir (ok) (a-d)(HE).
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Sekil 19: Pyrrolidine+I/R grubuna ait Sigan bobreklerinin farkli biiyiiltmelerdeki 151k
mikroskobik goriintiisiinde bobrek tiibiil yapilar1 ve Malpighi cisimcikleri ile birlikte (ok bast)
normale yakin bobrek korteksi goriilmektedir (a,b) (HE).

65



Ll
X e

\5_‘,

«
3 »

~~'l":“"’ ¥
ol %’

"
ey
o‘l\g’.\

Sekil 20: Pyrrolidine +I/R grubuna ait Sigan bdbreklerinin 151k mikroskobik incelemesinde bazi
alanlarda tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler dilatasyon (ok) (a,b) ve tiibiil epitelyal hiicrelerinde
dokiilmeler (ok basi) (b) goriilmektedir. (HE)
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Sekil 21: Melatonin+pyrrolidine +1/R grubuna ait Sigan bobreklerinin farkli biiyiiltmelerdeki 1s1k
mikroskobik goriintiisiinde bobrek tiibiil yapilart ve Malpighi cisimcikleri ile birlikte (ok basi)
normale yakin bobrek medullasi (a,b) ve korteksi (a,c,d) goriilmektedir (HE).

67



Tablo 7: Gruplara gore Bobrek histolojik skorlama tablosu.

BOBREK

Epitelyal hiicre
dokiilmesi

Tibiiler

Dejenerasyon

Tibiiler
Dilatasyon

Glomeriiler
Hasar

Infiltrasyon

S37

S 38

S39

S40

S41

S42

Kontrol

S43

S 44

S27

S 28

S29

S32

S33

SF+I/R

S 34

S35

S 36

WWWWW W wwo|lolo|o|o|o|o|o

WWWWWN W W o|olo|o|o|o|o|o
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Tablo 8: I/R hasar yogunlugunun hayvan sayisina (n) gore grup iginde ve gruplar arasindaki

dagilim.

Grup Yogun hasar Az hasar Normal

@) 1) ©)

KONTROL n=0 n=0 n=8

SF+I/R n=8 n=0 n=0

M+I/R n=6 n=2 n=0

P+I/R n=1 n=5 n=2

MP+I/R n=0 n=4 n=4

Histolojik skorlama ve preparatlara gore dagilim. (0):hasar yok, ( 1): az hasar, (2): orta

hasar, (3): siddetli hasar olarak degerlendirilmistir. n=denek sayisi.

HiSTOLOJIK SKORLAMA
3
25
()
553 2
o
g 15
o
£ 1
(@]
0,5
0 ,
Epitelyal Tubller Tubiler Glomeriler | Infiltrasyon
Hiicre Dejenerasy Dilatasyon Hasar
Dokilmesi on
H Kontrol 0 0 0 0 0
W SF+I/R 3 2,875 2,75 2,75 2,875
= M+I/R 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
m P+I/R 1 1 1 0,75 1
= MP+I/R 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Sekil 22: Bobrek histolojik skorlama tablosuna gore ortalama degerler ve grafikleri.
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5 TARTISMA

Bobrek iskemi-reperflizyon hasart parsiyel nefrektomi, renal arter angioplasti,
renal travma, sok, sepsis ve transplantasyon gibi bir¢ok klinik durumlarda
olusabilmektedir. Bu durum olusan akut renal yetmezlik sonucu mortalite ve

morbiditeyi artirmaktadir (8,49,86,90,).

Iskemik dokuda olusan reperfiizyon serbest oksijen radikallerinin {iretiminin
artmasina neden olarak dokuda zararli etkilerin olugmasina yol agar bu etkiler
mikrovaskiiler gecirgenligin artmasi, intertisyel 6dem, vasoregiilasyonun bozulmasi,

inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve hiicre nekrozu olarak siralanabilir (26).

Bobrek naklinde iskemi-reperfliizyon hasarina bagli gelisebilecek problemler ise
gilinlimiizde hala tam olarak acgiklanabilmis sorunlar olmadigindan aragtirmalar devam
etmektedir. Oksidatif stres bobrek iskemisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu yiizden
bobrek antioksidan kapasitesi arttirilarak umut verici bir tedavi yaklagimlart uygulama
alanlar1 bulabilir. Organ koruma ve cerrahi tekniklerdeki gelismelere ragmen, I/R hasar1
onemli bir klinik problem olmaya devam etmektedir ve dnlenmesi acisindan biiytik bir
ilgi alan1 olmaya devam etmektedir. Cesitli calismalarda, farkli organ ve renal I/R

hasarinda antioksidan maddelerin koruyucu etkisi rapor edilmistir (30,71,72,74).

Bobreklerde deneysel iskemi reperfiizyon hasarinin etkilerinin ortaya ¢ikmasi igin
belli bir iskemi siiresine gerek vardir. Singh ve Chopra rat bobreginde yaptigi ¢alismada
45 dakikalik iskemi siliresinden sonra reperflizyon hasarinin ortaya c¢iktigini
gostermiglerdir. Ancak bagka bir ¢alismada 60 dakikalik renal iskemi siiresi tercih

edilmistir (60,78).

Bizim ¢alismamizda 45 dakikalik iskemi siiresi ve 24 saatlik reperfiizyon siiresi
kullanilmistir. (SOR) salimimi doku reperflizyonu esnasinda, kandaki oksijen
konsantrasyonunun hizla artmasiyla olugsmaktadir. Bunun sonucunda olusan SOR hiicre
membran lipidleri ile etkileserek, doymamis yag asitlerinin deagilasyonunu

hizlandirarak arasidonik asit aciga cikarirlar. Arasidonik asitten siklooksijenaz ve
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lipooksijenaz etkisi ile olusan prostoglandinler, lokotrien gibi maddeler membran
permeabilitesini bozup hiicreyi fonksiyonel olarak yikarlar. Aynca SOR'lar proteinlerle
etkilesip yapisinda siilfidril bulunan enzimleri inaktif hale getirirler, protein ve niikleik

asit sentezini inhibe ederler. Bu metabolik olaylar hiicre 6liimii ile sonug¢lanirlar (15).

Organizmada SOR'larin olusum hizi ile etkisizlestirme hiz1 dengede oldugu siirece
organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsi savunma azalir veya bu
zararl bilesiklerin olusum hizi artarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagl
zararli etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Olusan SOR'lar c¢esitli hiicresel savunma
mekanizmalartyla enzimatik, (sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi)
veya nonenzimatik yol ile (melatonin, E vitamini gibi) zararsiz duruma getirilirler
(10,19).

Antioksidan vitaminler (a- tokoferol, askorbik asit), tiyol grubu tastyan bilesikler
(N-asetilsistein, L-sistein, Glutatyon) bu amagla siklikla kullanilmaktadir. Yapilan bir
calismada melatonin antioksidan olarak kullanilmis ve bobrekteki I/R hasarini 6nemli
oOlglide Onledigi saptanmustir (73). Ayrica antioksidan vitaminlerden a-tokoferol’iin I/R
hasarin1 azalttigi belirlenmistir. Bunlarin yani sira I/R hasarin1 6nlemek igin bazi
biyoflavonoidlerin de kullanildigi c¢alismalar bulunmaktadir (73). Birgogu kuvvetli
antioksidan ozellik gosteren flavonoidler, bitkisel kaynakli polifenolik bilesikler olup
hayvanlar tarafindan sentezlenememektedir. Simdiye kadar yapilan birgok caligmada
flavonoidlerin serbest radikal tutucu 6zellikleri sayesinde antiallerjik, antikanserojen ve
antiinflamatuar etki gostererek insan sagligi agisindan yararli oldugu vurgulanmistir
(73). Flavonoidlerin yapisal karakteristikleri heterosiklik oksijen halkalari tagimalaridir.
Bu halkasal yap1 farkliliklar1 nedeniyle bazi flavonoidler digerlerine gore daha fazla
antioksidan aktivite gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada quercetinin ve askorbik
asitin sigan karacigerindeki I/R hasarini o6nlemede basarili oldugu gosterilmistir. Bir
baska caligmada sican bobregindeki I/R hasarma karst Ginkgo biloba ekstrakti
kullanmiglardir (73). I/R olusumu Oncesinde, yogun olarak flavonoid glikozitleri ve
terpenoidler igeren bu ekstraktin uygulandigi gruba ait sicanlarin bobreklerinde, sadece

I/R hasar1 yaratilmis gruba oranla lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA
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seviyesinde diisme gozlenirken GSH miktarlarinin ise kontrol grubuna cok yakin
oldugu belirtilmistir (73). Histolojik verilerle de desteklenen bu galisma ile Ginkgo
biloba ekstraktinin flavonoid igerigi nedeni ile I/R hasarimi onledigi gosterilmistir.
Ancak bu ekstraktin tam olarak hangi flavonoidleri igcerdigi belirtilmemis, genel olarak

degerlendirilmistir (73).

Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz antioksidanlardan biri melatonindir. Yapilan in
vitro ve in vivo ¢aligmalarda melatoninin toksik hidroksil radikallerinin ve diger oksijen
kokenli radikallerin giiclii bir tutucusu oldugu gosterilmistir. Melatonin metaboliti olan
indol katyon tiirevi siliperoksiti tutarak antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Melatonin, SOD enziminin mRNA'sin1 arttirmakta ve siiperoksit radikalinin
dismutasyonuna bu sekilde de katkida bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX)
aktivitesi melatonin ile uyarilmaktadir. Bu nedenle melatonin intraselliiler hidrojen
peroksit seviyesini azaltmaktadir. Melatonin ile uyanlan glutatyon rediiktazin (GSH-
Red) aktivitesinde bir kofaktor olarak gorev yapan NADPH, glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz etkisi ile olusturulur. G6-PD aktivitesinin de melatonin ile uyarildig:
bilinmektedir. Baz1 c¢alismalarda, melatoninin H202'in uzaklastirilmasinda etkisi olan
katalaz aktivitesini de uyardig1 bildirilmistir. Aynca melatonin bir metabolitinin, H202'i

direkt tutucu etki gosterdigi rapor edilmistir (64,65,66,87).

I/R hasarina karst melatoninin koruyucu etkinligini sican bobreginde arastiran
Sener ve ark. iskemi-reperfiizyon uygulanan tiim gruplarin iire ve kreatinin diizeylerinde
artig saptamustir. I/R grubunda GSH diizeylerinde azalma, MDA, MPO aktivitelerinde
artma oldugunu bildirmiglerdir. Melatonin uygulanmasi renal fonksiyonlar: diizeltmis
ve oksidan yanitlar1 tersine ¢evirmistir. Histopatolojik incelemeler sonucu melatoninin

iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu oldugu saptanmistir (82,83).

Rodriguez ve ark. tarafindan sicanlarda, iskemi-reperfiizyon hasarina kars
melatoninin  koruyucu etkinligi c¢alisilmis, melatonin uygulanan grupta iskemi-
reperflizyon sonrasi renal fonksiyonun korundugu, glutatyon diizeylerinin artmis
oldugu, lipid peroksidasyonunun azaldigi ve nitrit diizeylerinin azaldig1 saptanmustir.

Ayn1 zamanda melatoninin histolojik olarak bobrek hasarini azalttigi bildirilmistir (67).
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Sener ve ark. tarafindan siganlarda, asetaminofenin olusturdugu toksisiteye karst
melatoninin, E vitamininin ve N-asetilsisteinin (NAC) olusturdugu koruyucu etkiler
arastirilmis ve asetaminofen verildikten sonra serum iire ve kreatinin degerleri belirgin
olarak arttig1 bildirilmistir. Bu degerlerin melatonin, E vitamini ve NAC tedavisi alan
gruplarda belirgin olarak azaldigi bildirilmistir. Asetaminofenin olusturdugu toksisiteyi
tersine ¢evirmede en fazla melatoninin etkili oldugu, E vitamininin en az etkili oldugu

goriilmiistiir (81).

Shin ve ark. tarafindan sicanlarda, siklosiporinin olusturdugu nefrotoksik etki
calisilmig, sadece siklosiporin A uygulanan grupta doku MDA diizeylerinin belirgin
olarak arttigim, melatonin verilen grupta ise doku MDA diizeylerinde anlamli bir
azalma oldugunu saptamislar. Melatoninin belirgin olarak siklosiporin A'nin serbest

radikallere bagli olarak olusan bobrek hasanm engelledigini bildirmislerdir (76).

Siklosiporin A’nin olusturdugu nefrotoksik etkiye karsi melatoninin koruyucu
etkisi Mim ve Suh tarafindan siganlarda arastirilmistir. Ure ve kreatinin degerleri
siklosiporin verilen grupta istatistiksel olarak belirgin yiiksek saptanmistir. Melatoninle
birlikte siklosiporin verilen grupta sadece siklosiporin verilen gruba gore istatistiksel
olarak belirgin yliksek MDA diizeyleri saptanmistir. Bu calismada, melatoninin

siklosiporin A'nin olusturdugu nefrotoksik etkinin 6énlendigi bildirilmistir (51).

Montilla ve ark. tarafindan, adriyamisinin olusturdugu hiperlipidemik nefropatiye
karsi melatoninin koruyucu olup olmadigi arastirilmistir. Bu g¢alismada melatonin
verilen grupta serum {lire, kreatinin ve idrar protein diizeylerinde anlamli bir azalma
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bobrek MDA diizeyinde anlamli azalma, GSH
diizeyinde anlamli artma, bobrek CAT aktivitesinde anlamli artma saptanmis,
melatoninin adriyamisinin olusturdugu hiperlipidemik nefropatiye kars1 koruyucu rol

oynadig1 bildirilmistir. Yapilan benzer bir ¢caligmada da benzer sonuglar bulunmustur
(2,52).

Ozbek ve ark. tarafindan, gentamisinin olusturdugu nefrotoksik etkiye karst

melatoninin koruyucu etkisi arastirilmis ve gentamisin ile birlikte melatonin verilen
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grupta MDA diizeyinin anlamli derecede azaldigi, CAT, SOD, GSH-Px aktivitelerinin
anlamli diizeyde arttigi bildirilmistir. Bu ¢aligmada gentamisin ile birlikte melatonin
verilen grupta, histolojik bulgularda belirgin derecede tiibiiler nekrozun azaldigi

saptanmis ve melatoninin gentamisinin olusturdugu toksik etkiyi onledigi gosterilmistir

(57).

Sener ve ark. tarafindan sicanlarda bobrekteki 1s1 hasar1 sonucu olusan etkilere
karsi melatoninin koruyucu etkisi arastirilmistir. Ist hasarinda hayvan modellerinde
olusan oksijen radikallerinin lokal ve uzak organ zedelenmesinde etkili oldugu
bildirilmistir. Melatonin tedavisinin azalmis olan GSH diizeylerini belirgin artirdigi,
MDA, protein oksidasyon ve myeloperoksidaz aktivitelerinde ise azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (82).

Diyabetin ve zorlu ylizme egzersizinin sigan beyin dokusunda yol agtigi oksidan
hasar iizerine melatoninin koruyucu etkisi arastirilmis ve olusan hasarin melatonin

uygulanmasiyla onlenebilecegi bildirilmistir (11).

Serebral iskemi-reperfiizyon hasari tlizerine bagli hasarin melatonin ve
amlodipinin koruyucu etkileri Toklu ve ark tarafindan arastirilmis norolojik
bozukluklarin melatonin ve amlodipin gruplarinda diizeldigi bildirilmistir. Iskemi-
reperfiizyon beyinde GSH ve Na+K+ATPaz aktivitesinde azalma ve bununla birlikte
MDA, MPO diizeylerinde artisa neden oldugu buna karsilik melatonin ve amlodipin
tedavileri tiim incelenen biyokimyasal parametrelerdeki degisimi ve I/R nin neden

oldugu beyin 6demini geri ¢evirdigi bildirilmistir (83).

Li ve ark. deneysel bobrek transplantasyonunda iskemi-reperfiizyon hasarinda
melatoninin antioksidatif, anti-apopitotik ve NF-kB’yi inhibe edici kapasitesiyle
onledigi bildirlmistir (42).

Bizim caligmamizda sadece Melatonin verilen grupta MDA diizeylerinin I/R
grubuna gore anlamli diizeyde azaldig1 goriildii (p=0,002). Antioksidan enzimlerden ise

sadece GPx seviyeleri artmistir. Histopatolojik incelemede melatoninin, verilen grupta
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bobrek hasarini orta derece diizelttigi goriilmiistiir. Bu bulgularimiz literatiirde Ki

bulgularla da uyumlu bulunmustur.

DTC biyolojik sistemlerde genis cesitlilikte etkileri diizenleyen antioksidan sinifin
tiyeleridir. DTC'nin dietil deriveleri metal zehirlenmesi, endotoksik sok, diyabetik
retinopati ve kazanilmig immiin yetmezlik sendromu (AIDS) gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmigtir. DTC’ler NF-kB'nin efektif inhibitorleri olan diisiik molekiil
agirlikli thiol bilesikleridir. Bu grup iginde pirrolidin derivesi, PDTC en potent NF-kj
inhibitoriidiir. Serbest radikallerin toksik etkilerine karsi antioksidan bilesik olarak ve
pro-inflmatuar sitokinlerin iiretimiyle etkilesime girmesi i¢in kullanilmistir, PDTC'nin
NF-kB inhibisyon o6zelligi antioksidan ozelliginden bagimsizdir (9,14,98). Yapilan
deneysel ¢alismalarda PDTC'nin kolorektal kanser tedavisinde kullanilan 5-florourasilin
sitotoksisitesini arttirdi81, prostat kanseri, T-hiicreli l6semi, lenfoma, miyeloid 16semi ve
gastrik  kanser hiicrelerinde pro-apoptotik ve anti-proliferatif etkileri uyardigi
gosterilmistir (7,13,41,45,48,50,75).

Yapilan bagka bir calisma da PDTC’nin, gentamisine ve etilen glikole bagh
nefrotoksitsitenin 6nlenmesinde oksidatif stres iriinii olan INOS ekspresyonunu ve NF-
kappaP/p65 aktivitesini immunohistokimyasal olarak azalttigi gosterilmistir NF-kB'yi
inhibe etmesinin yanisira, PDTC’nin NF-Kkf'nin etkilerinden bagimsiz olarak,
stiperoksid dismutaz gibi endojen antioksidanlarin gen ekspresyonunu aktive etme

potansiyeline sahiptir (21,27,96).

Chatterjee ve ark sican bobreginin iskemi-reperfiizyonu ile olusan renal hasardaki
PDTC nin etkilerini arastirdiklari ¢aligmada bobrek hasarinin biyokimyasal ve histolojik
bulgularini belirgin sekilde azalttigini1 iNOS protein ekspresyonunu azalttigini ve serum
NO diizeylerini belirgin oranda azalttigin1 bildirmislerdir. Ayrica PTDC, NF-kf’nin
bobrek hiicrelerinin sitoplasmasindan nukleusuna taginmasini inhibe ederek NF-kj

aktivasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (12).
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Chan-Ho Lee ve ark. si¢anlar da hepatik iskemi-reperiizyon hasarinda PTDC’nin
karaciger serum enzimlerini ve lipid peroksidaz’larin yiikselmesini ve glutatyon

igeriginin azalmasini onleyerek hepatoprotektif etkisi gosterdigini bildirmislerdir (40).

Kabay ve ark sicanlarda olusturulan mesenterik iskemi-reperfiizyonun neden

oldugu akciger hasarinin 6nlenmesinde PDTC nin etkinligini gostermislerdir (33).

Liu ve ark. multiple organ yaralanmalarina bagli olusan sepsis olusumunda
lipopolisakkaritlerle aktive olan NF-kf aktivasyonunun &nemli oldugunu ve bunun

PDTC verilmesi ile 6nlenebildigini bildirmislerdir (44).

Bizim g¢aligmamizda sadece PDTC verilen grupta MDA seviyesinin I/R grubuna
gore azaldig1 goriildii (p=0,01). I/R grubuna gére PDTC verilen grupta SOD seviyesi
hari¢ CAT, GPx seviyelerinin arttig1 gozlendi. GPx diizeyindeki artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,02). Histopatolojik incelemede ise PTDC uygulanan
gruplarda olusan bobrek hasarinda iyi diizeyde diizelme goriildii. Bu bulgularimiz

literatiirle uyumlu oldugu bulunmustur.

Melatonin ve PDTC nin tek tek verilmesiyle elde edilen MDA nin azalmis
seviyesi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak her ikisinin birlikte kullanimi1
I/R grubuna gore daha az azalmaya neden olmustur. SOD hari¢ CAT, GPx seviyeleri de
anlamli olarak artmistir. Histopatolojik incelemede ise her ikisinin ayr1 ayr1 verildiginde

olusan bobrek hasarinin diizelmesinden daha iyi oldugu goriilmiistiir.
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6.SONUC VE ONERILER

Yogun bakim tibbinda Onemli gelismeler olmasina ragmen, akut bobrek
yetmezligi son yillarda hala 6nemini korumsaktadir. Akut bobrek yetmezligini dnlemek
icin yapilan denemeler genellikle olumsuz sonuglanmistir ve dializ hala tek etkili
tedavidir. Fakat diyaliz hem pahali hemde zor bir yontemdir. Bu yiizden, akut bobrek
yetmezligi i¢in yeni tedavi edici yontemlerin gelistirilmesi halen arastirmalarda yogun

bir ilgi alanidir.

Yapilan c¢aligmalarda ratlarda iskemi/reperiizyon hasarina karsi antioksidan

madde olarak PDTC ‘in pek kullanilmadig1 goriildii.

Histolojik  bulgularin  degerlendirilmesinde preparatlarda, tesbit edilen
degisimlerin gruplandirilmasinin yaninda, daha objektif sonuglara ulasilmak icin

kantitatif degerlendirmeler yapilacaktir.

Bu deneysel calismada nefrektomili ratlarda renal iskemi reperfiizyon modelinde
melatonin ve PDTC uygulamasmin iskemik hasar1 azaltti§1 belirlenmistir. iki
antioksidan ajanin tek tek ve birlikte verilmesiyle biyokimyasal ve histopatolojik

bulgularin farkli oldugu saptanmistir.

Bu iki maddenin etkinliklerinin farkli dozlarda siirdiiriilecek ¢alismalarla daha

da aydinlatilacag diistiniilmektedir.
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