T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
FIZYOLOJI ANABILIiM DALI

Tez Yoneticisi 5
Dog. Dr. Nurettin AYDOGDU

DENEYSEL BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON
HASARINDA PELARGONIUM SIDOIDESIN
ETKILERI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Selime OZ

EDIRNE-2013



g v

TRAKYA UNIVERSITESI

Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii
ONAY

Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim Dali yuksek lisans
programi cergevesinde ve Dog¢. Dr. Nurettin AYDOGDU damismanliginda yiiksek lisans
ogrencisi  Selime OZ tarafindan tez bashi “Deneysel Bobrek iskemi/Reperfiizyon
Hasannda Pelargonium sidoides’in Etkileri” olarak teslim edilen bu tezin tez savunma

siavi 23/01/2013 tarihinde yapilarak asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan “Yiiksek Lisans Tezi”

Prof. Dr. Levent OZ i URK

JURI BASKANI

olarak kabul edilmistir.

Dog¢. Dr. Nurettin AYDOGDU Yrd. Dog. Dr. Ebru T/ZSTEKTN

UYE

Yukarida imzalarm ad1 gegen 6dretim uiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Dog. Dr. Tammam SIPAHI

Enstitii Midiirii V.

II



T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
FIZYOLOJI ANABILIiM DALI

Tez YOneticisi
Dog. Dr. Nurettin AYDOGDU

DENEYSEL BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON
HASARINDA PELARGONIUM SIDOIDESIN
ETKILERI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Selime OZ

Destekleyen Kurum: TUBAP
Tez No: 2011/76

EDIRNE-2013

III



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca beni yetistiren,
calismam sirasinda bilimsel katkilar1 ile yardimlarim
esirgemeyen ve bana yol gosteren tez danisman hocam
saym Dog¢. Dr. Nurettin AYDOGDU’ya, yetismemde
emegi olan Emekli Hocamiz Prof. Dr. Kadir KAYMAK,
Anabilim Dali Bagskanimiz Prof. Dr. Levent OZTURK,
Do¢. Dr. Arzu VARDAR ve Yrd. Dog¢. Dr. Mevliit
YAPRAK’a calismamda yardimlariyla yanimda olan Yrd.
Do¢. Dr. Ebru TASTEKIN, Dog¢. Dr. Necdet SUT,
Mustafa HACI, Meryem D.POYRAZ, Aziz KARACA,
Ozlem YALCINKAYA’ya, Aysegiil I. TARHAN’a,
Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi ¢alisanlarma, diger
tiim anabilim dalimiz Lisansiistii 6grenci ve c¢alisanlarina

ve TUBAP’a tesekkiir ederim.

v



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC ... 1
GENEL BILGILER ..., 3
AKUT BOBREK YETMEZLIGI.................ooiii e, 3
BOBREK iSKEMI/REPERFUZYON HASARININ FIiZYOPATOLOJISI.................6
SERBEST RADIKALLER..............cccooiiiiiiiiiiiiii e, 11
ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI.................coociiiiiii e, 17
PELARGONIUM SIDOIDESIN.............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 19
GEREC VE YONTEMLER ..o, 21
BULGUL AR . . 28
TARTISMA . ..o, 48
SONUCLAR. ... e, 55
O E T ..., 56
SUMMARY............ 58
KAYNAKL AR . ... 60
RESIMLEMELER LISTESI................... i 70
OZGECMIS ... 72
EKLE R . ... 73



SIMGE VE KISALTMALAR

ABY:Akut Bobrek Yetmezligi
ATN:Akut Tiibiiler Nekroz
ATP:Adenozin Trifosfat

BUN:Kan Ure Azotu
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¢GMP:Siklik Guanizin Monofosfat
c¢NOS:Yapisal Nitrik Oksit Sentaz
eNOS:Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
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VI



MDA :Malondialdehit
MPO:Myeloperoksidaz
Na:Sodyum

NADPH:Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Rediikte)
NO:Nitrik oksit

NO;:Nitrojen dioksit
nNOS:Noronal Nitrik Oksit Sentaz
NOS:Nitrik Oksit Sentaz

O;" :Siiperoksit Radikali
‘OH:Hidroksil Radikali
SOR:Serbest Oksijen Radikalleri
SOD:Siiper Oksit Dismutaz
TNF-0:Tiimor Nekroz Faktor-alfa

VII



GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY), glomeriiler filtrasyon hizinin saatler veya giinler
icinde azalmasi sonucunda azotlu atiklarmn atiliminin azalmasi; sivi ve elektrolit dengesinin
bozulmasi ile karakterize bir sendromdur. Akut bobrek yetmezligi olan hastalar genellikle
asemptomatiktir ve bu durum, kan iire azotunda (BUN) ve serum kreatinin diizeylerinde
gozlemlenen artis ile teshis edilir. Hastaneye bagvuran hastalarin %]1’inde, hastaneye yatirilan
hastalarin %5’inde, yogun bakim iinitelerinde tedavi goren hastalarin %25-30’unda akut
bobrek yetmezligi gorilmektedir. Hastanede gelisen ABY’ nin iki dnemli nedeni prerenal
hastaliklar ve akut tiibiiler nekroz (ATN)’ dur. Bunlar ABY ’nin tiim nedenlerinin % 70-75’ini
olusturmaktadir (1,2).

Iskemi, arteriyel ya da vendz kan akimindaki azalmayla olusan yetersiz perfiizyona
bagli olarak organ ve dokunun oksijenden yoksun kalmasi olarak tanmimlanir. Iskemi
sonrasinda dokuda enerji depolarinin bosalmasi ve toksik maddelerin birikimi hiicre
oliimlerine yol acabilir. Iskemik dokuya yeniden kan akimmin saglanmasma reperfiizyon
denir. Reperflizyon doneminde hiicre igerisine giren molekiiler oksijene bagli olarak olusan
serbest radikallerin olusturdugu hasar, iskemi sirasinda olusan hasardan ¢ok daha fazladir.
Serbest radikallere en fazla duyarli olan hiicresel yapilar protein, zar lipitleri, niikleik asitler
ile deoksiribontikleik asit molekiilleridir (3). Reperfiizyon sonrasi1 bobreklerde serbest oksijen
radikal (SOR) iretimini azaltmak, iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarmi azaltabilecegi rapor
edilmektedir (4). I/R sirasinda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzim aktivitesi nitrik
oksit (NO) sentezi icin artis gosterir. NO bobrek I/R hasarmin patofizyolojisinde de ¢esitli
dokularda oldugu gibi 6nemli rol oynamaktadir. Bobrek I/R hasari ile ilgili yapilan
calismalarda iINOS aktivitesinin inhibisyonu ile bdbrek fonksiyon bozukluklarinin
azaltilabilecegi bildirilmistir. In vitro ve in vivo bdbrek calismalarinda, iNOS yoklugunda,
INOS aktivitesinin inhibisyonunda bobrek I/R hasarinin azaltilabilecegini veya diizelebilecegi
bildirilmistir (5).

Tiirkge ad1 sardunya olan Pelargonium sidoidesin anavatani Giliney Afrikadir. Bu bitki,
Gliney Afrika’da uzun bir siiredir geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bronsit,
siniizit, anjin (bogaz agris1), viral enfeksiyonlara bagli burun akintis1 ve farenjit olgularinda
etkili oldugu saptanmistir. Bagisiklik sistemini giliclendirici antiviral 6zelliklere sahiptir.

1



Ayrica bazi bakterilere karsi antibakteriyel etkisinin yani sira antioksidatif
ozelliklerine sahiptir. Bunun disinda, organizmanm bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi ve
solunum epitel hiicrelerinin silia vurum sikligmi artirarak balgam soktiiriici etkiye sahip
oldugu da bildirilmistir. Pelargonium sidoidesin bazi tiirlerinde yapilan g¢alismalar ile
antiinflamatuar ve oksidatif stres iizerine serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan etkisi oldugu
saptanmistir (6-8). Literatiirde yaptigimiz arastirmalar sonucu pelargonium sidoidesin bobrek
iskemi reperflizyon hasar1 lzerindeki etkilerinin arastirildigi herhangi bir calismaya
rastlamadik.

Calismamizda deneysel I/R’nin sican bobreklerinde yol actigi oksidatif hasarda;
Pelargonium sidoidesin lipid peroksidasyonu, glutatyon, nitrik oksit indikatérii olan
nitrat/nitrit diizeyleri, bobrek fonksiyonlar1 ve bobrek hasari iizerindeki etkilerini, etki

mekanizmasini aragtirmay1 amacladik.
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GENEL BILGILER

AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Bobrekler kandaki atik maddeleri siizme, viicuttaki tuz ve su dengesinin korunmasina,
kan basincmin diizenlenmesine yardimci olma gibi islevleri yerine getiren organlardir. ABY,
bobregin normal fonksiyonlarmin ¢esitli nedenlerle hizla bozulmasi, glomeriiler filtrasyon
hizinin (GFR) saatler veya gilinden giine ani azalmasi sonucunda azotlu atiklarin birikmesi,
swv1 ve elektrolit dengesinin bozulmasi ile karakterize bir klinik sendromdur (1,9). Bobrek
fonksiyonlari, 6ncesinde normal olan hastalarda gelisen akut bobrek yetmezligi ¢ogunlukla
etkin tedavi ile geri doniisimliidiir. Bu ABY’yi kronik bobrek yetmezliginden ayiran en
onemli ozelliktir (1).

Idrar miktar1 ABY de degisiklik gostermektedir. Cogunlukla oligiiri (idrar miktar1
giinde 400 ml’den daha az) ve aniiri (idrar miktar1 giinde 100 ml’den daha az) goriiliir.
Nadiren de olsa nonoligiirik ABY goriilmektedir. ABY gelisen hastalari %0.05’inde diyaliz
gereksinimi bulunmaktadir. Diyaliz ihtiyaci duyulan hastalarda morbidite ve mortalite orani
artmaktadir. Bununla birlikte ABY’de infeksiydz hadiseler 6liimlerin %75’ inden sorumludur.
Ikinci en sik 6liim nedeni de kardiyo-respiratuvar hadiselerdir (10,11).

ABY nin genel olarak en yaygim nedeni iskemik olaylardir. iskemik ABY ’nin en sik
rastlanan sebepleri bobrek transplantasyonu, kardiyovaskiiler cerrahi girisimler, hemoraji,
sepsis, dehidratasyon ve travmadir. Nakil sonrasi I/R hasarini azaltmak i¢in dncesinde ve
sonrasinda kullanilan koruyucu ilaglarin énemi biiyiiktiir (12-14). Ornegin, aorta ameliyatlar1
sonrast gelisen ABY orani %50 ve koroner baypas sonrasi gelisen ABY %4-15 olarak
bildirilmistir (15). ABY hemen her zaman oldugu gibi yatis gerektiren ve saglik bakim
maliyeti oldukca yiiksek olan bir hastalik tablosudur. Saglik hizmetlerindeki gelismelere
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ragmen hala mevcut tedaviler destekleyicidir. Bundan dolay1 iskemik hasar ve postiskemik
onarimi diizenleyen mekanizmalarla ilgili fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu rapor edilmektedir
(16,17).

Iskemiye bagli olarak gelisen ABY tiibiiler nekroz, GFR’de azalma ve bdbrek vaskiiler
direncin artmasiyla karakterizedir (18). Glomeriil filtrasyon basincinin azalmasi; bobrek
damar toniisiiniin artmasi, bobrek damarlarinin otoregiilasyon mekanizmasimin kaybi, anormal
bobrek damar aktivitesi ve tiibliler obstriiksiyonla iligkilidir. Total bobrek kan akimi iskemiyi
takiben %30-70 oraninda azalir. Bu azalma artmis bobrek damar direng ile iligkili oldugu
gosterilmis, ancak bu azalmanin altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir (19).
Bobrek damarlarindaki noétrofillerin aktivasyonuyla hiicre zedelenmesi ABY olusumuna
katkida bulunmaktadir. Bobrek hasarmim gelisiminde iskemiden ¢ok, reperfiizyon hasarinin
etkileri daha fazladir. Mikrovaskiiler disfonksiyon, vazoaktif maddelerin dengesizligi, reaktif
oksijen tiirleri ile reaktif nitrojen tiirlerinin artmasi endotel hiicre hasarmi arttirir (20).
Inflamasyon ile bozulmus mitokondriyal solunum I/R kaynakli hasarm altta yatan
mekanizmalaridir. Kompleman proteinler, kemokinler, ve adezyon molekiillerin bobrek I/R
hasarini olusumunda aktif rol aldiklar1 bilinmektedir. Bu ardisik olaylar sitokin, kemokinler
ve adezyon molekiillerini kontrol eden niikleer faktor kappa ’nin aktivasyonunda bulundugu
bilinmektedir. Ayrica, interlokin (IL)-1, IL-6 ve tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin bobreklerdeki iiretiminin ve salimimmin artmis oldugu gorilmiistiir
(21). Iskemi ve reperfiizyon ile bobrekte vaskiiler endotel hiicrelerde, tiibiiler epitel hiicrelerde
ve immiin sistem homeostazinda bozukluklara neden olur. Bunun sonucu 6dem ve
mikrovaskiiler gecirgenligin arttig1 bildirilmistir (20,21). Akut iskemik hasar, baslica
proksimal tiibiilde goriliir. Proksimal tiibiil hiicreleri, adenozin trifosfat (ATP) sentezini
sadece mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yolu ile yaptigindan iskemik hasara daha
duyarhdrr (1, 22).

ABY nedenlerine bagli olarak prerenal, intrinsik renal ve postrenal olmak tizere ii¢

kategoriye ayrilir.

Prerenal Akut Bobrek Yetmezligi

Prerenal akut bobrek yetmezliginin asil sebebi renal parankim hasar1 olusturmayacak
diizeydeki bobrek kan akiminda goriilen bozulmadir. Bu bozulmanin sebepleri sunlardir:

1) Damar i¢i voliim kaybi: Kanama, sepsis, kusma, diyare, asir1 dilirez, sivi alim

azlhgi,



2) Bobrege gelen akiminda azalma: Nefrotik sendrom, siroz veya hepatorenal
sendrom, konjestif kalp yetmezligi,

3) Bobrek kan akiminda disaridan alinan ajanlara bagl olarak bozulma: Nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglar, anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleridir (23).

Renal fonksiyonlar bobrek perflizyonunun normallestirilmesi ile geri kazanilir.
Prerenal ABY’de bobrek normal volimii devam ettirebilmek i¢in su geri emilimini arttirip
fazla miktarda sodyum (Na) tutar. Bunun i¢indir ki, intrinsik renal ABY den ayiran en onemli
tan1 indeksi fraksiyonel sodyum ekskresyonu (FeNa) <%1’in altindadir. Azalmis bobrek kan
akimi sonucunda gelisen iskeminin siddetli ve uzun olmasi akut tiibiiler nekroza neden olur.
Bundan dolayr miimkiin oldugunca hizli bir sekilde bobrek kan akiminin diizeltilmesi ile
bobregin iskemiye maruz kaldigi siireyi azaltarak olusacak parankim hasarin 6nlenmesi
saglanir. Bobrek kan akimi diizeltilirse prerenal ABY’de bobrek fonksiyonlarinda 24-48
saatte diizelme baslar (23). Arteriel voliimiin azaldigi durumlarda renin anjiyotensin
aldesteron sistemi ve sempatik sinir sistemi aktive olarak endotelin ve vazopressin salgilanir.
Anjiyotensin II, norepinefrin, endotelin ve vazopressin vazokonstriksiyona ve renal yolla tuz

ve su retansiyonu saglayarak kardiyak ve serebral perfiizyon korunmaya calisilir (24).

Intrinsik Renal Akut Bébrek Yetmezligi

Bobrek parankiminde hasar vardir, idrar ozmolaritesi izotoniktir. FeNa %1’in
lizerindedir. Intrinsik renal akut bobrek yetmezliginin sebepleri dort ayr1 kategoride incelenir
(25).

1) Tiibiiler Hastaliklar: intrinsik renal akut bdbrek yetmezliginin hastaneye yatan
bireylerdeki en sik rastlanan nedeni iskemi ya da toksinlere bagl olarak gelisen ATN’dir.
Iskemik ATN prerenal azotemiden farkli olarak bobrek kan akiminin diizeltilmesini takiben
hemen ortadan kalkmaz. Genellikle geri doniisiimliidiir, ancak iskemi kortikal nekroz
olusturacak diizeyde ise bobrek yetmezligi kalici diizeyde olur (25).

2) Glomeriiler Hastaliklar: Glomeriilonefrit, proteiniiri, hematiiri ve hipertansiyon ile
karakterizedir. Glomeriilonefritlerin bircogu kronik bobrek yetmezligi ile iliskilidir, 6zellikle
akut proliferatif glomeriilonefrit ve hizli ilerleyen glomeriilonefrit ABY ye neden olmaktadir
(25).

3) Vaskiiler Hastaliklar: ABY’ye neden olan makrovaskiiler olaylar abdominal aorta

hastaligt ve ana renal arterlerin okliizyonudur. Genellikle mikrovaskiiler hastaliklar



mikroanjiopatik hemoliz ile birliktedirler ve tromboza veya glomeriiler kapillerde olusan
tikanmaya bagli olarak gelisirler (25).

4) interstisyel Nefrit: Genellikle akut interstisyel nefrit antibiyotik ve steroid olmayan
anti-inflamatuar ilaglara bagli olarak gelisir. Ayrica infeksiyonlar ve otoimmiin hastaliklar dan
da kaynaklanmaktadir. Bobrek interstisyumundaki primer hasar1 vaskiiler, glomeriiler veya

tiibiiler hasar1 icerir. Escherichia coli gibi bakteriyel infeksiyonlar da neden olmaktadir (26).

Postrenal Akut Bobrek Yetmezligi

Postrenal ABY, her iki idrar ¢ikis yollar1 veya tek bobrek yolu tikanikligi ile olusur.
Genito lriner sistemi prostat hipertrofisi, retroperitoneal bozukluklar ve maligniteler yaygin
nedenlerdir. Kristallerden kaynaklanan intratiibiiler tikanikligi iceren diger sebepler ise
norojenik mesane ve kolorektal karsinomdur. Ayni zamanda tas, kan pihtisi, cerrahi sirasinda

kaza ile iireter baglanmasi veya travmasi ile de postrenal ABY goriilmektedir (27).

BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI
Akut bobrek yetmezliginin goriilen en yaygm nedeni bobrek iskemi reperflizyon hasaridir.
Aerobik oksidatif solunumu etkileyen hipoksi genel hiicre zedelenmesine ve 6liime neden
olur. Hipoksinin en 6nemli nedeni, vendz ya da arteriyel kan akimi azalmasi1 sonucunda organ
ve dokunun yetersiz perflizyonuna neden olan iskemidir. Reperflizyon ise iskemiye maruz
kalan doku veya organlarin yeniden kanlanmasma bagli olarak oksijenlenmesi olayidir.
Reperflizyon hasari ise, iskemiden sonraki yeniden kanlanma déneminde meydana gelen doku
ya da organlarda ki hasar olarak tanimlanir (28,29).

Bobrek iskemisinin en ¢ok goriildiigli klinik durumlar; bodbrek transplantasyonu,
kardiyopulmoner bypass, sepsis, kismi nefrektomi, hidronefrozis ve ¢esitli iirolojik
girisimlerdir. Iskemi sonrasmnda hiicrelerde bircok metabolik ve yapisal degisiklikler
olugsmaktadir. Bunlardan bazilari; vaskiiler endotel hiicrelerde, tiibiiler epitelyum hiicrelerde
ve bobrek immiin sistem hemostazindaki degisikliklerdir. Hiicrede oksidatif fosforilasyonu
bozarak fosfokreatin ve ATP sentezinde azalmaya yol a¢gmasidir. Hiicre membraninda bu
durum ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunun bozulmasma ve hiicreye daha fazla Na"
ve kalsiyum (Ca™), ile su girmesine neden olur. Adenin niikleotinin yikimi da iskemi
sirasinda artmaktadir. Bu durum ise SOR’un prekiirsorii olan hipoksantinin hiicre icerisinde
birikimine neden olmaktadir (20,30,31). Ca™ iyon konsantrasyonunun hiicre iginde artmasi

sitotoksiktir. Hiicrede iyon konsantrasyonunun bu donemde deg§isimi ile 16kosit adezyon



molekiillerin yapiminda artis ve antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur.
Reperflizyon donemindeki hasara kars1t bu durum hiicreyi olusabilecek hasara karsi giicsiiz
kilar (3). Reperfiizyon ile dokuya oksijen saglanmasi bobrek hiicrelerindeki koruyucu
antioksidatif kapasiteyi asan SOR’un olugsmasina sebep olur. Dahasi, I/R hasar1 kemokinler,
sitokinler, sitozin reseptorleri ve adezyon molekiilleri iceren ¢oklu proinflamatuvar genlerin
tamamlayici aktivasyonunu ve dogustan gelen bagisiklik tepkisinin bilesenlerini uyarir (32).
Reperfliizyonun erken doneminde hasar alanlarinda masif ndétrofil akinlar1 gozlenir. Bu
notrofiller serbest proteaz ve SOR ile I/R’nin patofizyolojisinde ¢ok 6nemli rolii vardir ve
bobrek hasarini arttirirlar. Bu kosullarda tiibiiler epitel hiicreleri nekroz ve apoptozise maruz
kalirlar. ATP iretimi iskemi doneminde durmasma ragmen kullanimi devam ettigi icin
ATP’den adenozin ve adenozin monofosfat (AMP) olusur. Adenozin hiicre disina hizla difiize
olur ve hipoksantine ve inozine parcalanmasi sonucunda ATP yikimi ve dokuda hipoksantin
ve ksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine neden olarak ksantin dehidrojenazin ksantin

oksidaza doniisiimiine yol agar (3,33,34).

Oksidatif Stres

Serbest radikallerin organizmadaki olusum hiziyla bunlarm antioksidan sistemler
tarafindan kaldirilma hizi bir denge icerisindedir. Bu duruma oksidatif denge adi verilir.
Organizma oksidatif denge saglandig: siirece serbest radikallerden etkilenmemektedir. Ancak
antioksidan savunma bozulur ya da ortadan kalkarsa hiicrelerin SOR {iretimi artar ve denge
bozulur. Sonu¢ olarak doku hasari meydana gelir. Bu hasara ‘oksidatif stres’ adi verilir

(35,36).

Nitrik Oksit
Nitrik oksit renksiz yiiksek derecede gecirgen vazodilator bir gazdir. Oksijensiz

ortamda yiiksek konsantrasyondaki NO stabildir ve suda erime o6zelligi gosterir (37,38).
NO’nun yarilanma 6mrii 3-5 saniyedir ve birka¢ saniyede nitrit ve nitrata doniiserek idrarla
atilir. Bundan NO iiretimini gosteren bir parametre olarak serum total nitrit/nitrat diizeyinin
Olciimii kullanilir (39). Bununla birlikte oksijenli ortamda dahi diistik konsantrasyondaki NO
stabildir. Kisa siirede havadaki NO, oksijenle oksitlenerek nitrojen dioksite doniisiir. NO’nun
oksijene kiyasla hemoglobine afinitesi 3000 kez daha fazladir. Bundan dolay1 inhalasyonda
hemoglobin ile oksijenden daha dnce birlesir. Su ve plazmada nitrite oksitlenerek saatlerce
sabit kalabilen nitrik oksit kanda ise hizla nitrata ¢evrilmektedir. Bu nedenle kandaki nitrat

konsantrasyonu nitrit konsantrasyonuna gore 100 kat daha fazladir (38).
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L-arginin, nitrik oksit sentezleyen enzimler tarafindan katelize edilen bir dizi
reaksiyon sonucunda L-sitrulin ve NO’ya doniislir. Ortamda bu reaksiyon i¢in oksijen ve
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), flavin mononiikleotid (FMN), flavin adenin
dintikleotid (FAD), kalmodulin ve tetrahidrobiopterin gibi ko-faktdrlerin bulunmasi gerekir
(40). Bu reaksiyon sonucu damar diiz kas hiicrelerine diffiize olan NO guanilat siklaz
enziminin hem grubuna baglanir ve enzimi aktif hale getirir. Guanozin trifosfat, aktiflesen
guanilat siklaz enzimi tarafindan siklik guanozin monofosfata (¢cGMP) doniisiir. Olusan
cGMP kas gevsemesine neden olur (41-43).

Dokular i¢in nitrojen dioksit oldukca zararlh bir bilesiktir. Nitrik oksitin ¢iftlenmemis
elektron bulundurmasi ve iizerinde yiik tasimamasi higbir bariyerle karsilasmadan, hiicreden
hiicreye kolaylikla gegmesini saglamaktadir. Ayni zamanda tasidigi c¢iftlenmemis elektron
nedeniyle NO bir radikal molekiilii olarak isimlendirilebilir. Hiicreler i¢in her
konsantrasyonda diger serbest radikaller zararli iken, diisiik konsantrasyonlarda NO c¢ok
onemli fizyolojik islevleri vardir. Ancak kontrolsiiz ve asir1 sentezlenen NO hiicreler i¢in
zararl olmaktadir. Bu 6zellikleri ile NO cok ideal bir haberci molekiil 6zelligindedir (44).

Nitrik oksitin biyokimyasi onu direk ve indirek olmak iizere 2 smifa ayirir. Direk
etkileri, biyolojik hedef molekiilii ile NO’yu tepkimeye direk sokacak kadar hizli olusan
kimyasal tepkimelerdir. Indirek etkileri ise siiperoksit (O;) veya O, ile tepkimeye girmesi
sonucu reaktif nitrojen radikaleri olusturur. Genelde direk etkiler diisiik derisimlerde
olusurken, yiiksek derisimlerde indirek etkiler gozlenir (45).

Nitrik oksit sentezlenmesini saglayan enzim nitrik oksit sentaz (NOS) enzimidir. NOS
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve yapisal nitrik oksit sentaz (cNOS) olmak iizere iki
ana gruba ayrilir. NOS’lar1 3 gen sentezler ve bunlarmn her birt NOS1, NOS2 ve NOS3 olmak
iizere NOS izoformunu olusturur. NOS1 ve NOS3 noronal ve endotelyal NOS, NOS2 de
indiiklenebilir NOS olarak bilinir (46-48).

1) Yapisal Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri (¢cNOS): Bu izoenzimin aktif olabilmesi
icin Ca™’ya ihtiyac1 vardir. Ca™’nmn hiicre icinde artmasini saglayan olaylar sonucunda Ca™
kalmoduline baglanarak Ca™ /kalmodulin kompleksi olusur. cNOS bu kompleks sayesinde
aktifleserek NO olusur. Ca™’nin hiicre i¢ine girisini arttiran uyari kesildiginde ise ¢cNOS
aktivitesi ortadan kalkarak NO sentezi durur. Kalsiyum diizeyi kesilinceye kadar cNOS pasif
durumda kalir. Bundan dolay1 sentez siiresi kisa ve NO {iretim miktar1 da diisiiktiir. Cesitli

organ sistemleri i¢in yapisal NOS bazal seviyelerde gereklidir (46, 49,50).



Noronal nitrik oksit sentaz (nNOS): Temel olarak noéron hiicrelerinde bulunur.
Merkezi sinir sisteminde iletici ve araci olarak gorev yapar. Koku alma, gérme, hafiza
olugsmasinda, agriy1 algilamada rol alir. Periferik sinir sisteminde; ndrotransmitter olarak
adrenerjik ve kolinerjik sinir ug¢larinda rol oynar. Ereksiyonda, sindirim sisteminde, mesane
sfinkter islevinde, solunum fonksiyonlar1 gibi biitiin islevlerdeki kan basinci ve akis hizinin
diizenlenmesinde etkili rolleri vardir (49).

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS): Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan akis
hizini, kan basincim1 ve dolayisiyla kalp kasilmasini diizenler. Trombositlerin adezyon ve
agregasyonlarini inhibe eder. Vaskiiler diiz kas hiicresi ve endotel hiicresinde antiproliferatif
etkisi vardir. eNOS bobrek fonksiyonlarmnin belirlenmesi ve siirdiiriilmesinde 6nemli rolii
vardir. Ornegin proksimal tiibiilde Na geri emilimi gibi. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda

proksimal tiibiil iskemik hasar1 gibi bobrek patofizyolojisine katkis1 vardir (49, 51).

2) Indiiklenebilir (Uyanlabilir) Nitrik Oksit (iNOS): iNOS, endotoksin veya
degisik sitokinlere yanit olarak makrofajlar ve diger hiicre tiplerinin uyarilmasi sonucunda
Cadan bagimsiz olarak salgilanir (47). iNOS kardiyomiyositler, ndronlar, hepatositler,
mikroglial hiicreler, vaskiiler endotel hiicreler, notrofiller ve diiz kas hiicrelerinde bulunur.
Ortamdaki Ca'  konsantrasyonlarinmn artisindan yapisal NOS enzimleri artarken iNOS
etkilenmez (45). (INOS) aktivitesinin inhibisyonu veya yoklugu iskeminin neden oldugu

bobrek hasarini azalttigi gosterilmistir (51).

NO’in fizyolojik etkileri: Insanlarda damar endotelinden bazal durumlarda siirekli
NO salinarak olusan vazodilator etki sonucunda damar rezistansinin diizenlenmesine katkida
bulunur. Ilaveten endotele 1dkosit adezyonunun sinirlandirilmasinda  trombosit
aktivasyonunun Onlenmesinde, miyokard kontraktilitesinin regiilisyonunda, agri, gorme,
koklama ve aclik duygusunu algilamada da ©Onemli rolii vardir. Penil ereksiyonunda,
pankreasta beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasina, uterusun kasilma ve gevsemesine, organ
sistemleriyle ilgili etkilerine ilaveten immiin sistemde de Onemli fonksiyonlarin
gerceklesmesine katkida bulunmaktadir (52,53).

Bobregin normal islevini siirdiirmesi i¢cin; makula densa, bobrek atardamari, glomerul
ve tiibiillerde nitrik oksidazlarin kolaylastiric: etkisiyle birlikte L-arjininden olusan nitrik oksit
gereklidir. NO, renin sekresyonu, tiibiiloglomeruler feedback, renal hemodinami, bobrek

oteregiilasyonu, basinca bagli sodyum geri ¢ikarilmasi, tiibiil islevleri ve bobrek kan



basmcinin diizenlenmesine yardimci olur. Ayrica afferent arterioller lizerindeki damar
genisletici etkisi oldukga gilicliidiir. Arteriel basing {izerindeki artis e(NOS) olusumunu
arttirarak dogrudan tiibiilleri etkileyip Na geri emilimini durdurur. Nitrik oksidin renin
salimimmi azaltarak bu etkiyi olusturdugu tespit eilmistir (54,55). iNOS aktivitesi I/R
sirasinda NO sentezi igin artis gosterir. Bu diger dokularda oldugu gibi bobrek I/R hasarmin
patofizyolojisinde 6nemlidir. I/R hasarinda yapilan ¢aligmalar iNOS aktivitesinin inhibisyonu
ile bobrek fonksiyon bozukluklarinin azalabilecegi bildirilmistir (5).

Nitrik oksid bobrek ile glomeriiler hemodinamigin 6nemli diizenleyicisidir. Bobregin
normal kan akiminin 1/3’iiniin ger¢ceklesmesinden NO sorumludur. Toplam kan akimini;
glomeriiliistin temel i¢ diizenleyici mekanizmasini NOS inhibisyonu engellememesine
ragmen, azaltir. Bobrek mikrovaskiiler sistem tlizerindeki NOS inhibisyonunun etkileriyle
ilgili hayvan modellerinde yapilan calismalar, NO’nun afferent ve efferent arteriyollerin
direnglerinde 6nemli rolii oldugunu gostermistir (56).

Tibiiler geri emilim fonksiyonunun bir diizenleyicisi olan nitrik oksit ayn1 zamanda
bobrekteki arteryal basimncin meydana getirdigi natriiiretik tepkinin major diizenleyicisi olarak
rol alr ve medulla perfiizyonunun diizenlenmesinde de Onemli rol oynar. Deney
hayvanlarinda, bobreklere lokal olarak iNOS inhibitdrlerinin verilmesinin, tuz tutulumunu
arttirdil, medullar kan akimini azalttigi, ve hipertansiyona sebep oldugu bildirilmistir.
Ancak, L-arginin verilip NO diizeyinin arttigi modellerde ise, medullar kan akimini
yiikselttigi ve hipertansiyonu engelledigi rapor edilmistir. Tuz aliminin yiiksek oldugunda
bobrek medullasinda, NOS aktivitesinin arttigi ve buna bagli olarak NO konsantrasyonu
artistyla sonuglandig1 goriilmiistiir. Bundan dolay1r NO, tuz alimindaki farkliliklarda, arteryal
kan basincinin dengelenmesinde, medulladan Na" atilimini diizenleyerek yardim eder (56).
Makula densadaki nNOS ekspresyonu ile aktivasyonunu distal tiibiildeki tuz dengesi ve renal
perfiizyondaki kronik degisimlerin sebep oldugu renin salinnmimdaki degisiklikler direkt
olarak etkiler. Adenilsiklaza bagl renin salinim mekanizmas1 NO sentezi inhibe edildiginde
bozulur. Plazma renin aktivitesi akut NO inhibisyonunda azalir. Renin salinimini makula
densa tarafindan sentezlenen NO wuyarir. NO inhibisyonunda sodyum Kkloriir
konsantrasyonunun tiibiiler liimende yiikselmesi sonucu olan renin yapimindaki baskilanma
olusmaz. Bazal renin salinimiyla birlikte ayn1 zamanda makula densa, renal baroreseptorler ve
betaadenoreseptor aktivasyonuna renin cevabini da diizenler (57).

Bobrek iskemi reperflizyon hasarmin patofizyolojisinde NO’nun 6nemli rolii vardir.

NO hipoksik hasardan renal kortikal tiibiilleri, oksidatif hasardan da renal epitelyal hiicreleri
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korur. Tibiler nekroz iINOS izoformunun inhibisyonu ile azalir ve iskemi sonrasindaki
gelisen renal fonksiyonlar korunur. Hasar sonrasinda da hiicresel onarim {lizerinde énemli rolii
vardrr. Ileri derecede bdbrek fonksiyonlarmin kaybinda NOS aktivitesinde asimetrik dimetil-
arginin analoglar1 kompetetif inhibisyon yapar. Endotelyal NO yapimmin azalmasi sonucu
ateroskleroz ve hipertansiyona yol agar. Sempatoadrenal ve renin anjiotensin sistemin aktivite
artig1 ile NO inhibisyonunun olusturdugu renal hasarm artmasina ve kan basinci yiiksekligine

katkida bulunur (57,58).

SERBEST RADIKALLER

Aerobik organizmalar yasamak icin temel haldeki oksijene ihtiya¢ duyarlar. Fakat
normal metabolizma siirecinde oksijen kullanimi reaktif oksijen tiirleri iiretir. Bu oksijen
tiirleri hiicre ve dokular i¢in son derece zehirli ve zararli olanlarmin reaktif tiirleridir (59).
Elektronlar atom ¢ekirdeginin etrafinda bulunurlar ve ‘orbit’ ad1 verilen yoriingelerde hareket
halindedirler. Orbitinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunduran atom ya da
molekiillere serbest radikaller denir. Kimyasal olarak serbest radikaller kararsiz yapilardir.
Bundan dolay1 elektron alma veya verme egiliminde olduklar: i¢in reaktiviteleri yiiksektir.
Kisa omiirliidiirler, normal fizyolojik kosullarda {iretilen serbest radikaller ve reaktif olmayan
oksijen radikalleri biyolojik hiicre ve dokularda diisiik ancak 6l¢tilebilir konsantrasyonlarda
bulunurlar. Onlarm konsantrasyonlari, liretim hizi ve klirens oran1 arasindaki denge endojen
antioksidanlar tarafindan siipiiriilmektadir (60-63).

Serbest radikallerin pozitif ve negatif etkileri vardir. Saglik icin belirli miktarda
serbest radikal {tretimi gereklidir. Basta bagisiklik sistemi olmak iizere, enzim
aktivasyonlarinda, kimyasal reaksiyonlarin seyrinde, fagositoz, kas kasilmasinda, hiicrelerin
biyogenezinde, hiicresel sinyal iletiminde rol oynarlar. Birgok yararl etkilerine ragmen fazla
iiretimi, doku yaralanmasina, hiicre zehirlenmesine, fonksiyon bozukluguna ve iltihaplanmaya
yol acar. Serbest radikallerin miyokard enfarktiisii, ateroskleroz ve iskemi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar, kas hastaliklari, sok, norodejeneratif hastaliklar, gastrik iilser,
AIDS, astim, diyabet, romatoid artrit, kanser, katarakt gibi hastaliklarla ve yaslanma siireciyle
de yakindan iligkilidir Oksidatif hasar hiicre dliimiiyle yani apoptoza yol agabilir (64-66).
Reperflizyon sonrasindaki iiretilen serbest radikaller iskemi reperfiizyon patofizyolojisinde
onemli rol oynar ve hasar1 daha da arttirirlar. Bobrek mikrosirkiilasyonunun bozulmasi ile kan
akimi yavaglar ve vaskiiler endotel hiicreleri koagiilasyon basamaklarini aktive eder. Serbest

radikallerin iiretimini azaltarak olusan hasar hafifletilir (67-69).

11



Organik/inorganik kimyasallarla hizli reaksiyona giren serbest oksijen radikalleri
stabil olmayan molekiillerdir. Serbest oksijen radikalleri su mekanizmalar sonucunda
olugmaktadir (70).

1) Radyan enerji absorbsiyonu (ultraviyole, X 151n1)

2) Normal hiicre metabolizmas1 sirasinda gerceklesen oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlar1 (ksantin oksidaz, fenton reaksiyonu, solunum gibi). Hiicre i¢cin 6zellikle demir
ve bakir metabolizmasi biiyiik bir oksidatif hasardir.

3) Ilaglarin ve dis kaynakli kimyasal maddelerin enzimatik metabolizasyonu.

4) Onemli bir kimyasal mediator olan nitrik oksit serbest radikale ddniisebilir.

5) lIskemik hasarli bolgenin reperfiizyonu ile oksijen tedavisi serbest radikal
olusumuna neden olabilir.

6) Inflamasyonda polimorf 16kositler ve makrofajlar yoluyla olusur (70).

Serbest radikaller mitokondrial elektron transport sisteminde normal kosullar altinda
oksijene dort elektron eklenmesi sonucu suya (H,O) indirgenir.

(O, t4e’+4H — 2H,0)

Iskemi reperfiizyon hasar1 durumunda ancak bir elektron (e) transferi ve tek degerli
indirgenme sonucunda reaktif serbest oksijen radikalleri meydana gelir. Bunlar siiperoksit
radikali, hidrojen perosit, hipoklorik asit ve hidroksil radikalidir. Serbest oksijen
radikallerinin yapilan caligmalarda reperfiizyonun ilk birka¢ dakikasi i¢inde daha fazla
iiretilmesi sonucunda erken donemde reperflizyon hasarinin daha fazla oldugu gosterilmistir
(71). Bazi molekiiller karaciger metabolizmasi esnasinda ve oksihemoglobin ayrigmasi
sonucunda da olusturulur. Serbest radikallerin canli i¢erisinde hemen hemen her molekiil ile
(yag, seker, aminoasit, niikleotid) reaksiyona girme hizi ¢ok yiiksektir. Kanser,

norodejenerasyon ve otoimmiin gibi hastaliklar olusabilir (59).

Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit radikali (O, ): Hiicresel metabolizma akisinda sekillenen en bol SOR
siiperoksit radikallerdir. Bu radikal, ¢ogunlukla endoplazmik retikulum ve mitokondiride
elektron aktarimi sirasinda {iretilir. Fakat bu radikal ayn1 zamanda c¢esitli enzimatik
reaksiyonlarda yan {iriindiir (59).

Soludugumuz oksijen iki tek elektron igeren, ¢ok stabil ve iki radikalli bir molekiildiir.
D1s enerji kaynag1 sayesinde serbest elektronlardan birisini bir elektron kazanmakla negatif

yiik elde ederek ¢ift konuma getirebilir. Bu molekiil siiperoksid anyonudur.
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O, te —» O,

Organik molekiillerin ¢esitli yikim reaksiyonlarinda reaktif bir radikal olan siiperoksit
anyonu rol alabilir. Zararli oksidatif bir faktor olarak bilinen siiperoksit anyonu aslinda sadece
niikleofilik 6zelliklerine dayanarak direk olarak etki yapar ve proton bulunmayan ortamlarda
sadece aktivitesi ortaya cikar (72). Spontan ya da enzimatik dismiitasyonla bu radikalden

ikinci bir ara tiriin olan hidrojen peroksit (H,O;) olusur.

O,y +0, "2H —> 2H,0,+ 0,

Bakir (Cu) ve demir (Fe) gibi gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasi nedeniyle de
onemlidir:

Fe?+0, <«—»Fe”+0;

Cu'+0, <> Cu”+0y

Fizyolojik bir serbest radikal olan NO’nun siiperoksit ile birlesmesi sonucu
peroksinitrit meydana gelir. Peroksinitrit reaktif bir oksijen tiirevidir. NO’nun normal etkisi
boylece inhibe edilir. Peroksinitritlerin proteinlere dogrudan zararh etkileri vardir. Ayrica azot
dioksit (NO), nitronyum iyonu (NO;"), hidroksil radikali (OH") gibi baska toksik iirtinlere
dontistirler (73).

Hidrojen peroksit (H,0;): Uzun 6miirlii ve membranlardan kolayca gegebilen bir
antioksidan olan hidrojen peroksidin asil iiretimi biyolojik sistemlerde siiperoksidin
dismutasyonu ile olur. Iki proton alarak iki O, molekiilii, H,O, ve molekiiler oksijeni
olusturur (73).

20, +2H+ — O, + Hy0; (73).

Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirtinler olustugundan buna dismutasyon denir. Bu
dismutasyon ya siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalizlenir ya da spontandir. 4.8 ph’da
minimal diizeyde spontan dismutasyon gergeklesir. Protonlanmis ve protonlanmamis radikal
konsantrasyonlar1 ph’da esittir. Fakat, hem siliperoksitin fazla oldugu alkali ph’da hem de
protonlanmis radikalin arttig1 asit ph’da bu hiz belirgin sekilde diisiiktiir. Stiperoksit dismutaz
tarafindan stiperoksitin dismutasyonun katalizlenmesi ise daha genis bir ph araliginda olur.
Spontan dismutasyonun yavas oldugu alkali ya da notral ph’da enzimatik dismutasyon daha
belirgindir (74).

Serbest radikal olmadigi halde H,O, reaktif oksijen tiirleri igine girerek serbest
oksijen radikal biyokimyasinda bir¢ok 6nemli rol oynar. Ciinkii O, ile reaksiyona girer ve

kolaylikla yikilarak en zarar verici ve en reaktif oksijen radikali olan hidroksil radikalini
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olusturur. Olusan reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir. Bu reaksiyon katalizér ya da
katalizOrsiiz cereyan edebilir. Ancak katalizorsiiz reaksiyon yavas ilerler. Demirle
katalizlenen sekli ise ¢ok hizhidir. Siiperoksit goriildiigli gibi hem gecis metalleri iyonlarmin
indirgeyicisi hem de hidrojen peroksit kaynagidir. Okside sekillerine gore demir ve bakir gibi

indirgenmis geg¢is metalleri hidrojen peroksitle daha reaktiftirler (74).

Hidroksil radikali (OH): Ge¢is metallerinin varhiginda H,O,’nin indirgenmesiyle
OH" meydana gelir. Olusan bu reaksiyona Fenton reaksiyonu denir.

Fe?+H,0, —> Fe”+OH +OH (73).

Oksijen radikalleri i¢inde hidroksil radikali en reaktif olanidir ve reaktivitesinden
dolay1 da en toksik olanidir. Her tiir molekiil ile iiretildigi yerde tepkimeye giren hidroksil
radikali, radikal tepkimelerini de baslatabilir. Komsu molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona giren
hidroksil radikallerinin yar1 6miirleri ¢cok kisadir. Bunun sonucunda yar1 dmiirleri daha uzun,
stabil ve daha az reaktif radikaller olusur. Yiiksek aktivitesinden dolay1 istenmeyen toksik
etkilerinin yaninda normal biyolojik fonksiyonlar i¢inde iiretimleri gereklidir. Fagositoz ve
bircok enzimatik katalizin zorunlu bir iiyesi olarak OH firetilir ve dogrudan kataliz olayma

katilir (72,74).

Singlet oksijen: Serbest radikal olmadigi halde c¢ok reaktif olmasi ve iiretimi
esnasinda bazi radikal tepkimeler olugmasi sebebiyle ayni aileden sayilmaktadir. Serbest
radikal reaksiyonlarmmn baslamasmma neden oldugu gibi serbest radikal reaksiyonlari
sonucunda da meydana gelir.

Oksijenin elektronlarindan birinin kendi spininin ters yoniinde baska bir orbitalle enerji alarak
yer degistirmesiyle olur. Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin dis elektronlar1 spinlerini

degistirerek ayni ya da ayr1 ayr1 orbitali isgal edebilir. Bu iki forma singlet oksijeni denir (75).

Nitrik oksit: Renksiz gaz seklinde bulunan, tek sayida elektron igceren inorganik bir
serbest radikaldir. Lipit ve sulu ortamda ¢6ziiniir ve hizla sitopldzma ve plazma membranlar1
iizerinden ayrilir. Kararli bir serbest radikal olan NO fizyolojik sartlarda bir¢ok fonksiyonda
rol alir. Nitrik oksit kan basincinin diizenlenmesi, ndrotransmisyon, immiin regiilasyon gibi
fizyolojik siiregleri, biiyiik bir ¢esitlilik icinde dnemli bir sinyal molekiilii olarak gorev yaptigi
zengin bir reaktif radikaldir. Biyolojik sistemlerde geg¢is metalleri, O,” ve O; ile reaksiyona

girer. Metal ve tiyol iceren proteinlerle olan reaksiyonlar, enzim aktivitelerinde zayiflamaya
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sebep olur. Demir igeren elektron transport zincrindeki komplekslere nitrik oksitin saldirmasi,
bozulmus enerji metabolizmasiyla sonuclanir. Nitrik oksitin artmasi sinir hiicrelerinin

tahribatma sebep olur (75,76).

Serbest Radikallerin Etkileri
Oksijen radikalinden etkilenen viicut kimyasal maddeleri arasinda niikleik asit ve

norotransmitterler, proteinler ve yag asitleri sayilabilir (72,77).

Lipid peroksidasyonu: Hiicre membranlari, SOR hasarma kars1 ¢ok duyarhdir ve
radikal kaynakli hasarlarin sik goriilen hedefleri oldugu tespit edilmistir. Membrandaki ¢oklu
doymamis yag asitlerinin cogunlugu iki cift bag arasindaki bir metilen grubu igerir
oksidasyon ile yag asitleri daha hassas hale gelir. Yag asitlerinin olusturdugu bu oksidasyon
sonucunda membran lipit yapis1 degisir ve hiicrenin yap1 ve fonksiyonu bozulur (72,78).

Organizmada meydana gelen gii¢lii bir radikalin etkisiyle, bir hidrojen atomunun
membran yapisindaki konjuge olmayan yag asidi zincirinde bulunan metil gruplarindan
uzaklasmasi ile lipid peroksidasyonu baslar. Yag asidi zinciri bu olayla radikallesir. Meydana
gelen lipit radikali (L) dayaniksizdir. Lipit peroksit radikali (LOO¢) molekiiler oksijen ile lipit
radikalinin reaksiyona girmesi sonucu olusur. Yeni lipit radikalleri de membrandaki c¢ok
doymamis diger yag asitlerinin lipit peroksit radikali tarafindan etkilenmeleriyle
olusmaktadir. Aciga ¢ikan H, atomlarini alan lipit peroksit radikali de Lipit Hidroperoksitlere
dontismektedir. Fenton tipi bir reaksiyonla lipit hidroperoksitlerden aldehit ve alkanlar olusur.
Daha fazla radikali yikan hidroperoksitler lipit peroksit, pentan ve etan gibi ugucu gazlari
olustururlar. En toksik tiriinleri de aldehitlerdir. (72,79).

Hidroperoksitler devam eden tepkimeler sonucunda ve bunlarn pargalanmasi ile
radikal ozelligi daha siddetli olan tiirlere 6zellikle de daha kararli olan malondialdehite
(MDA) dontisiirler. MDA seviyesinin dokuda artmasi serbest radikaller’in de o dokuda
arttigin1 gosterir. MDA olustugu ortamdan hiicrenin dis kismma ya da i¢ kismina diffiize
olarak hasar olusturabilir (80).

Bunun yani sira membran fonksiyonlarmin yavaslamasina, membran akiciligmin
azalmasina, membran gec¢irgenliginin artmasina ve membran enzim ve reseptorlerinin
inaktive olmasina, esansiyel yag asitlerinin kaybolmasina neden olur. Dokularda MDA
seviyesinin artmasi akciger kanseri, akciger hastaliklarma, koroner arter hastaligina,

iltihaplanmalara ve DNA’ya baglanarak mutasyonlara yol agtig1 bildirilmektedir (81,82 ).
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Niikleik asitlerde ve DNA yapisinda meydana gelen degisiklikler: Is1, goriiniir
151k, X 1smlar1 ve ultraviyole gibi her tiirlii radyasyon hiicrelerde iyonlarin, enerji kazanmis
molekiillerin ve serbest radikallerin olusmasina neden olur. Oksijen radikallerinin etkilerini
gosterdigi bolgeler i¢inde purin ve pirimidin bazlarinin yer aldigi DNA’nin temel yap: tasi
olan niikleotidlerdir. Ozellikle bu radikaller aracilig1 ile guanin bazinmn hidroksilasyonuna
bagli olarak DNA molekiiliiniin yapis1 degiserek mutasyonlar goriilmektedir (29,83).

DNA daki deoksiriboz-fosfatlarla ve heterosiklik bazlarla hidroksil radikallerinin
reaksiyon vermesi sonucunda DNA bazlar1 modifiye olur ve riboz-fosfat zinciri kirilir. Sulu
cozeltilerde invitro olarak yapilan ¢aligmalarda, deoksi-riboz ve tetrasiklik bazlarla hidroksil
radikalinin ¢ok kolay reaksiyon verdigi gézlenmistir. DNA molekiilii kopyalanabilen ancak
yeniden sentezlenemeyen bir molekiill oldugundan DNA modifikasyonlar1 genetik
bozukluklara neden olur. DNA molekiilleri kolaylikla hasara ugratilir ve hasar sonucunda
enfeksiyon, kronik inflamasyon, yaslanma, nérodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile
karsinogenezis gibi patolojiler goriilmektedir. DNA hasarina nitrojen oksit ve peroksinitrit
gibi reaktif nitrojen tiirleri de neden olur. Serbest oksijen radikallerine maruz kalma
sonrasinda ilging olarak onarict mekanizmalarin artmasi oksidatif stresi takiben bir¢ok onaric1
DNA enzimin expresyonunun artmasina baglidir (80,83).

Proteinlerde meydana gelen degisiklikler: Biyolojik sistemlerin esas bilesenleri
olan proteinlerin mitoz, transport sistemleri, saperon aktivitesi ve sinyal transdiiksiyon gibi
cesitli hiicresel fonksiyonlarda gorev almalar1 nedeniyle organizma i¢in oksidatif hasara
ugramalar1 ¢ok Onemlidir (84). Serbest radikaller aminoasitlerin modifikasyonunda,
proteinlerin agregasyonu veya capraz baglanmalarinda ve fragmantasyonunda yapisal
degisikliklere neden olurlar. Buna en cok siilfiir iceren aminoasitler sebep olurlar. Tirozin,
triptofan, histidin, fenilalalin gibi halkali aminoasitler daha ¢ok oksidasyona maruz kalirlar.
Serbest radikallerin modifikasyonuna duyarl olan membran proteinleri oksidasyonla hiicresel

ve membran fonksiyonlarinda 6nemli bozulmalar olmaktadir (85 ).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI
Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Savunma mekanizmasini olusturan bu bilesiklere

“antioksidanlar”, bu mekanizmalara da antioksidan savunma sistemleri denir (86).
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Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere ikiye ayrilirken endojen
antioksidanlar da enzim olan ve enzim olmayan olmak iizere kendi arasinda ikiye ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-s transferaz (GST),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), mitokondriyal sitokram oksidaz sistemi, katalaz ve
hidroperoksidazdir. Enzim olmayan endojen antioksidanlar ise melatonin, seruloplazmin,
myoglobin, transferin, hemoglobin, ferritin, glutatyon, bilirubin, sistein, iirat, metiyonin,
laktoferrin ve albumindir. Eksojen antioksidanlar ise vitamin eksojen antioksidanlar ve ilag
olarak kullanilan antioksidanlar olarak siniflandirilirlar. Vitamin eksojen antioksidanlar a-
tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin C), p-karoten ve folik asit (folat). Ila¢ olarak
kullanilan eksojen antiksidanlar ise NADPH, oksidaz inhibitorleri, ksantin oksidaz
inhibitdrleri, notrofil adezyon inhibitdrleri, barbitiiratlar, sitokinler olarak adlandirilirlar (3).

Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu veren antioksidanlar bu radikalleri ya
kendilerine baglayarak ya da daha zayif bir molekiile ¢evirerek olusturduklar1 hasar1 onlerler.
Antioksidanlar hiicrenin hem mebran hem de siv1 kisimlarinda bulunabilirler (75).
Antioksidan savunma sistemleri etkilerini dort yolla géstermektedir.

1) Siipiiriicii Etki: Serbest oksijen radikallerini etkiledikten sonra onlar1 tutup, yok
ederler. Kiiciik molekiiller ve antioksidan enzimler bu yolla etki gosterirler.

2) Inaktif sekle doniistiiriicii etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilestikten sonra bir
hidrojen aktararak onlarin aktivitelerini azaltirlar ve inaktif sekle doniistiiriirler. Flavanoidler
ve vitaminler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini bagladiktan sonra zincirlerini kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etki gosterirler. Hemoglobin, mineraller ve seruloplazmin bu
sekilde etki gosterirler.

4) Onarict etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasiyla etkilerini
gosterirler.

Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlarin tanimlanmasinda ve etkinliklerinin
belirlenmesinde I/R hasar1 modellerinin 6nemli katkis1 olmustur (3). Oksijen radikallerinin
olusumuna kars: bir¢ok hiicresel savunma vardir. Ornegin SOD ve katalaz gibi enzimler
siiperoksit radikali ve hidrojen peroksidi inaktive etmek i¢in uyum i¢inde g¢alisirlar. SOD
oksijen radikallerini hidrojen peroksite doniistiiriir. Daha sonra olusan hidrojen peroksit
katalaz enziminin etkisiyle suya doniisiir. Serbest radikal zararmin énlenmesinde SOD enzimi

ilk basamag1 olusturur. Hidroksil radikalinin etkisinin notiirlenmesinde diger besin dgeleri ve
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kimyasal antioksidanlar ikinci basamag olustururlar. Insan viicudunda SOD enzimi besinci

biiylik proteindir ve azalmasi plazma proteinlerindeki hasarin arttigmi gosterir (87).

Glutatyon

Biyolojik olarak iki 6nemli yapiyr (g-glutamin bagi ve tiyol grubu) yapisinda
bulundurur. Yapisindaki sisteinin tiyol grubundan ve konsantrasyonunun yiiksek olmasindan
dolay1 hiicre ig¢inde glutatyon onemli bir antioksidandir ve %99°dan fazlasi indirgenmis
formda bulunur. Bu formda tutulabilmesi i¢in pentoz fosfat metabolik yolu 6nemlidir (88).

GSH en ¢cok memeli ve bir¢ok prokaryotik hiicrelerde bulunan en bol intraselliiler
tiyoldiir. Hiicre igerisinde indirgen formda bulunan GSH endojen iiretilen peroksidlere karsi
okside olur ve onlar1 indirger. Bu reaksiyonu glutatyon peroksidaz katalizler. GSH’1n hiicreyi
etkin olarak koruyabilmesi i¢in biiylik kismi rediikte halde tutulmalidir. Bu reaksiyonu da
glutatyon rediiktaz katalizler. Glutatyon rediiktazla GSH’m indirgenmesi reaksiyonunda
NADPH’a ihtiya¢ duyuldugu i¢in heksoz monofosfat yoluyla baglantilidir (89,90).

Glutatyon homeostazi doku diizeyinde dokular arasindaki GSH akisma ve GSH
metabolizmasi ile ilgili islemlere bagh olarak ve hiicresel diizeyde biyosentez, import,
oksidasyon ve eksport arasindaki dengeyle saglanir. Homeostatik mekanizmalar i¢in eritrosit
hari¢ tiim hiicrelerdeki GSH salmimi onemli bir faktordiir. G-glutamil dongiisii, GSH
biyosentezinden sorumludur ve metabolik, koruyucu, tasmma ve katalitik islemlerin bir
kisminda, ayrica sistein aminoasidinin tasmmasit ve depolanmasinda, GSH sentezi ve
kullaniminin diizenlenmesinde 6nemlidir (88).

GSH sentezi g-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz olmak {izere iki enzimin
ardisik eylemiyle gergeklesir. Glutatyonun derisimi sentezinde gorev alan enzimlerin
derisimine ve sentezinde kullanilan substratlarin teminine baghdir. Hiicreler glisin ve
glutamattan zengindir, ancak sistein sinirli miktarda bulunur. Sistein olusumu baz1 hiicrelerde
metiyonin tarafindan sistatiyonin yolunda serin aminoasidinin transsiilflirasyonu ile basarilir.
Ayn1 zamanda sistein diyetle alinan proteinlerden ve doku proteinlerinin yikimindan da gelir.
Bu sartlarda glutatyon sentezi iki sentetazin substratlarinin derisiminin artmasiyla baslar

(88,91).

PELARGONIUM SIDOIDES
Diinya Saglik Orgiitii'ne gére diinyadaki insanlarmm %80’den fazlas1 bitkisel tip
kullanmaktadir (84). 91 degisik iilkenin yaptig1 calismada bitkilerin toplam sayis1 yaklasik
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olarak 20.000 dir. Bir¢cok bitkinin antimikrobiyel etkileri 1926’dan beri arastirilmaktadir.
Gliniimiizde teknoloji ve tiptaki gelismelere ragmen dogal iiriinlerin yaygm kullanimui,
ekonomik krizler bitkileri daha amaca yonelik ve daha etkili hale getirmistir (8).
Pelargonium sidoidesin Tiirk¢e ad1 sardunyadir ve 280 tiir icerir. Geraniaceae ailesinin Giiney
Afrika’nin kiy1 bolgelerinde bulunan, dar, koyu kirmizi ¢igekleri ve genis kalp seklindeki
yapraklari ile dikkati ¢eken, 50 cm yiiksekliginde bir bitkidir. Yakindan iliskili Pelargonium
Reniform Curt ile bitkinin kokleri yilizyillardir Giiney Afrika’da geleneksel bitkisel bir ilag
olarak kullanilmaktadir. Bitkinin kokleri yasi ilerledik¢e siyaha doniistir ve koklerindeki aktif
madde biiylimenin 3. yilinda optimal konsantrasyona ulasir (92,93).

Alman ve Ingiliz kolonilerin Giiney Afrika’y1 istilasindan sonra Avrupalilar
Pelargonium Sidoides bitkisini tanimiglardir. 19.yy sonundan itibaren solunum yolu

enfeksiyonlarinda halkin kullandigini 6grenmiglerdir (92).

Sekil 1. Pelargonium sidoides (93).

Tiiberkiiloza yakalanan 1897 yilinda Major Stevens adl1 bir Ingiliz, hekimlerin 6nerisi
ile iklimi 1liman olan Giiney Afrika’ya gelmistir. Hastaligi ile ilgili calisma yaparken burada
Basuto kabilesinden bir sifaciyla tanigir ve onun verdigi Pelargonium sidoides bitkisinin
koklerinden elde edilen detoksiyonu kullanarak iyilesir. Bu tedavi sekline Ingiltere’ye
dondiigiinde kendi adin1 (Stevens Yontemi) verir. Stevensin tedavi metoduna ilk destek veren
kisilerden olan Dr. Adrein Sechehaye, 1920°den baglayarak Pelargonium ekstresini dokuz yil
boyunca 800 hasta iizerinde denemis ve 1930 yilinda elde ettigi ¢arpici sonuglar1 yaymlamas.
1972’de Alman arastirmacilar Pelargonium sidoides koklerinin kimyasal profil kimligini
kesfettiler (EPs 7630). Bu gelismelerden sonra modern ve sentetik tiiberkiiloz ilaglarin kesfine

kadar pelargonium sidoides kok ekstresi Avrupa’da sik¢a kullanilmis (92-94).
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EPs 7630 0zii temel olarak polifenoller, mineraller, proteinler ve diisiik
konsantrasyonlarda 7-hydroxycoumarin tiirevi icerir. Bu 7-hydroxycoumarin tiirevleri bilinen
antikoagiilan kumarinlerin yapisindan farklidir (93). Yapilan ¢alismalar EPs 7630’un hareket
mekanizmasinin multifaktoriyel oldugu ileri siiriilmistir. EPs 7630 antibakteriyel,
immunomodiilator etkiye sahiptir. Vitro ¢alismalarda viriis kaynakli hiicre yikimina karsi
sitopretoktif etki gosterdigi ve notrofil graniilositlerden antimikrobiyel peptitlerin salinimini
hizlandirdig1 bulunmustur. Epitel hiicrelerde bakteri adezyonunu engelledigi ve iist solunum
yollar1 enfeksiyonlar1 sirasinda mukolitik etki gosterdigi yapilan calismalarda gosterilmistir
(93-95).

EPs 7630’un bronsit, tonsillofarenjit, siniizit ve soguk algmlig1 dahil olmak iizere akut
ist solunum yolu enfeksiyonlarmmin siire ve siddetini azalttigi belirlenmistir. Giivenlik ve
etkinlik bilgileri 1 yasindaki ¢ocuklar1 da igermektedir (93).

Klasik ders kitaplarinda antidiyaretik etkili oldugu da goriilmektedir. Ayrica gogiis
agrilarinda, mide bagirsak enfeksiyonlarinda da kullanilmaktadir. Helicobacter pylori,
streptocus, stafilokokus ve bacillus cereuse karsi etkili oldugu yapilan calismalarda
gosterilmistir (96,97).

EPs 7630 kemotaksisi arttirir, fagosit fonksiyonlarimi diizenler, makrofajlarin uyarim
ve aktivasyonunu saglar, NO iiretimini ve fagositoz yetenegini arttirarak hiicre i¢i 6ldiirmeyi
de arttirir. Lokosit elastazi inhibe eder, antioksidatif 6zelliktedir. immiinomodiilator etkisi ile
ayrica tiimor nekroz edici faktor (TNF) etkinlestirilmesinde de etkilidir (92,93). Pelargonium

sidoidesin kullanilan ticari adi umca soliisyonudur (98).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alismada Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen 300-350 g agirliginda erkek Sprague-Dawley sicanlar kullanildi.
Laboratuvar kosullar1 standart (22 + 1 'C ve 12 saat aydmlik/karanlik siklusunda) tutuldu.
Siganlara standart sican yemi ve musluk suyu verildi. Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan (Ek-1) ¢alisma i¢in onay alindi.

Calismamizda 4 grup ve her grupta 8’er adet olmak lizere toplam 32 adet sican
kullanildi. Sigcanlarm anestezisi kas i¢ine 10 mg/kg xylazine ve 90 mg/kg ketamin ile
saglandi. Sicanlarin karin bolgesi 37 °C’ de 1sitilmis deney masasi iizerinde tras edildi ve
betadin ile antisepsisi saglandi. Karin organlar1 median hattan insizyon agilarak steril gazli
bez iizerine alindi. Kor diseksiyonla sag ve sol bobrek damarlari agiga ¢ikarildi. Nontravmatik
mikrovaskiiler klemple grup 3 ve grup 4’deki sicanlarin bobrek damarlarmin (arter ve ven)
kan akimi kesilerek 60 dk. siireyle iskemi uygulandi. Deney siiresince, zorunlu kaybedilen
swviy1 yerine koymak amaciyla batin acgikken batin icine 37 "C’ deki steril fizyolojik serum
(FS) viicut agirliginin %5°1 oraninda verildi. Klempler 60 dk iskemi sonunda alinarak kan
akmmi sagland1 ve bobreklerdeki renk degisimi 2 dk siireyle gdzlendi. Insizyon daha sonra
kapatilarak betadin ile sterilizasyon yapildi. Ayn1 prosediir grup 1 ve grup 2’deki siganlara da
uygulandi, fakat insizyon bobrek damarlar1 klemplenmeyerek 60 dk sonunda kapatildi.

Grup 1: Sicanlara bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 72, 48, 24 saat ve 30

dakika 6nce 2 ml/kg Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii %12 etanol gavajla verildi.
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Grup 2: Sicanlara bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 72, 48, 24 saat ve 30
dakika once 200 mg/kg dozunda Pelargonium sidoides gavajla verildi.

Grup 3: Sicanlara iskemi yapilmadan 72, 48, 24 saat ve 30 dakika once 2 ml/kg
Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii %12 etanol gavajla verildi.

Grup 4: Sicanlara iskemi yapilmadan 72, 48, 24 saat ve 30 dakika 6nce 200 mg/kg
dozunda Pelargonium sidoides gavajla verildi.

Insizyon kapatildiktan hemen sonra tiim gruplardaki siganlar metabolik kafese alinarak
24 saatlik idrarlar1 toplandi.

Reperfiizyondan 24 saat sonra tiim gruplardaki sicanlar 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg
kas 1i¢i ketamin anestezisi altinda kanlar1 ve her iki bobregi alinarak sakrifiye edildi. Daha
sonra buz kabi tizerindeki kurutma kagitlarinin tizerine her iki bobrek ¢ikarilarak konuldu ve
bobrek kapsiilii siyrildi, bistiiri yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye ayrildi. Isik mikroskobisi
icin sag bobregin bir yaris1 %10’luk formalin soliisyonuna konuldu, diger yaris1 ve sol
bobregin her iki yarilar1 fizyolojik serumla yikandiktan sonra kurutma kagidi ile kurutulup
aliminyum folyo i¢cinde MDA, GSH ve NO diizeyleri ¢alisilana kadar -80 °C’ de muhafaza
edildi.

Hacmi Olgiilen idrar ile kan 6rnekleri +4 “C’de 3000xg’de 10 dk sogutmali santrifiijde

santrifiij edilerek idrar ve serum ornekleri ependorf tiiplere alinarak —80 “C’ de sakland1.

Kullanilan Cihazlar

Vorteks : Heidolp, Almanya

Derin Dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistirict: Remi equipments, Hindistan
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvicre
Otoanalizor : Advia 1800, Chemistry System, Almanya
Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios a, Ingiltere
Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre
Sogutmali santriftij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Otomatik Pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvicre
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Kullamlan Kimyasal Maddeler

Umca Soliisyon :Abdi Ibrahim, Istanbul
Tiyobarbitiirik asit ~ : Sigma, Almanya
Stilfanilamid : Sigma, Almanya

DTNB : Sigma, Almanya

NaCl : Merck, Almanya

NNDA : Sigma, Almanya

CuSOy : Panreac, Ispanya

EDTA : Merck, Almanya

Piridin : Merck, Almanya
Sodyum dodesil siilfat: Merck, Almanya

NaOH : Merck, Almanya
KH,PO, : Merck, Almanya
NaHPO4 : Merck, Almanya

Glisin : Merck, Almanya

KCl : Merck, Almanya

HCl : Merck, Almanya
Butanol : Merck, Almanya

Etanol : Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Merck, Almanya
Na,COs : Riedel de Haen, Almanya

Biyokimyasal Calismalar
Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari’nda, Advia
1800 (Chemistry System, Almanya) otoanalizor kullanilarak serumda; iire, kreatinin, Na, K

AST,ve idrarda; kreatinin, Na 6l¢timleri yapildi

Histolojik Calismalar

Isik mikroskobu incelenmesi i¢in sagittal olarak kesilen ve %10 formalinde fikse
edilmis bobrekler parafin bloklara gomiildii. Bu igslemin ardindan 4 mikrometre kalinliginda
kesitler alinarak, hematoksilen-eozin (HE) ile boyandiktan sonra 1sik mikroskobu altinda

degerlendirilmistir.
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Bobrek hasari (tiibiiler hiicre nekrozu, stoplazmik vakuol formasyonu ve tiibiiler
dilatasyon) derecesini belirlemek i¢in semikantitatif bir skala kullanildi. Bu skalada hasarin
yayilimi ve tutulan bobrek alani yiizdesi derecelendirildi. Skala degerleri 0-4 arasi olarak
belirlendi (99,100).

0: Normal bobrek

1: Minimal hasar ( % 0-5 tutulum)

2: Hafif dereceli hasar (% 5-25 tutulum)

3: Orta dereceli hasar (% 25-75 tutulum)

4: Siddetli hasar (% 75-100 tutulum)

Ayrica kast izlenen tiibiiller % olarak belirtildi. Sayim yapilirken toplayici kanallarin
olmadig1, sadece proksimal ve distal tiibiillerin bulundugu alanlarda sayim yapilmasima 6zen

gosterilmistir.

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu
Bobrek dokular1 —80 “C’den alindiktan sonra buzu ¢6ziilmeden bistiirii ile kesilerek tartild1 ve
tiiplere konuldu. MDA ve GSH diizeyleri i¢in 0.15 M KCl soliisyonu; NO diizeyi i¢cin 50 mM
fosfat tamponu (pH 7.4) ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Tiipler buz iizerinde
tutularak homojenizatdr ile homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 4000xg’de 10 dk +4
°C’de santriftij edildi ve ardindan siipernatant kismi ayrildi. Ayrilan silipernatantlar

spektrofotometrik MDA, NO, GSH diizeyleri 6l¢timlerinde kullanilda.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyon son iirlinii olan MDA’nm tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renk spektrofotometrik olarak o6lciildii
(101).

Cozeltiler:

1. %8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapilist: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0.2 ml %8.1’lik SDS,
1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karisim 95

°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml
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distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000xg’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat icermeyen ayira¢ koriine
kars1 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglarm hesaplanmasi

Ax Vtx 10’
C (nmol/ml) =

ExVsxLx10°

A: Absorbans

Vt: Total reaksiyon hacmi

10°:Moliin nanomole ¢evrilmesi

Vs: Total reaksiyon igindeki numune hacmi
E: Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)

L: Kiivet ¢ap1

10°: Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

Doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon iceriginin belirtilmesi i¢in kullanildi
(102).

Cozeltiler:

1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum-
EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢oziildii.

2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na,HPOy4)

3. 1 mM Elman ayiract: 4mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml %1°lik
sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

Deneyin yapilisi: 0.5 ml doku homojenati lizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml
proteinsizlestirme ¢dzeltisi eklendi. Bu karigim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildikten sonra 0.5
ml siipernatant alinarak iizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayiracit eklendi.

Absorbanslar homojenat igermeyen ayira¢ koriine karsi 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri
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ekstinksiyon katsayis1 (¥=1.36 104 M ¢m™) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g
doku olarak belirtildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cortas ve Wakid’in tarif ettigi yonteme gore 6l¢iildi (103).

Kullanilan reaktifler:

1. Kadmiyum graniilleri: 0.1 mol/L H,SOj i¢inde saklandig1 siirece 9 ay stabildir.

2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oziildii. 2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’s1 9.7 ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3. Siilfanilamid: 2.5 g siilfanilamid 250 ml sicak 3 mol/L HCI i¢inde ¢6ziildii ve daha
sonra sogumaya birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

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

5. Cinko Siilfat (ZnSO4): 75 mmol/L; 10.8 mg alinip 500 ml’ye tamamlandi.

6. Bakir Siilfat (CuSQOy): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.

7. Sodyum Hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1.1 g alinip 500 ml’ye tamamland:.

8. Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi i¢inde
hazirlanir (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B407.10 H,0) 100 ml i¢inde ¢6ziiliir).

KNOs; standardi; 102 mg potasyum nitrat almip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra borat i¢inde
¢ozildi.

Deneyin yapilist: Deproteinizasyon: Test tlipiine 0.5 ml numune 0,5 ml distile su, 2 ml
ZnSOy4, 2.5 ml NaOH ilave edilip vorteksle karistirildi. 10 dk oda 1sisinda beklettikten sonra
4000 xg’de 10 dk santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikandi. 1-2 dk
icinde CuSO4°de c¢alkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dk i¢inde
kullanilmak tizere kurutma kagid ile kurutuldu.

KNO3 standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik seri diliisyonlar
hazirlandi. Ve numunelere uygulanan tiim islemler standartlara da uygulandi. 1ml glisin-
NaOH buffer tiim tiiplere konuldu. 1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan
alindi, 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan tiim tiiplerin {izerine

konuldu ve 90 dk oda 1sisinda karistirarak beklendi.
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Nitrit Olciimii

90 dk’lik bekleme siiresinden sonra bu tiiplerden 2’ser ml alinarak iizerine 1 ml
siilffanilamid ve 1 ml NNDA ilave edildir. Karistirilir ve 45 dk beklendikten sonra 545 nm’de
okuma yapilir.

Direkt nitrit 6l¢ctimii: NaNO, standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile
reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml almarak ayri tiiplere aktarilir. Uzerine 1 ml

siilfanilamid ve 1 ml NNDA eklenir. 45 dk’lik stirenin ardindan 545 nm’de okuma yapilir.

Nitrat Olciimii
Nitrit degerleri bulunan nitrat degerlerinden ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile carptiktan sonra ¢ikan

sonu¢ pmol/mg protein olarak hesaplanmis olur.

Istatistiksel Analiz

Bulgularm istatistiksel analizleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
AD’da yapildi. Bulgular ortalama+standart sapma olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygun olup olmadigi Tek Orneklem Kolmogorov-Smirov test ile incelendi. Tek
Yonli Varyans analizi (ANOVA), normal dagilim varsayimi yerine geldiginde gruplar
arasindaki farklilig1 belirlemek icin kullanildi, Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi gruplar
aras1 farklilig1 saptamada, normal dagilim gostermeyenler i¢in Kruskal Wallis test kullanildi,
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi de gruplar arasinda fark bulundugunda bu
farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigmi tespit etmek i¢in kullanildi. p<0,05
degeri istatistiksel bakimdan anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel analizlerde Statica 7.0

(serino: 3IN6YUCV38) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Sicanlarda I/R uygulanmasiyla olusturulan deneysel iskemik ABY modeli her grupta 8
adet sican olmak lizere 4 grup ve toplamda 32 adet sican iizerinde bu model caligild1
Reperflizyonun baslatimasindan 24 saat sonra sicanlar anesteziye alinip, si¢anlara ait kan ve
doku ornekleri alindi. Deney siiresince guruplarda herhangi bir kayip yasanmadi.

Tiim gruplardaki siganlara ait doku MDA diizeyi nmol/g doku, GSH diizeyleri pmol/g
doku, NO diizeyi pmol/mg protein, serum aspartat aminotransferaz (AST) diizeyi U/L, NO
(Sno) diizeyr pmol/L, iire (Sire) dlizeyi mg/dl, kreatinin (Srea) diizeyi mg/dl, sodyum (Sna)
diizeyi mmol/L, potasyum (Sk) diizeyi mmol/L, idrar NO (Ixo) diizeyi pmol/L, , kreatinin
(Ixrea) diizeyi mg/dl, sodyum (In,) diizeyi mmol/L, kreatinin klirensi standart klirens
formiiliine ((Idrar kreatinin (mg/dl)/Plazma kreatinin) x (idrar hacmi/1440) /viicut agirhigr)) x
100, Fraksiyonel sodyum atilimi; idrar sodyumu/serum sodyumu x serum kreatinin/idrar
kreatinin x 100 formiilii kullanilarak hesaplandi. Gruplara ait verilere tablolarda yer

verilmistir ( Tablo 1-4).
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Tablo 1. Grup 1’in biyokimyasal verileri

= MDA GSH NO AST Siire Skrea Swa Sk | Ina Kiirens Frva

1 0,411 2,662 9,73 474 57,8 0,36 140 5,2 118,9 43 1,72 0,093
2 0,388 2,793 97,77 315 36,4 0,3 141 6,2 126,09 16 2,189 0,027
3 0,502 2,55 10,78 333 49,2 0,37 136 5,3 107,47 109 2,017 0,276
4 0,801 2,745 10,19 273 36,4 0,23 117 4,8 120,18 12 2,721 0,02

5 0,421 2,515 1,28 408 34,2 0,27 131 4,9 72,64 47 1,121 0,133
6 0,458 2,533 8,2 380 55,6 0,34 138 51 118,09 122 1,085 0,255
7 0,34 2,862 5,62 273 42,8 0,3 138 5,8 81,06 48 1,595 0,129
8 0,683 2,4 21,06 619 38,5 0,25 142 5,7 47,34 9 1,775 0,033

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syt Serum iire; Syrea: Serum kreatinin; Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit
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Tablo 2. Grup 2’in biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO AST Sire Skrea Sxa Sk Tirea Ina Klirens FrNa

1 0,968 2,23 13,12 291 34,2 0,3 129 4,7 84,54 9 1,468 0,025
2 |o324 2,589 5,89 357 38,5 0,23 120 4,5 97,66 76 1327 0,149
3 o332 2,478 8,61 394 40,7 0,29 137 5,1 123,96 47 2226 0,08
4 0,5 2,707 7,19 1171 42,8 0,31 140 4,2 103,56 35 1,508 0,075
5 o331 3,215 7,69 507 38,5 0,26 137 4,8 133,64 43 2142 0,061
6 0,428 3,131 1,01 413 36,4 0,24 129 4,9 88,3 29 2,555 0,061
7 0,546 3,314 16,54 587 36,4 0,19 119 5,4 122,94 11 2,247 0,014
8 o675 3,494 12,44 659 40,7 0,32 145 4,8 61,65 28 1472 0,1

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syt Serum iire; Syrea: Serum kreatinin; Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum nitrik oksit; Ixreat Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit
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Tablo 3. Grup 3’in biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO AST Sre Skrea Sna Sk Tirea Ina Klirens

1 1,471 | 4,041 6,53 667 104,9 0,73 119 4,4 51,84 16 0,74
2 1,375 | 4,972 6,04 978 109,1 0,67 131 4,1 42,77 24 0,776
3 1,03 1,769 20,59 702 325,3 3,96 127 6,7 106,36 11 0,177
4 2,375 | 2,796 6,08 470 79,2 0,63 133 4,8 80,29 25 1,151
5 0,459 | 2,76 7,37 854 263,2 2,27 119 4,2 11,39 21 0,077
6 0,252 | 2,156 5,7 975 348,8 3,84 140 5,7 8,67 85 0,006
7 2,38 2,646 39,09 673 288,9 2,82 122 4,8 36,1 15 0,053
8 2,09 2,908 15,9 1160 278,2 2,61 123 4,7 11,4 35 0,042

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syt Serum iire; Syrea: Serum kreatining Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit
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Tablo 4. Grup 4’iin biyokimyasal verileri

MDA GSH NO AST Siire Skrea Sna Sk | Ina Klirens FrNa

1,592 3,406 27,78 554 250,4 2,03 113 3,8 37,15 18 0,159 |0.87

1,808 3,993 17,52 780 100,6 0,54 137 4,5 61,17 9 0,826 |0058
3,746 3,131 5,67 1041 119,8 0,68 138 5,2 41,18 16 0841 |0191
0,705 2,376 9,69 842 363,8 4,28 134 6,5 12,77 26 0,013 | 6503
1,645 2,755 14,71 1002 306 3,6 136 5,7 17,41 14 0,029 |2129
0,213 2,687 18,8 910 329,6 2,79 135 5,7 15,48 29 0,066 |3872
1,801 2,103 7,38 1171 353,1 3,54 138 5,9 10,71 19 003 |4551
2,55 3,565 9,47 787 111,3 0,56 117 4,4 31,13 15 0483 |0231

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syt Serum iire; Syrea: Serum kreatinin; Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Sxo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit
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Tablo 5. Calisma gruplarinin degiskenlere ait istatistiksel verileri

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
SERUM Ort. = SD Ort. = SD Ort. = SD Ort. = SD
Ure 43.8649.22  |38.53+2.82 224.70+108.81 |241.83+114.04
(mg/dl)
Kreatinin 0.30+0.05 0.27+0.05 2.19+1.38 2.25+1.52
(mg/dl)
Sodyum 135.8+8.18 132.00+9.37 126.75+7.46 131.00+10.03
(mmol/L)
Potasyum 5.38+0.48 4.80+0.36 4.93+0.87 5.2140.90
(mmol/L)
éjs/{) 384.38+117.06 | 547.38+279.83 |809.88+222.44 [885.88+189.92
BOBREK
MDA 0.50+0.16 0.51+0.22 1.430.82 1.76+1.08
(nmol/g doku)
GSH
2.63+0.16 2.89+0.45 3.00+1.03 3.00+0.64
umol/ g doku
Nitrik Oksit 20.58+31.70  |9.06+4.84 13.41+11.76 | 13.88+7.35
(umol/mg protein)
Bobrek Hasar1 Skoru |0,13+0,35 0,14+0,38 3,75+0,46 3,83+0,41
Kast (%) 0.00+0.00 0.00+0.00 79.88+3.69 78.33+3.89
IDRAR
Kreatinin 98.97+28.53  |102.03+24.09 |43.60+35.26 28.38+17.59
(mg/dl)
Sodyum 50.75+43.10  |34.75+21.46 29.00+23.80 18.2546.50
(mmol/L)
f;o;\]a 0.1240.10 0.07+0.05 4.8549.19 2.3042.42
Kreatinin Klirensi 0.56+0.18 0.60£0.15 0.12+0.14 0.09+0.11
(ml/dk)
Ort. £ SD

" Kruskal Wallis test

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; AST: Aspartat aminotranferaz; FeNa: Fraksiyone sodyum atilima.
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Gruplar arast serum fiire diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark goriildi
(p<0.001). Gruplar arast serum iire diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasmnda p<0.001
diizeyinde anlamli bir artma goézlendi. Grup 1 ile Grup 2 arasinda ve Grup 3 ile Grup 4
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). Serum
iire diizeyinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonucglar1 Tablo 6’ da ve iire

diizeyinin gruplar aras1 karsilastirilmas: Sekil 2° de gosterildi.

Tablo 6. Serum Ure diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0.05
Grup 3 p<0.001
Grup 4 p>0.05

300 +

250 1

200 1

150 1

URE (mg/dl)

100 1

50 o

L

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 2. Ortalama URE diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimas:
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Gruplar arast serum kreatinin diizeyinde istatistiksel olarak anlamh fark
gorildii.(p<0.001). Gruplar arasi serum serum kreatinin diizeyinde grup 1 ile grup 3
arasinda p<0.001 diizeyinde anlaml1 bir artma gozlendi. Grup 1 ile grup 2 arasinda ve grup
3 ile grup 4 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi
(p>0.05). Serum kreatinin diizeyinin bonferroni diizeltmeli mann-whitney u testi sonuglari
tablo 7°de ve ortalama serum kreatinin diizeyinin gruplar arasi karsilastirilmasi sekil 3° te

gosterildi.

Tablo 7. Serum kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0.05

Grup 3 p<0.001
Grup 4 p>0.05

2,5 1

1,5 +

Skrea (mg/ dl)

0,5 1

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 3. Ortalama serum kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 serum Na diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0.05). Ortalama serum Na diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast Sekil 4°de

gosterildi.

145 »

140 1

135 1
130 1
125 +
120 1
115 1
110 1
105

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sna (mEq/L)

Sekil 4. Ortalama serum sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Gruplar aras1 serum potasyum diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbdzlenmedi (p>0.05). Ortalama Sk diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 5°de

gosterildi.

5-
A4'
=
=
E’]

M

CI)Z_

].

0

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 5. Ortalama serum potasyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas
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Gruplar aras1 serum AST diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0.01). Gruplar arast serum AST diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0.01
diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamh bir fark gézlenmedi
(p>0.05). Serum AST diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1
Tablo 8’de ve ortalama AST diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 6’da

gosterildi.

Tablo 8. Serum AST diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U

testi sonuclan

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0.05
Grup 3 p<0.01
Grup 4 p>0.05

1000 1
900 1

800 1
700 1
600 1
500 1
400 1
300 1
200
100 1
0

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

AST (U/L)

Sekil 6. Ortalama AST diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0.05). Gruplar aras1t MDA diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0.05 diizeyinde
anlamli bir artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05).
MDA diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 9°’da ve

ortalama MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimast Sekil 7°de gosterildi.

Tablo 9. MDA diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuclarn

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0.05
Grup 3 p<0.05
Grup 4 p>0.05

1.8 1
1,6 1
1,4 1
1,2 1

0.8 1
0.6 1
0.4 1
0.2 1

MDA (nmol/g doku)

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4
Sekil 7. Ortalama MDA diizeylerinin gruplar aras: karsilastirilmasi
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Gruplar aras1t GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi

(p>0.05). Ortalama GSH diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi Sekil 8’de gosterildi.

3,5 1

3-
2,5 1
2
15 1
1 o
0,5 9
0 =

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

GSH (umol/g doku)

Sekil 8. Ortalama GSH diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Gruplar aras1 bobrek NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi

(p>0,05). Ortalama bobrek NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 9°da

gosterildi.

25 1

20 1
_
-]

= 15 4
=
2
N’

o 10 +
4
7))

5

0 -

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4
Sekil 9. Ortalama bobrek NO diizeylerinin gruplar arasi Kkarsilastirilmasi
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Gruplar arasi idrar kreatinin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0.01). Gruplar aras1 idrar kreatinin diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0.01
diizeyinde anlaml1 bir azalma gézlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0.05). Idrar kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
sonuclar1 Tablo 10° da ve ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi

karsilagtirilmast Sekil 10°da gosterildi.

Tablo 10. idrar kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0.05
Grup 3 p<0.01
Grup 4 p>0.05

120 -

100 1

I \rea (mg/dl)
N [@)) 0
(en) (en) (en)

[\
o

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 10. Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar arast idrar sodyum diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05). Ortalama idrar sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Sekil 11° de gosterildi.

60 1

S W
o =

I\, (mEq/L)
E

20 9

10 9

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 11. Ortalama idrar sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 FeNa atiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,01).
Gruplar aras1 idrar FeNa diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01 diizeyinde anlamli
bir artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmedi (p>0,05). FeNa
diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 11°de ve

ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi Sekil 12°de gosterildi.

Tablo 11. FeNa diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuclar

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05

FeNa (%)

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 12. Ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar arasi kreatin klirensi diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0.01). Gruplar aras1 idrar kreatin klirensi diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0.01
diizeyinde anlamli bir azalma gézlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0.05). Kreatin klirensi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
sonuclar1 Tablo 12’de ve ortalama kreatin klirensi diizeylerinin gruplar arasi

karsilagtirilmas: Sekil 13°te gosterildi.

Tablo 12. Kreatin klirensi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0.05
Grup 3 p<0.01
Grup 4 p>0.05

2,5 1
1,5 9

0,5 1

0 . .

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Kreatin klirensi (ml/dk/100g viicut
agirhg)

Sekil 13. Ortalama kreatin klirensi diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
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Histopatolojik Sonuclar

Calismamizda bobrek dokularmin histopatolojik incelenmesinde; 100 alanda, 0-4
skalast kullanilarak bobrek hasari derecesi ve ayrica % kast degerleri her bir sican i¢in
hesaplandi. Hesaplanan bu degerler Tablo 13 ve 14°de gosterildi.

Grup [1’deki siganlarm HE boyali bobrek kesitleri 151tk mikroskobunda
incelendiginde; mikroskobik kesitlerde tiibiil ve glomeriillerin normal goériinimde oldugu
izlendi. Tiibiillerde herhangi bir nekroz veya kast olusumu gozlenmedi (Sekil 14).

Grup 2’deki siganlarm HE boyali bobrek kesitleri 151tk mikroskobunda
incelendiginde; Grup 1’e benzer Ozelliklerde oldugu, bunlarin glomeriiler ve tiibiiller
yapilarinin normal gériinlimde oldugu izlendi. Glomeriillerde bir degisiklik géze carpmadi.
Tiibiillerde herhangi bir nekroz veya kast olusumu gozlenmedi (Sekil 15).

Grup 3’teki sicanlarm HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda
incelendiginde; bobrek kortikal tiibiillerde dilatasyon, tiibiil epitellerinde basiklasma,
vakuolizasyon ve yer yer nekroz izlendi. Tiibiil limenlerinde kast olusumu gozlendi (Sekil
16).

Grup 4’teki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 15tk mikroskobunda incelendiginde;
bobrek kortikal tiibiillerde Grup 3’e benzer sekilde ve oranda tiibiiller dilatasyon, tiibiil
epitelinde basiklagsma, vakuolizasyon gozlendi. Tiibiillerde nekroz ve yaygin kast varligi

izlendi (Sekil 17).
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Tablo 13. Gruplarin bébrek hasar derecesini gosteren histopatolojik sonuclar

SN Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
1 0 0 4 4

2 0 0 3 4

3 0 0 4 4

4 0 0 3 4

5 0 0 4 4

6 0 0 4 4

7 0 0 4 3

8 0 0 4

SN: Sira numarasi

Tablo 14. Gruplarin % kast degerlerini gosteren histopatolojik sonuclar

SN Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
1 0 0 85 82

2 0 0 78

3 0 0 80 78

4 0 0 76 80

5 0 0 80 76

6 0 0 85 82

7 0 0 75 72

8 0 0 80

SN: Sira numarasi
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Sekil 15. Grup 2’nin bobrek kesiti [kortikal kisim (HEx200)]
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Ustteki Ok: Tiibiil epitelinde nekroz
Alttaki Ok: Tiibiil epitelinde nekroz liimende kast varligi
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TARTISMA

ABY nin nedenleri iilkeler arasinda farklilik gdsterir. Ishal ile birlikte goriilen
hipovolemiyle iligkili sekonder gelisen vakalar daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde
goriilmesine karsin, acik kalp ameliyat1 sonucu gelisen ABY gelismis lilkelerde daha
sik goriilmektedir (104). ABY klinik duruma gore de farklilhik gostermektedir.
Hastaneye yeni kabul edilen vakalar arasinda %1, hastanede yatirilarak izlenen
hastalarda %2-5 kardiyopulmoner bypass cerrahi sonrasi %4-15 ve yogun bakim
iinitelerindeki hastalarda %30 oraninda oldugu rapor edilmektedir (105). ABY
tedavisi hastanede uzun siire kalmay1 gerektirir ve maliyeti de olduk¢a yiiksektir. Bu
nedenlerden dolayr 6nce ABY gelisiminin dnlenmesi, erken teshis edilmesi ve yeni
tedavi stratejileri ile ajanlarin gelistirilmesine yonelik arastirmalar yogun bir sekilde
devam etmektedir (106).

Iskemi, ABY’nin en yaygm nedenidir. Iskemiye bagl olarak bdbrek
dokusunda gelisen hipoksi ABY gelisimindeki tiibiiler hasarin baglamasinda major bir
rol oynadig1 rapor edilmektedir. ABY gelisen hastalar uzun siire diyaliz tedavisine
ihtiyag¢ duymakta ve yaklasik %10’unda bobrek transplantasyon tedavisi
gerekmektedir. Bobreklerde iskemik hasar; bobrek transplantasyonu, suprarenal
anevrizma tedavileri, bobrek arter tedavilerinde, kontrast maddelerin olusturdugu
nefropati, kalp durmasi ve sok gibi klinik durumlarda goriiliir (107). Bobreklerde
deneysel I/R hasarmin etkilerinin ortaya c¢ikmasi igin 60 dakikalik iskemi siiresine

gerek oldugu ve bu siireden sonra reperflizyon hasarmin ortaya ¢iktigi gosterilmistir
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(108). Bu calismamizda daha 6nce laboratuarimizda ¢alistigimiz model olan 60 dk her
iki bobrek iskemisi ve 24 saatlik reperfiizyon siirelerini tercih ettik (109).

Pelargonium sidoides kokleri Giiney Afrikada farkl hastaliklarin tedavisinde halk
arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle iist solunum yolunun akut veya kronik
enfeksiyonlarinda yaygm olarak kullanilmaktadir. Klinik c¢alismalar1 bu bitkisel ilacin
antibakteriyel, antiviral ve immiin sistemi diizenleyici oOzelliklere sahip oldugu
bildirilmistir (110,111). Luna ve arkadaslarinin goniillii erkek moroton kosucularmin
iizerinde yaptiklar1 ¢ift korli calismada, Pelargonium sidoides ekstraklarmin tiikriikk IgA
diizeylerini arttirdigi buna karsmn IL-15 ve IL-6 diizeylerini azalttig1 gosterilmistir. Bunun
sonucu olarak bu bitkisel tedavinin yogun fiziksel aktivite yapan atletlerde immiin sistemi
giiclii bir sekilde diizenledigi rapor edilmistir (112).

Son yillarda yapilan in vitro arastrmalarda Pelargonium sidoidesin bagisiklik
sistemi tiizerinde diizenleyici etkisi oldugu ve TNF-a, interferon ve NO diizeylerini
diizenledigi rapor edilmektedir. Mikroorganizmalar iizerinde fagositik aktivitesinin yani
sira hem bakteri liremesini engelleyerek hem de SOR salinimmi arttirarak (oksidative
burst) mikroorganizmalarin 6liimiine neden oldugu rapor edilmistir. Cesitli ¢caligmalarin
sonuglarinda ozellikle list solunum yolu enfeksiyonlar1 {izerindeki koruyucu etkisi
antimikrobiyel, antiviral ve immiin diizenleyici etkilerinin yani sira Pelargonium sidoidesin
farmakolojikal etkilerinin acik olmadigi ve hala arastirilmaya ihtiyag oldugu
bildirilmektedir (111).

Bu c¢alismamiz arastrmalarimiza gore sicanlarda bobrek I[/R  modelinde
Pelargonium sidoidesin etkisinin arastirildigir ilk calismadir. Calismamizda iskemi
yapilmayan hayvanlarda etkisini gostermek amaciyla; bobrek damarlar1 diseksiyonla
ayrilmadan 72, 48, 24. saat ve 30 dk once 200 mg/kg dozunda Pelargonium sidoides
verdigimiz 2. grup ile bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 72, 48, 24 saat ve 30 dk
once 2 ml/kg dozunda Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii %12 ethanol gavajla verilen 1.
grup verileri arasinda MDA, NO, AST, serum iire, kreatinin, kreatin klirensi ile FeNa
atillm1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi goriildi. Serum AST
diizeylerinde 2. grupta 1. gruba gore anlamli olmayan bir yiikselme gorildi. Bu veriler
Pelargonium sidoidesin saglikli sicanlardaki etkisinin ileri arastirmalarla incelenmesi
gerektirdigini diisindiirmektedir.

Her iki bobrek arter ve venleri birlikte klemplenerek 60 dk iskemi, 24 saat

reperflizyon siiresi uygulanan 3. grup sicanlarda elde edilen parametreler ile 1. grup verileri
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karsilastirildiginda serum sodyum, potasyum, bobrek NO ve GSH diizeyi ile idrar sodyum
diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olusmadigi goriildii. Serum fire,
kreatinin, AST aktivitest ve MDA diizeylerinde istatiksel olarak anlamli arttig1r gortldii.
Idrar kreatinin diizeyinde ise anlamli azalma tespit edildi. Calismamizda ABY ’nin bir
belirteci olan glomertiler filtrasyon hizinin gostergesi olarak kullanilan kreatinin klirensi
kontrol grubu olan 1. gruba gore I/R hasar1 olan 3. grupta anlamli azalma meydana geldi.
Bobreklerde tiibiiler fonksiyon bozuklugunun bir gdstergesi olarak kabul edilen FeNa
atilminda anlamli bir artma vardi. Grup 3 ile grup 1 siganlarin HE boyali bdbrek
kesitlerinin 151k mikroskoplu sonuglarma gore kortikal tiibiillerde dilatasyon, tiibiil
epitellerinde basiklasma, vakuolizasyon ve yaygin nekroz izlendi. Ayrica tiibiil
epitellerinde yogun kast olusumu goézlendi. Bu sonuglar uyguladigimiz modelde I/R
hasarmin olustugunu gostermektedir.

Daha Once sigan ve farelerde 40 dk iskemi ve farkli reperflizyon siirelerinin
incelendigi bir ¢alismada I/R grubu ile sham kontrol gruplar1 karsilastirildiginda fire,
kreatinin diizeyleri ile bdbreklerde histopatolojik hasarin anlamli diizeyde arttig:
gosterilmistir (113). Bu calismada elde edilen bulgular bizim g¢alisma sonucunda elde
ettigimiz bulgularin sonuclar1 ile uyumluluk gostermektedir. Yanarates ve ark. sicanlarda
60 dk iskemi ve 6 saat reperflizyon uyguladiklari ¢alismalarinda serum iire, kreatinin, AST
aktivitesi, MDA ve NO diizeyleri ile histopatolojik olarak bobrek hasarnin istatiksel olarak
anlamlh diizeyde artmis oldugu bildirilmistir (114). Siganlarda 45 dk iskemi, 24 saat
reperflizyon uygulanan diger bir calismada da serum iire, AST diizeylerinin ve
histopatolojik tiibliler hasarm arttig1 bildirilmistir (115). Aydogdu ve ark. laboratuarimizda
yaptiklar1 caligmada 60 dk iskemi, 24 saat reperfiizyon uyguladiklar1 ¢alismalarinda iire,
kreatinin ve MDA diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir (116). I/R’nin olusturdugu hasarin
incelendigi bu ¢aligmalarda ki bobrek tire, kreatinin ve AST aktivitesi bulgular1 bizim I/R
olusturdugumuz 3. grup ile uyumluluk gostermektedir. Sicanlarda 45 dk iskemi 24 saat
reperflizyon uygulayan Wei ve ark. ¢alismasinda serum iire, kreatinin diizeylerinde artma,
serum ve bobrek diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artma goriilmiis (115). Efrati
ve ark. sol bobrek nefroktomisi yaptiklar1 calismada 1, 24, 48, 168 saat reperflizyon
siirecinde inceledikleri bulgulardan I/R grubundaki 24 saatlik reperflizyon siiresindeki
kreatinin diizeylerinde artma, kreatinin kliresinde ise anlamli azalma oldugunu
bildirilmistir (117). Bizim g¢alismamizin verileri ile bu caligmalarin verileri benzerlik

gostermektedir.
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Camara ve ark. bilateral bobrek arter ve venine klemp koyarak 45 dk iskemi ve 24
saat reperflizyon uyguladiklar1 ¢alismalarinda serum iire, AST diizeyleri ile bobrek tiibiiler
hasar skorunun anlamli diizeyde arttigi bildirmislerdir. Serum AST diizeyi non-spesifik
hiicresel hasarin veya nekrozun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. AST bobrek tiibiil
hiicrelerinde de bulunan bir enzimdir. Bobrek iskemi reperflizyon modellerinde AST
diizeylerindeki yiikselmenin karaciger hasar1 degil bobrek hasar1 sonucu oldugu
bildirilmektedir (118). Chatterjee ve ark. sicanlarda bobrek I/R hasarinda yaptiklar
calismada AST diizeyinin arttig1 buna karsin, karacigerdeki hasarin bir gostergesi olarak
kullanilan ALT diizeyinin degismedigi bildirilmistir. Bu nedenle bobrek I/R hasarinda
yiikselmis AST diizeyler1 bobrek tiibiiler hasarin bir gostergesi olarak diisiiniilmesi
gerektigi bildirilmektedir (119). Calismamizda serum AST diizeyindeki artmalarin
bobreklerdeki nekroz diizeyi ile paralel olmast bunu desteklemektedir. Glomertler
fonksiyonun gostergesi olan plazma iire ve kreatinin konsantrasyonlarindaki yiikselme ile
glomertiiler fonksiyon hizinin belirteci olan kreatinin klirensindeki azalma glomeriiller
fonksiyonlarin bozuldugunu bize gosterdi. Ayrica buna ilaveten tiibiiler hasarin bir
indikatorii olan FeNa atilimindaki artma da tiibiiler fonksiyonlarin azaldigini ve tiibiiler
hasarin arttigimi1 gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda histopatolojik sonuglarda goriilen
nekroz diizeyindeki artis bu goriisiimiizii desteklemektedir. Bobrek I/R hasar1 modeli
uyguladigimiz caligmamizda lipit peroksidasyonun artiginin bir goéstergesi olan MDA
diizeylerinin anlaml1 diizeyindeki artis oksidatif stresin artisin1 gostermektedir.

Hagar ve ark. sol bobrekte 45 dakika iskemi 24 saat reperfiizyon ve sag bobrek
nefroktomisi yapilarak uygulanan modelde serum kreatinin ve iire diizeyleri ile MDA
diizeylerinin I/R grubunda sham kontrol grubuna gére anlaml diizeyde arttigt GSH ve
serum NO diizeyinin de anlamh diizeyde azaldig1 bildirilmistir (120). Bu ¢alismada serum
iire ve kreatinin diizeyleri ile bobrek MDA diizeylerinde goriilen artig bizim ¢alismamizda
I/R uygulanan 3. grubun sonugclar1 ile uyumluluk gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda
bobrek GSH ve bobrek NO diizeyinde azalma anlamli degildir. Bu sonu¢ Hagar ve ark. sol
bobrekte 45 dakika iskemi 24 saat reperflizyon ve sag bobrek nefroktomisi yapilarak
uyguladiklar1 modeldeki farkli iskemi siiresinden kaynaklanabilir.

Giirel ve ark. sag bobrekte 30 dakika iskemi ve 30 dakika reperflizyon sonucunda
bobrekte NO diizeyinin anlamli diizeyde arttigi gosterilmistir (121). Korkmaz ve
Kolankaya’nin sicanlarda sag bobrek nefroktomisi yaptiklar1 ve sol bobrekte 45 dakika

iskemi 3 saat reperflizyon siiresi uyguladiklar1 modellerinde MDA diizeylerinin arttig1 ve
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GSH diizeyinin anlamli azaldig1 rapor edilmistir (122). GSH diizeyinin bu ¢alismadaki
anlaml diizeyde azaldigmin bizim ¢alismamizda goriilmemesinin nedeni I/R siirelerindeki
farklilik sonucu olabilir.

Calismamizda 60 dakika iskemi 24 saat reperflizyon uygulanan ve iskemiden 72,

48, 24 saat ve 30 dakika once Pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii %12’lik etanol 2 ml/kg
dozunda verilen 3. grup ile ayni siirelerde iskemi ve reperflizyon uygulanan ve ayni zaman
birimlerinde 200 mg/kg dozunda Pelargonium sidoides verilen 4. grubun parametreleri
karsilastirildiginda istatiksel olarak herhangi bir farkliligin olmadig: goriildii.
Bozkurt ve ark. si¢anlarda bobrek I/R hasarmna karsi elajik asidin etkisinin arastirildigi
calismalarinda sol bobrekte 45 dakika iskemi, iskemiyi takiben 60 dakika reperfiizyon
uyguladiklar1 gruplarda MDA diizeyinin anlamli diizeyde arttig1 ve elajik asidin serum
MDA diizeyleri iizerinde anlamli diizeyde etkisinin olmadigi rapor edilmistir (123).
Kopeklerde 90 dakika iskemi ve farkli zaman peryodlarinda (1, 2, 4, 7, 10, 15 ve
21.giinler) reperflizyon siiresi uygulanan gruplarda tedavi amaciyla verilen N-asetil sistein,
sodyum nitroprosit ve phosphoramidonun glomeriiler fonksiyon gostergesi olarak kabul
edilen iire ve kreatinin diizeylerinin 24 saatlik reperflizyon siireleri sonunda koruyucu
etkilerinin olmadigi, ancak reperfiizyonun diger zaman peryodlarinda koruyucu etkileri
oldugu bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda da 24 saatlik reperflizyon siiresinde Pelargonium
sidoidesin goriilmeyen yararli etkisinin uzun siireli reperflizyon peryodlarindaki etkisinin
arastirilmasi gerektigini diistiniiyoruz (124).

Romatoid artrit modeli olusturulan siganlarda 100, 200 ve 500 mg/kg dozlarinda
Pelargonium sidoides verilen gruplarda plazma MDA, SOD, NO ve GPx diizeylerinde
anlaml degisikliklerin olmadig1 bildirilmistir. GSH diizeyinde ise Pelargonium sidoides
verilen gruplarda GSH diizeylerinin anlamli diizeyde azaldigimi gostermislerdir (92). Bizim
calismamizda Pelargonium sidoidesin MDA ve NO diizeylerinde anlamli farklilik
olusturmamasi bu ¢alismanin sonuclar1 ile uyumluluk gostermektedir. Diger taraftan
calismamizda GSH  diizeylerinde  Pelargonium  sidoidesin  anlamli  farklilik
olusturmamasina karsm bu ¢alismada GSH diizeyleri iizerinde anlamli diizeyde azalma
goriildigi bildirilmistir. Bu calismada GSH diizeyleri lizerindeki azaltict etkisinin bizim
calisma sonuglarimizdan farkli olmasinin sebebi 10 kez verilmesinin bir sonucu olabilir.
Bizim ¢alismamizda da hasar gelisiminden 6nce 4 kez verilmistir.

Afrika sardunyasi olarak bilinen Pelargonium sidoidesin koklerinden elde edilen

siv1 ekstresi iceren damlalar soguk alginligmin tedavisinde Almanya’da yaygin olarak
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kullanildig1 ve son yillarda Pelargonium sidoides kokiiniin sivi ekstresi igeren ilaglar
Tiirkiye’de de bulunmaktadir. Pelargonium sidoides koklerinin ekstratinda esas etken olan
kumarinlerin yaninda fenolik yapilarin da oldugu tespit edilmistir. Bu fenolik yapilarinin
iceriginde flavorit ve katesin tiirevlerinin oldugu belirlenmistir (125). Pelargonium sidoides
kokiinden elde edilen ekstratin solunum sistemine zarar veren viriis ve bakterilere karsi
mikrop Oldiiriicii etkiye sahip oldugu yapilan c¢alismalarda gosterilmistir (126).
Pelargonium cinsine ait tiirlerin igerdigi fenolik bilesiklerden dolayr kuvvetli antioksidan
ozelliklerinin oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (127,128). Kayser ve ark.
Leismania parazitlerin lizerinde yaptiklar1 in vitro c¢alismada Pelargonium sidoides
ekstratlarinin NO iiretimini arttirarak makrofajlarin fagositik aktivitelerini arttirdigi rapor
edilmistir (129).

Influenza viriisii ile enfekte edilmis farelerde in-vivo ve in-vitro ¢alismada yasam
stiresini uzattig1 Pelargonium sidoides ekstratinin verilmesinin viicut sicakligini azalttigi,
viicut agirhigmim azalmasmi engelledigi, hastalik siirecini azalttig1 ve antiviral etkisinin
oldugu gosterilmistir (130). Turan ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Pelargonium sidoides
ekstratlar1 ile beslenen kerevitlerin biiyiime, yasama orami ve viicut kompozisyonu
iizerinde olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (131). Koch ve Biber’in iki hafta boyunca oral
olarak siganlara Pelargonium sidoides ekstratinin 10, 75 ve 500 mg/kg dozunda verdikleri
calismalarinda iki hafta sonunda Pelargonium sidoidesin tiim dozlarinin viicut agirligi ve
karaciger agirlig1 lizerinde etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada verilen dozlarin
parsiyel tromboplastin ve protrombin gibi koagiilasyon parametreleri {izerinde anlamli
etkisinin olmadig1 ve bunun sonucu olarak Pelargonium sidoides alan hastalarda kanama
zamani izerinde etkinliginin olmayacagi bildirilmistir (98). Teschke ve ark. 3 hafta
boyunca giinliik 3X30 damla dozunda Pelargonium sidoides alan hastalarda karaciger
ALT, AST diizeylerinde artisa sebep olarak toksik etki gosterdigi rapor edilmistir (132).

Pelargonium sidoides 6zellikle solunum yolunun viral ve bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 insanlarda koruyucu rol oynadigi bircok calismada bildirilmistir. Deney hayvanlar1
iizerindeki etkisi ile ilgili yukarida 6zetlenen ¢alismalarda farkli dozlarinin toksik etkiye
sebep olmadig1 hatta koruyucu rol oynadigi rapor edilmektedir. Ancak son zamanlarda
takip edilen klinik ¢alismalarda Pelargonium sidoidesin karaciger iizerinde toksik etkisinin
oldugu vurgulanmaktadir. Bizim uyguladigimiz modelde sicanlarda bobrek I/R hasarinda
incelenen parametreler lizerinde koruyucu etkisinin olmadigi goriildii. Buna ilaveten

Pelargonium sidoides verilen kontrol grubu siganlarda AST aktivitesinde anlamli olmayan
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bir artisin oldugu goriildii. Bu da Pelargonium sidoidesin karaciger iizerinde toksik
etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Biitiin bu bulgular ve gozlemler, deneysel bobrek I/R modelinde Pelargonium
sidoides tedavisinin koruyucu etkisinin goriilmemesinin mekanizmasini kesin olarak
gostermede yetersiz kalmaktadir. Bu konuda Pelargonium sidoidesin dozlarinda, verilme
zamaninda ve verilme stirelerindeki farkli zaman periyotlarinda bobrek I/R hasari

iizerindeki etkisini arastiran daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyac oldugu diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Deneysel olarak olusturulan sigan bobrek I/R modelindeki ¢alismamizda Pelargonium
sidoidesin; MDA, GSH, NO diizeylerine, AST aktivitesi ve bobrek fonksiyonlar1 ile
histopatolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini inceledik. Yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda Pelargonium sidoidesin sican bdbrek I/R hasarinda etkisinin arastirildigr ilk
calismadir.

1. ve 2. grup parametreleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak herhangi bir anlaml
fark olmadig goriildii.

1. ve 3. grup parametreleri karsilastirildiginda serum sodyum, potasyum, bobrek NO
ve GSH diizeyi ile idrar sodyum diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. MDA, serum {ire, kreatinin ve AST aktivitesinin istatiksel olarak anlamli diizeyde
artt1g1, idrar kreatinin atiliminin ve kreatinin klirensinde anlaml bir azalma meydana geldigi,
FeNa atiliminda ise anlamli bir artma oldugu gortldii.

3. ve 4. grup parametreleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi goriildii.

Calismamizda Pelargonium sidoides ekstratinin yararl etkisi goriilmedi. Bulgularimiz
Pelargonium sidoidesin deneysel bobrek I/R hasarinda yararli etkisinin goriilmemesinin
mekanizmasini kesin olarak gostermede yetersiz kalmaktadir. Pelargonium sidoidesin Bu
modeldeki etkisinin aciklanabilmesi i¢in dozu, verilis yolu, verilme zamani ve verilme
siirelerinde yapilacak diizenlemeler ile daha kapsamli ve ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Tiirkge adi sardunya olan Pelargonium sidoides; Giiney Afrika’da uzun bir siiredir
geleneksel tip uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadwr. Calismamizda deneysel
iskemi/reperflizyonun sigan bdbreklerinde yol actigi oksidatif hasarda; Pelargonium
sidoidesin lipid peroksidasyonu, GSH, NO indikatorii olan nitrat/nitrit diizeyleri, bobrek
fonksiyonlar1 ve bobrek hasar1 tizerindeki etkilerini, etki mekanizmasmi arastirmayi
amacladik

Her grupta 8 adet olmak iizere toplam 32 adet 300-350 gram agirliginda erkek
Spraque Dawley sican kullanildi. 1. ve 3. gruplara pelargonium sidoidesin ¢oziiciisii olan
etanol 2 ml/kg, 2. ve 4. gruplara da 200 mg/kg pelargonium sidoides 72, 48, 24 saat ve 30
dakika dnce gavajla verildi. 3 ve 4. gruplara 60 dk iskemi uyguland1. Iskemiden hemen sonra
siganlar metabolik kafeslere konarak idrarlari toplandi ve 24 saat reperflizyonun ardindan
anestezi altinda kan ve bobrekleri almarak sakrifiye edildi. Bobrek dokusunda; GSH, MDA,
NO diizeyi, serumda; AST aktivitesi, lire, kreatinin, sodyum ve potasyum diizeyleri, idrarda;
kreatinin, sodyum diizeyleri ile bobrekte histopatolojik degisiklikler incelendi.

Calismamizda 1. grup ile 3. grup parametreleri karsilastirildiginda serum AST, fire,
kreatinin diizeyleri, FeNa atiliminda, histopatolojik olarak bobrek hasarinda ve tiibiiler kast
birikiminde anlamli artma, glomeriiler fonksiyonun bir gdstergesi olan kreatinin klirensinde
anlamli azalma goriildii. Grup 3 ile pelargonium sidoides verilen 4. Grup verileri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi.

56



Elde ettigimiz bulgulara gore; Pelargonium sidoidesin sicanlarda bdbrek

iskemi/reperfiizyon hasarinda koruyucu etkisinin olmadigi goriildi.

Anahtar Kkelimeler: Pelargonium sidoides, bdbrek iskemi/reperflizyon hasari, serbest

radikaller, nitrik oksit, antioksidant
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EFFECTS OF PELARGONIUM SIDOIDESIN IN THE
EXPERIMENTAL RENAL ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY

SUMMARY

Pelargonium sidoides, called geranium in Turkish, is widely used in the traditional
medicine for a long time in South Africa. In this study, we aimed to investigate the effects and
mechanism of pelargonium sidoidesin on lipid peroxidation and kidney functions and
damage, glutathione, nitric oxide levels used as indicator of nitrate/nitrite in the experimental
ischemia/reperfusion injury.

Each group consisted of 8, a total of 32 male Sprague Dawley rats weighing 300-350 g
were used. 1. and 3 groups were received ethanol (2 ml/’kg) which were used to solve
pelargonium sidoidesin. 2 and 4 groups were received Pelargonium sidoides orally (200
mg/kg) at 72, 48, 24 hours and 30 minutes before ischemia. 60 min of ischemia were applied
to groups 3 and 4. Immediately after ischemia the rats placed in metabolic cages and urine of
the rats were collected. After 24 hours of reperfusion, the rats were sacrificed under
anesthesia and the blood samples and kidney tissues were removed. Kidney tissue glutathione,
malondialdehyde, nitric oxide levels and serum aspartate aminotransferase enzyme activities,
urea, creatinine, sodium and potassium levels and urine creatinine, sodium levels and renal
histopathological changes were examined.

In our study, when the group 1 and 3 compared, there was a significant increase in the
serum AST, urea, creatinine levels, fractional sodium excretion, tubular histopathologic

changes and caste accumulation. There was a significant decrease in the creatinine clearance,
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an indicator of glomerular function. There was no statistically significant differences in the
parameters of group 3 and 4 which received pelargonium sidoides.

According to these findings, we can conclude that pelargonium sidoidesin could not
show any protective effects on renal ischemia/reperfusion injury in rats.

Key words: Pelargonium sidoides, renal ischemia / reperfusion mjury, free radicals,

nitric oxide, antioxidant
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