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GIRIS VE AMAC

iskemi. bir dokunun ya da organin yeterince kanlanamamast, gerekli besin
maddelerinden ve oksijenden yoksun kalmasidir. Reperfiizyon, iskemiye maruz kalan
doku ya da organin yeniden kanlanarak gerekli besin ve oksijeni almasidir. Normalde
hiicre. bu gibi patolojik durumlarda yapt ve fonksiyonlarimi devam cltirebilmek igin
degisen duruma adapte olmaktadir. Doku veya hiicre bu adaptasyonu saglayamazsa
ciddi doku veya hiicre hasarlanmasi mecydana gelir. Bir nokladan sonra siddetli hasar
nedeniyle, geri donlistimstiz tahribata bagh olarak hiicre 8ltimi gerceklesir.

Hiicre hasarint molekiiler diizeyde agiklamak zor ve karmagiktir. Zira hiicre
hasarinin olusmasinda tek bir mekanizma yoktur. Hiicre hasarina yol agacak bir ¢ok
etken vardir. Iskemiye bagli doku hasarlanmas: hiicrede molekiiler veya yapisal bir
dizi olaylarla gergeklesir. Bundan dolay1 bir gok hastalikta oldugu gibi iskemi ve
reperfiizyonda olusan hasarin da fizyolojik ve biyokimyasal etkileri seliller veya
subseliiler diizeyde incelenmelidir.

Iskemi; kan akiminin bozulmasi, arter veya venin okliizyonu sonucu gelisen ve
ozellikle aerobik oksidatif solunumu etkileyen hipoksik bir durumdur. Hipotansiyon
ve hipovolemi ile iligkili bir ¢ok olayin nedeni de nonokliizif iskemidir. Kalp ve
solunum sisteminin yetersizligine bagl olarak gelisen kanmin oksijenlenememesi olayi
da doku veya organlarda hipoksik hasar olusturmaktadir. Organ transplantasyonunda
da iskemi ve takiben reperfiizyon hasar1 meydana gelmektedir. Dolayisiyla bir organ
veya dokunun iskemisi gesitli biiyiikliiklerde doku hasari meydana getirmektedir,
hatta hiicrenin dliimiine neden olmaktadir. Iskemide temel olay hiicre veya dokunun
gerekli oksijeni alamamasidir. Oksijen hiicrenin metabolik olaylart ve canlilifini
stirdtirmesi i¢in hayati dneme sahip bir elementtir. Ancak bazi durumlarda iskemiyi
takiben reperfiizyon ile gelisen hiicre zedelenmesinde oksijen Onemli rol
oynamaktadir.

Oksijen zehirlenmesi adi verilen dokularda oksijen konsantrasyonunun artmast
durumunda, hiicre ig¢inde oksijenin suya indirgenmesi siirecinde konsantrasyona
bagimli bir sekilde agirt miklarda reaktif (serbest) oksijen radikalleri trelilmektedir.
Bir ¢ok veri olusan bu sitotoksik serbest oksijen radikallerinin ve diger radikallerin

bir ¢ok hastaligin (ateroskleroz, alzheimer tipi demans, yaslanma, kalp hastaliklart,



kanser, diabet ve akut inflamatuvar hastahiklar gibi) direkt etkeni olmasa da
Ctyopatolojisi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynadigini géstermektedir. Organizma
oksijenin bu toksik etkilerini &nleyecek savunma sisteminlerine sahiptir. Ancak
olusan serbest oksijen radikallerinin Gretimindeki artig ve antioksidan savunmanin
azalmast serbest oksijen radikallerine bagli patolojik tablolarin ortaya ¢ikmasina
pneden olmaktadir.

[skeminin olusmasi ile dokuda enerji tiretiminde kullanilacak oksijen ve besin
maddeleri hiicreye tasinamadigindan hiicre i¢i enerji depolarinda hizli bir tiikkenme
meydana gelir. Hiicreye besin maddeleri ve oksijen taginamamasinin hiicrede
ctkiledigi ilk scliiler eleman mitokondridir. Besin maddeleri ve oksijen yetersizligi
mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu bozarak ATP olusumunu azaltir ve durdurur.
Dokuya yeteri kadar oksijen ve besin maddeleri taginamadigindan hiicrede telafi
edilemeyen A'TP azalmasi bir ¢ok sorunun baslamasina neden olur. Hiicre enerji
kaynaklarini korumak i¢in anaerobik metabolik yolaga kayarak glikojen depolarindan
ATP olusumunu artirir. Enerji tiretimindeki azalmaya bagli olarak aktif transport
mekanizmalar1 zaafiyete ugrar; hiicre disina potasyum iyonu kacarken hiicre igine
sodyum, kloriir ve kalsiyum iyonlarinin akiimiilasyonu gergeklesir. A'TP
deplesyonuna bagli olarak hiicre igine hizli bir sekilde masif Ca™" girisi, intraseliiler
depolardan kalsiyum saliverilmesi gergeklesir. Hiicre iginde kalsiyum seviyeleri
ylikseldigi i¢in, fosfolipaz A, aktivasyonu, cksitatdér aminoasitlerin saliverilmesi,
néronlarin hipereksitabilitesi, postreseptér mekanizmalarin degismesi gibi kalsiyum
ile aktivasyona ugrayan progesler aktive olur. Aneorobik glikolizin hizla artmasi
glikojen depolarinin azalmasi ile glukoz yikimina bagh laktik asit birikimine neden
olur. ATP yikim iiriinlerinin artmasi ve hiicre iginde H' ve fosfat birikimi ve bu
metabolik artiklarin uzaklastirilamamasi, hiicre i¢i pH"1 diisiirerek intraseliiler asidoz
olusturur. Mitokondri fonksiyonlari giderek azalir. Iskemik durumun devam etmesi
ile hiicrede geri doniisimsiiz olaylar gelisir. Bunlar arasinda en 6nemli olanlar
sunlardir: mitokondriyal membranin hasarlanmasi, hiicre membraninin ve lizozomal
membranlarin zarar gérmesi.

Iskemik dokudaki degisikliklerin giderilmesi, dokuya oksijen ve besin
maddelerinin verilmesi ve metabolizma artiklarinin uzaklastirilmas: ile miimkiin

olabilir. Yani iskemik hiicre veya dokunun hemen reperfiize edilmesi gerekmektedir.



Ancak iskemi sonrasi dokunun yeniden oksijenlenmesi yani reperfiizyonu doku i¢in
sararlt bir ¢ok toksik metabolitin olugsmasina, ciddi doku ve hiicre hasarina neden
olmaktadir.

jskemik asamada ATP yikim iiriinlerinin artmasi ile bol miktarda hipoksantin
olusur. Hipoksantinin ksantin oksidaz enzimi aracilifi ile ksantine donisiimi
esnasinda iskemik dokuya oksijen sunumunun gergeklesmesi hiicrede asirt miktarda
serbest oksijen radikallerinin olusmasina neden olur. Lizozomal membran ytrtilmasa,
hiicre i¢inde kalsiyum iyonunun akiimiilasyonu ve 6zellikle iskemi nedeniyle aktive
olmus PMNL’lerden serbest oksijen radikallerinin ve toksik metabolitlerin
saliverilmesi hiicre veya dokuda iskemiye bagl reperfiizyon (IR) hasarini olusturur.
R ile olusan hasarin biiyiik bir kismindan oksijen kaynakl serbest radikaller sorumlu
tutulmaktadir. IR ile olusan serbest radikaller &zellikle hiicre membraninda lipid
peroksidasyona neden olarak reversibl veya irreversibl hasar olusmasinda dnemli rol
oynarlar. Deneysel c¢aligmalar, iskemik doku veya hiicrenin reperfiizyonu ile
gergeklesen  hasarfanmanin,  yani  reperfiizyon hasarimin, iskemide gergeklesen
hasardan daha fazla oldugunu gostermektedir. Iskemi sonrasi reperfiizyon hasari
stklitkla soguk iskemi sonrasinda, solid organ transplantasyonunda, sok ve benzeri bir
c¢ok durumda gergeklesmektedir.

IR nin gergeklestigi dokudaki hasarin derecesi dokunun anatomik ve fizyolojik
ozelliklerine de baghdir. Beyin ve barsak dokusu IR hasarina oldukg¢a duyarlidir.
Bobrek arterinin okliizyonu tiibiil hiicrelerinde metabolik diizensizliklere yol agarak
iskemik hasara neden olmaktadir. Iskemik bobregin perflizyonu ile reperfiizyon
hasari gergeklesmektedir. Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda IR’ye maruz
kalan boébrekte otoregiilasyon kaybi, renal vaskiiler direncin artmasi, renal kan
akiminin azalmasi gibi degisiklikler ile akut bdbrek yetmezligi olusmaktadir.
Deneysel galigmalar, bobrekte IR ile gergeklesen akut bobrek yetmezliginde serbest
oksijen radikallerinin ve diger toksik metabolitlerin 6nemli rol oynadigini
gostermektedir.

Hayvan deneylerinde, in vivo iskemi ve sonrasinda ger¢eklestirilen reperfiizyon
metodu serbest radikallerin olugumunu incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir

metottur. Bu tiir bir deneysel ¢alismada IR veya benzeri patolojik bir olayda etkenin



serbest radikal olup olmadifini anlamak i¢in biyokimyasal incelemeler yapilabilir.
Bu amagla stklikla lipid peroksidasyon tayini yapilir.

Bir cok klinik ve deneysel ¢alismaya gore, IR ve benzeri patolojik durumlarda
meydana gelen serbest oksijen radikalleri ve diger toksik metabolitlere karst endojen
savunma mekanizmalart  disinda, cksojen antioksidanlar ile de korunma
sapglanabilmcktedir. Ksantin oksidaz inhibitorii olan allopurinol; ksantin oksidaza
bagh serbest radikalin olusmasini engelleyerek, dimetiltiyoiire (DMTU); olusmus
radikallerin temizleyerek (frec radical scavenger) veya indirgenmis glutatyon (GSH);
endojen antioksidan savunmay1 giliglendirerek cksojen antioksidan olarak
kullanilabilir. Bu amagla bir ¢ok madde terapdtik veya deneysel amagla
kullanilmakta olup, ¢ok sayida antioksidan madde ile ilgili deneysel arastirmalar
devam etmektedir.

Biz bu calismamizda renal arter okllizyonuna bagli akut bdbrek yetmezligine
neden olan IR modelini kullandik. Mevcut calismalar eksojen olarak kullanilan
antioksidan maddelerin bobrekte IR hasari olusumunu azaltigini gostermektedir.
Biz de bu g¢alismada, IR’ye maruz kalan bobrekte olusan toksik metabolitlerin
etkilerini gidermek amaciyla nitrik oksit (NO) dondr ve antagonisti, ksantin oksidaz
inhibitorii, kalsiyum kanal blokérii maddeler ve glukokortikoid grubu bir ajan
kullanarak IR hasar meckanizmasint anlamayr ve kullanilan ilaglarin protektif

ctkilerinin bulunup bulunmadigini incelemeyi amagladik.



GENEL BILGILER

ISKEMI-REPERFUZYON (IR) HASARI

Reperfiizyon hasari, besin ve oksijen eksikligi ile baslayan iskemik hiicre
hasarint takiben, hiicrenin yeniden oksijenlendirilmesi, yani reperfiizyonu ile
siddetlenen ve baglica serbest oksijen radikallerinin sorumlu tutuldugu bir olaydir.
Iskemiyi takiben reperfiizyon olugsmaz ise ciddi iskemik hasarlanma gergeklesir,
fakat toksik oksijen tiirevleri gorilmez (1). Ozellikle klinikte cerrahlarin fazla
karsilastiklart cerrahi girisimler esnasinda siklikla IR hasari meydana gelir. Uzun
yillar cerrahlar femoral arterde gergeklestirdikleri basarili bir embolektomiden sonra
goriilen renal yetmezlik ve 6liimiin nedenini anlamada zorluk ¢ekmislerdir (2). Renal
arterde ve torakoabdominal aortik hastaliklarda cerrahi miidahaleden sonra
postiskemik akut renal yetmezlik siklikla meydana gelir. Bu durum yliksek mortalite
ile sonu¢lanan olduk¢a komplike bir durumdur (3). Karaciger transplantasyonu
esnasinda v. cava inferior klemplendiginde bobrekte IR hasari meydana gelmektedir.
Hipovolemik sok, koroner arter hastaligi, organ trasplantasyonu gibi bir ¢ok klinik
durumda da IR hasar1 gerceklesebilmektedir. Bir ¢ok deneysel ve klinik ¢alismaya
gore organ transplantasyonu, IR hasar mekanizmasinin incelenmesi i¢in iyi bir metot
olugturmaktadir. Ciinkii organ transplantasyonunda, IR hasar1 agik¢a gézlenir. Organ
viicuttan alindiginda iskemik hasar baslar, transplantasyon gerc¢eklestirilip vaskiiler
anastomozlar tamamlandiginda ise organda tekrar kanlanmaya bagh reperfiizyon
hasari meydana gelir. Ancak organ transplantasyonunda organin vericiden aliciya
nakledilmesine kadar gegen zaman siiresince her asamada farkli mekanizmalar ile
hasar gckillenmektedir. Organ transplantasyonunda ger¢cklesen IR hasarina
immiinolojik mekanizmalar da eslik etmektedir (2,4,5).

IR hasart sadece dokuda degil ayni zamanda kan damarlarinda da yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar meydana getirmektedir. IR hasarinda vaskiiler endotel ¢ok
O6nemli rol oynamaktadir. Hasarlt endotel bir ¢ok inflamatuvar maddenin
saliverilmesini modiile edip serbest oksijen radikalleri iiretilebilir, Bébrekte cerrahi

miidahale esnasinda organi korumak i¢in kisa bir siire renal arterin klemplenmesi



gerekmektedir. Bundan dolay: bobrekte sadece IR hasar1 degil, ayni zamanda renal
arter duvarinda klemplenmeden kaynaklanan zarar da goriilebilmektedir (2,6,7).

iR hasar1 sadece lokal bir olay degildir, sistemik etkisi ile bir ¢ok organda
hasara neden olmaktadir. IR hasari bir dokuda sekillendiginde, hasarin olusmasina
aracilik eden mediyatérler vasitasiyla baska dokularda da hasara neden olmaktadur.
Bagirsaklarda [R ile olusan serbest oksijen radikalleri uzak yerlerdeki organlarda
(kalp, akciger gibi) vaskiiler hasara neden olabilmektedir (4).

Iskemi sirasinda bozulan hiicre yapr ve fonksiyonlari, reperfiizyonun
gergeklesmesiyle olusan serbest oksijen radikallerine karsi hiicreyi daha duyarh
kilmaktadir. Bu nedenle iskemik hasarin siiresi ne kadar uzunsa reperfiizyon hasari

da o derceee ciddi olmaktadir.
IR hasar mekanizmalar::

IR hasar mekanizmasi karmasik olup, hasarin biiyiikk bir kismindan serbest
oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Bu hasarin olugsmasindan sorumlu olan

major kaynaklar ve IR hasar mekanizmalar1 asagida belirtilmistir:

1- Polimorfoniikleer lokositler (PMNL) : IR sirasinda olusan serbest oksijen
radikallerinin ~ ®6nemli kaynaklarindan biridir. Noétrofiller serbest oksijen
radikallerinin salimimi ile lipit peroksidasyona, lokosit kapiller tikaca, kapiller
no-reflow ve ddeme neden olmaktadirlar. Iskemik hasar nétrofillerin aktivasyonuna
neden olarak notrofillerin migrasyonuna ve vaskiiler duvari gegerek iskemik alanda
aktimiilasyonuna neden olur. Aktive nétrofiller sitotoksik oksijen metabolitlerinin
olusumuna ve zararli proteolitik enzimlerin (elestaz, kollajenaz, jelatinaz gibi)
salintmina neden olmaktadir (8). Iskemik dokunun reperfiizyonu dokudaki nétrofil
aklimiilasyonunda dnemli bir artisa neden olur (9). Sigan, kopek, domuz, tavsan ve
farc gibi deney hayvanlarinin gesitli organlarinda yapilan deneysel calismalarda,
iskemik organlarin reperfiizyonu ile kan akiminin diizelmesine ragmen iskemi
stiresince iskemik alana infiltre olmug aktive notrofillerin serbest oksijen radikalleri
salarak [R hasari olusturdufu ve bu hasarda bir ¢ok radikal siipiiriicii veya

antioksidan ilaglarin hasari 6nleyici rol oynadiklari gésterilmistir (8,10,11,12).



Notrofil htcre membraninda bulunan NADPH-oksidaz enzimi, serbest oksijen
radikallerinin olugmasinda &nemli bir role sahiptir (13). IR ile nétrofillerden
miye]operoksidaz enziminin (MPO) aktivitesi sonucu daha gii¢lii sitotoksik radikaller
de (HOCI gibi) olusur, IR’ye ugrayan dokudaki MPO aktivitesinin dl¢iimii miyeloid
orijinli notrofillerin, eozinofillerin ve monositlerin. IR hasarmdaki rollerini
g(‘istermcktedir (14,15).

Notrofillerin hem sistemik hem de lokal etkileri ile IR hasarinin olusmasinda
rol oynadiklari ve dolasimdaki notrofillerin azalmasi ile doku hasarmin azaldig,
onlendigi goriilmistir (8). Iskemi-reperfiizyonun bobrekie neden oldugu akut bobrek
yetmezligininde (ARF) nétrofillerin hasar1 daha siddetlendirdigine dair ¢aligmalar
meveuttur (16,17). Ancak nétrofillerin IR hasar mekanizmasindaki rolii tam olarak
bilinmemektedir (18).

[R’nin neden oldugu nétrofil uyar: ve aktivasyon sisteminin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Notrofillerin iskemik hasar olustuktan sonra mi dokuya
infiltre olduklari, yoksa IR’nin olusmasindan mi sorumlu oldugunu anlamak igin
yapilan calismalardan elde edilen sonuglarin ¢ogu IR’ye maruz kalan organ yada
dokularda nétrofillerin aktive oldugunu ve aktive notrofillerin serbest oksijen
radikalleri ile eikozanoidler, sitokinler (TNF-a, IL-1, IL-6 ve monosit spesifik
sitokinler gibi) ve proteolitik enzimler dahil bir ¢ok sitotoksik metaboliti salarak
doku veya organda hasara neden oldugunu gdéstermistir (12). Nétropeni ve antilokosit
adezyon monoklonal antikorlarimin IR hasarini azaltmalar1 ya da 6nlemeleri beyaz
kan hiicrelerinin IR hasarinin olusmasinda énemli rol oynadiklarim gostermektedir
(4). Yani noétrofillerin IR hasarina neden oldugunu gostermektedir (11,19,20).
Notrofil deplesyonu yapilmis ratlarda yiiriitiilen bir ¢alisma nétropeninin IR hasarh
bobreklerde akut bobrek yetmezliginin gelismesini engelleyemedigini gostermis,
bu durum tek basina nétrofillerin IR hasarindan sorumlu olamayacaklar fikrini
vermigtir. Daha da &tesi nétropenik hastalarda da akut boébrek yetmezligi
geligebilmektedir (21). Karacigerde yapilan bir ¢alismada IR hasarinin akut fazinda
oksidan stresin, subakut fazinda ise nétrofillerin etkili oldugu gosterilmistir (22).
IR ile I8kositlerin vaskiiler endotele adezyonu vaskiiler permeabilite artisina ve
tromboz olusumuna neden olur. Nétrofillerin aktive olmadan oOnce endoteliyal

hiicrelere yapismasi (adezyon) gerekmektedir. Adezyon vaskiiler endotel hasarinda
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snemli bir basamaktir. Notrofiller ile endoteliyal hiicrelerin etkilesmesi hem nétrofil
membraninda hem de endoteliyal hiicre membrani iizerindeki adezyon molekiilleri
(sirastyla integrinler ve selektinler) araciligiyla olmaktadir. Hiicre adezyon
molekiilleri inflamasyon ve renal allografta verilen cevap gibi IR’de de dnemli bir
role sahiptirler. Bunlar antijeni sunma, allografta l6kositlerin ckstravazasyonu,
ckstraselliiler matrikse lokositlerin go¢ii ve hedef hiicre ile efektdr hiicre arasindaki
ctkilesimler gibi olaylarda onemli rol oynamaktadirlar. Bu mollekiiller sitokinler
tarafindan diizenlenmekte olup IR hasarinin olusumunda sitokinlerin de énemli rol
oynadigini gostermektedir. Endotel hiicrelerdeki adezyon mollekilleri intraselliiler
adezyon molekilli-1 (ICAM-1) ve selektinleri (P-selektin ve E-selektin)
icermektedir. IR hasarinda 6nemli rol oynayan bu adezyon molekiillerinin bloke
edilmesi hasarin azalmasina neden olur (12,23,24).

Repertiizyon hasarinda son g¢alismalar 6zellikle aktive nétrofillerden salgilanan
proteolitik enzimler olan elestaz, katepsin G ve diger proteazlar {izerinde
yogunlasmaktadir. Bunlar IR esnasinda dokudaki parenkimal ve endoteliyal hiicrelere
zarar vermektedir (25). Proteaz inhibitérii olan aprotinin ve benzer sentetik proteaz
inhibitérleri, IR’de nétrofilerden salgilanan proteolitik enzimleri inhibe ederek

koruyucu etki gosterirler (26,27).

2- Ksantin oksidaz (XO) : IR hasar mekanizmalardan biri de ksantin oksidaza bagh
olarak serbest oksijen radikallerinin olusmasidir (sekil-1). Ksantin oksidaz kaynakli
serbest oksijen radikallerinin neden bldugu IR hasari ilk defa Granger ve arkadaslarn
taralindan gosterilmistir. Granger ve arkadaslart yaptiklart bir ¢ok ¢alismada
stiiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi serbest oksijen radikallerini
temizleyen enzimleri veya ksantin oksidaz enzim inhibitdrii bir ilag¢ olan allopurinolii
kullanarak IR hasarinin azaldigimi gdstermislerdir (28,29,30). Iskemi siiresince
A'TP nin hipoksantine doniigmesi ve olugan iriinlerin uzaklastirilamamasi nedeniyle
intraseliiler alanda hipoksantin  birikimi goriiliir. Kalsiyumun hiicre icinde
akiimiilasyonu ve kalsiyumla aktivasyonuna bagli olarak proteazlarin ksantin
dehidrojenazi ksantin oksidaza (XO) déniistiirmeleri gozlenir. Reperfiizyon ile XO
enzimi NAD" vyerine oksijeni elektron alicisi olarak kullanarak reaktif oksijen

radikallerinin olusmasina baglh doku hasar: olusturur (30).



Doku hasari

Oksidanlar T 1l Proteazlar

1 T
ATP Granlilositler
i * 1
s AMP LOOH
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i Inozin ! Fe*?
! ksantin oksidaz (XO) 1 1
Hipoksantin — ksantin > p Urat + O, + H,0,
2 0,
Reperfiizyon

Sekil (1): Ksantin oksidaz aracihif1 ile olusan serbest oksijen radikallerinin IR
hasarindaki roliiniin sematik olarak gosterilisi. (LH:lipid, LOOH: lipid hidroperoksit)

IR uygulanmis bobrekie epiteliyal hiicrelerin postiskemik hasarindan sorumlu
olan serbest oksijen radikallerinin asil kaynaginin ksantin oksidaz sistemi olduguna
dair ¢alismalar mevcuttur (31). Demir iyonlarinin katalizorliigii ile olusan serbest

oksijen radikalleri de ciddi hasarlanmalara neden olur (32).

3- Diger mekanizmalar: IR hasarina nétrofiller ve ksantin oksidaz sistemi disinda,
kalsiyum iyonlart (33), lizozomal membranlarin yirtilmasi sonucu agifa c¢ikan
lizozomal enzimler, arasidonik asit metabolitleri (34), nitrik oksit (35), endotelinler
(36), PAF (37), kompleman aktivasyonu (38), sitokinler (20), adezyon molekiilleri
(12), bakteriler (4,39), katekolaminlerin oksidasyonu (40), glutamat artist (41) gibi
bir ¢ok faktsriin katkida bulundugu diisiiniilmektedir (4). [L-1'in de akut inflamatuar
cevapta énemli bir role sahip oldugu ve bébrekte IR hasarinin olusmasinda da rol

aldig1 gosterilmistir (42).



Vaskiiler endoteliyal hiicreler de IR hasarinda énemli rol oynar. IR sonucu
damar tonusunun diizenlenmesinde nitrik oksit (NO) ve endotelin-1 (ET-1)
birbirlerini modiile ederler. Hasarli endotel serbest oksijen radikali iiretebilir ve bir
cok maddenin saliverilmesine neden olabilir. Hipoksi bdbrekte de i¢ mediiller
toplayici kanallardan ET-1 saliverilmesini artirarak IR’yi modiile etmektedir (36,43).

Hiicre membraninin oksidatif stresten zarar gérmesi hiicre i¢i ve hiicre digi iyon
homeostazinin bozulmasina neden olur. IR ile hiicre membraninin hasar gormesi
hiicre i¢in gerekli proteinlerin, temel koenzimlerin, RNA molekiillerinin agirt
geeirgen zardan gegerek hiicre digimma ¢ikmasina neden olur. Hiicreler, hiicre igi
yiiksek encrjili fosfatlarin yapiminda kullantlacak ve ATP’nin yeniden sentezi i¢in
gerekli olan metabolitlerini de kaybeder. Ca-ATPaz ve kalmodiilin oksidatif strese
¢ok duyarlidir, oksidatif stres bu faktorlerin inhibisyonlarina neden olur. Bu nedenle
IR hiicre i¢inde yogun kalsiyum akiimiilasyonuna neden olur (33). Ayrica
intraselliiler iyonize kalsiyum artis1 kalsiyuma duyarh proteazlari aktive ederek ATP
deplesyonuna neden olur. ATP deplesyonu hiicrede kromatin yogunlagsmasi, DNA
zincir kirtlmasi gibi niikleer degisikliklere, dolayisiyla sitotoksik hiicre hasarina ve
hiicre Sliimiine neden olur. Trombositlerde sitozolik Ca'? artigi, tromboksan A,
(TXA;) artisina bagli olarak trombosit agregasyonuna neden olur (44,45). Iskemik
miyokardin reperfiizyonu miyokard hiicrelerinde serbest oksijen radikallerinin ve
Ca'"un diizeylerini artirarak apoptozise neden olmaktadir (46).

Solid organ transplantasyonlarinda soguk bir iskemiden sonra reperfiizyon
ger¢eklesmektedir. Organ transplanfasyonunda organin vericiden alindiktan sonra
kisa bir siire i¢in uygun kosullarda muhafaza edilmesi gerekmektedir. Bdbrek
transplantasyonunda allopurinol, SOD gibi radikal siipiiriiciiler, glisin (47), kalsiyum
antagonistleri, plazma hacmini genisletici kolloidal soliisyonlar ve/veya elektrolit
dengeyi diizenleyen soliisyonlar, veya BTO1 (48), euro-collins gibi 6zel hazirlanmis
soltisyonlar (7), muhtemelen bobrek mikrosirkiilasyonu diizenleyerek ve serbest
radikallerin toksik etkilerini gidererek reperflizyon hasarina karst proteksiyon
saglarlar (4). Prostasiklinin deneysel karaciger transplantasyonununda hepatositlerin

glikojen igerigini koruyarak IR hasarina karsi protektif etki gosterdigi saptanmistir

(2).



Deneysel ¢alismalar onkosullama ile doku veya organda IR hasarina karsi
Koruyucu etki saglandigin1 gostermektedir. Kisa siirelerle IR’ye tabi tutulmus organ
veya dokularin sonradan olusacak IR hasarina karsi direncinin artmasina iskemik
snkosullama (preconditioning) denir. Onkogullamanin protektif etki mekanizmalar
tam olarak agikliga kavusmamis olmakla birlikte, onkosullamaya maruz kalan doku
veya organda metabolik iriinlerin defismesine, yararli mediyatdrlerin sentezinin
artmasina veya zararli maddelerin birikiminin azalmasina bagli olarak koruma
saglandigr kabul edilmektedir. Ist soku da (heat shock) hiicre veya dokuda
snkosullama olusturup IR riski altindaki alani kiigiilterek protektif etki yapar (49,50).

Apoptozis (programlanmig hiicre ¢liimii) genetik olarak kontrol edilen ve bir
cok zararli etkene bagh olarak gelisen ve sonugta hiicrenin 6liimii ile neticelenen bir
intihar mekanizmasidir. IR ile olusan toksik oksijen radikalleri ve Ca''’un artisi
hiicrelerde apoptozis ile ilgili mekanizmalarin aktive olmasina yol agabilir. IR hasar
bobrek ve miyokard hiicrelerinde apoptozise neden olmaktadir (TNF ile iliskili)
(46.51,52). Miyokardda IR hasarina bagh olarak miyokard hiicrelerinin kaybi
meydana gelir. IR’ye bagli miyokard infarktiisii ve kalp yetmezliginin sekillenmesi
de apoptozisi gostermektedir (53).

Glutamat santral sinir sisteminde (SSS) eksitatér bir norotransmiterdir. SSS
iskemisi esnasinda glutamatin re-uptake'i ve depolanmasi bozularak sinaptik
araliktaki glutamat konsantrasyonu yiiksek seviyelere ¢ikar. Glutamat baslica NMDA
reseptorleri lizerinden, kalsiyumla ilgkili bir gekilde nitrik oksit sentaz't (NOS) aktive
ederek noronal hasar olusturur. Asir1 miktarlardaki glutamat NMDA reseptérlerinin
asir1 aktivasyonuna, intraseliiler kalsiyum seviyelerinin yiikselmesine, dolayisiyla
NOS'un asir1 sekilde aktive edilmesine neden olur. NO iiretimi artar. NO artis:
serbest oksijen radikallerinin de katkisiyla ndronal hasara neden olur. Adenozin
SS8S'de inhibitdr bir norotransmiter olarak islev goriir. Cesitli in vivo ve in vitro
¢aligmalar adenozinin inhibitor etki gostererek, glutamat-NMDA reseptorlerinin asirt

aktivasyonuna bagli néronal hasart azaltigint (ndroprotektif etki) gostermistir (41).
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SERBEST RADIKALLER:

1780’11 yillardan beri asir1 oksijenin doku hasarina neden oldugu bilinmektedir
(54). Ancak serbest oksijen radikalleri arastirmacilarin dikkatini son yillarda
cekmistir. Canlilarin biiyiik bir kismi1 yasamlarinin devami i¢in molekiiler oksijene
gereksinim duyarlar. Molekiiler oksijen canli organizmada tek basina toksik etkili
degildir. Ancak hiicrede metabolize edilirken tam olmayan indirgenme sonucu toksik
etkili reaktif oksijen iiriinlerine dontisebilmektedir. Oksijenin hiicrede metabolize
edilisi hiicre i¢i enerji tiretimini saglar. Fakat bu siiregte oksijenin % 1-3 kadar1 suya
doniisemez ve serbest radikaller olusur (55). Ote yandan serbest oksijen radikalleri
insan viicudunda ¢ok az miktarlarda iiretilip immiin sistemde 6nemli fonksiyonlara
sahiptir. Patojen mikroorganizmalar {izerine direkt etkileri ile ve proteolitik
enzimleri aktive cderck indirckt ctkileri ile patojenleri ctkisiz hale getirmeleri
organizma i¢in yararli etkilere de sahip olduklarini gostermektedir. Cesitli farkls
yaprdaki kimyasal maddeler de biyolojik sistemlerde oksido-rediiksiyon dongiisiine
girip serbest radikaller olusturabilirler. Canli organizmada immiinolojik savunma
amaciyla kullanilan scrbest oksijen radikallerinin lretiminde baslangi¢ noktasi
membranda bulunan NADPH-oksidazin aktivasyonudur. Bu enzimin etkisiyle
endojen kaynakli molekiiler oksijenin indirgenmest ve stiperoksit radikali (0O;")

olusumu goriiliir.

NADPH + H® + 20, — NADPH' + O, +2H
Stiperoksit radikali, indirgenme reaksiyonlarina girerek baska radikallerin olusumuna
neden olur. Siliperoksit radikali bir dismutasyon reaksiyonu ile hidrojen peroksit
(H,03) ve singlet oksijen olusturur (56).

2H "+ 0"+ 0, ~ = H,0, +'0,

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi bu reaksiyonu katalizleyerek siiperoksit radikalini
ortamdan uzaklastirmaya c¢alisir. Ortamda fazla miktarda hidrojen peroksit (H,0,)

olustugunda, hidrojen peroksit (H,O,) indirgenmis demir (Fe'") ile reaksiyona
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(fenton reaksiyonu) girerek gii¢lii toksik etkili hidroksil radikalini meydana getirir.

Hidroksil radikali oldukga kararsiz olup kisa yart 6miirltdiir (6-10 sn) (56).
Fe'" + H,0p — O™ + Fe™" + OH

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla ¢iftlenmemis elektron
iceren ve bu yoriingelerindeki ¢iftlenmemis elektron veya elektronlar: ¢iftlestirmek
icin diger molekiiller ile oksido-rediiksiyon tipi reaksiyonlara girme egilimi gosteren
oldukca reaktif atom veya molekiillerdir. Kimyasal olarak aktif olup olduk¢a kisa
yari omiirliidtrler. “‘Reaktif’ oksijen tiirevleri’’ terimi reaktif oksijen igeren tim
molekiilleri kapsamaktadir (57). Stiperoksit (O, ") ve hidroksil radikalleri (OH") ¢ift
olmayan birer elektron igerir. Ancak hidrojen peroksit ¢ift olmayan elektron tasimaz,
radikal 6zellige sahip degildir (56), hiicre membranindan kolayca difiize olabilme
yeteneginden dolayr hasar olusturucu potansiyeli yiiksektir. Bu molekiiller demir
iyonunun katalizoérltigii altinda fenton reaksiyonuna girerek serbest radikaller
olustururlar. Demir baglayan proteinler ile demir selatorlerinin IR hasarimi énlenmesi
demir iyonlarinin bu roliinii gostermektedir (58). Bunun gibi hipokloréz asit de
scrbest elektronlart bulunmadig:r halde bazi maddelerle (siiperoksit radikali ve
hidrojen peroksit) girdigi rcaksiyonlarda benzer sekilde davranirlar.

Serbest radikaller yada serbest oksijen radikalleri bir dizi reaksiyon sonucu doku
hasariyla karakterize hiicre 6liimiine neden olabilecek olduk¢a reaktif molekiillerdir.
Organizmada radikallerin olusturdugu hasarin etkisi, tamir mekanizmalarina ragmen,
yasam boyu devam edebilmektedir.

Serbest oksijen radikallerin tretimindeki artis ve buna ek olarak antioksidan
sistemin yetersizlipi  oksidatif stres olarak bilinir. IR sendromu veya akut
inflamasyon gibi patolojik durumlarda kisa siireli bir oksidatif stres goriiliir. Kronik
oksidatif stres ise genellikle ¢evre kirleticiler, ilaglar, sigara, ozon, radyasyon gibi
serbest radikal olusturan faktoérlere uzun siire maruziyet sonucu olusur. Bu tiir bir
maruziyet mutajenik ve karsinojenik degisikliklere yol agar. Serbest radikaller;
kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuvar hastaliklar, oto-immiin hastaliklar, solunum
sistemi hastaliklart (ARDS, KOAH, astim ve interstisyel pulmoner fibrozis), kanser,

parkinson hastalig1, yaslanma gibi bir ¢ok hastalifin etiyopatolojisinde de yer



almaktadir (59,60). Ancak yari Omirlerinin kisalifi, diisiik konsantrasyonlan ve
ytiksek reaktiviteleri nedeniyle bir hastalifin etiyolojisinde serbest oksijen

radikallerinin etkisini direkt olarak géstermek genellikle zordur.
Serbest oksijen radikallerinin kaynaklari:

Molekiiler oksijen yiiksek konsantrasyonlarda biitiin canlilar i¢in toksik olup,
konsantrasyonu artinca ¢ogu hiicrede aerobik biyotransformasyon ile reaktif oksijen
metabolitleri olusturmaktadir. Bu radikaller su sekilde olusur:

a) Mitokondride oksidatif fosforilasyonla ATP olusurken, molekiler oksijenin suya
indirgenmesi esnasinda ara iriin olarak siiperoksit radikali (O, ), hidrojen peroksit
(11,05) ve hidroksil radikalleri (O ) olusur (61).

b) Ozellikle iskemiyi takiben ATP’nin yikimi ile hipoksantinden iirat olusurken
ksantin oksidaz enziminin etkisiyle siiperoksit radikalleri meydana gelir (sekil-1).
Ksantin oksidaz, IR ve diger doku hasarlarinda anahtar rolii oynamaktadir. Bundan
baska glukoz oksidaz, NADPH-oksidaz, aldehit oksidaz ve flavin dehidrojenaz gibi
enzim sistemlerinin de serbest radikalleri olusturdugu bilinmektedir (30,59).

¢) Oksijen radikali kaynaklarindan biri de hiicre membraninda bulunan arasidonik
asittir. Bu yolla peroksi bilesikler ve hidroksil radikalleri meydana gelmektedir
(56,62).

d) Demir ile katalizlenen reaksiyonlar (fenton reaksiyonu, Haber-Weiss reaksiyonu)
toksik etkili radikallerin olusumuna neden olmaktadir (58).

¢) Solunum patlamasi veya oksidatif patlama (respiratory burst): Néotrofiller,
monositler, makrofajlar ve eozinofiller gesitli etkenler ile uyarildiklarinda, NADPH
oksidazi aktive ederek asirt oksijen tiiketimine bagli olarak siiperoksit radikali,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve hipoklordz asit (HOCI) gibi toksik oksijen
radikalleri meydana getirirler. Bu olaya solunum patlamasi adi verilmektedir.
Inflamasyon veya doku hasarlari da oksidatif patlamaya neden olmaktadir. Nétrofil
hiicre membranindaki NADPH bagimli oksidaz sistemi, siiperoksit radikali olusturan
Oonemli bir kaynaktir. Bakteri, mitojen, opsonize partikiiller, immiin kompleksler,
kompleman (C5a), arasidonik asit metabolitleri gibi etkenler bu enzimi aktive ederek

serbest oksijen radikallerinin iiretimini uyarirlar. Notrofillerin primer graniillerinde
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pol miktarda bulunan miyeloperoksidaz enzimi hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan
hipokloréz asit olusumunu katalizler (56,57).

f) Eksojen kaynaklar : Bir ¢ok eksojen fakior, biyolojik sistemde serbest radikal
olusmasina neden olur. X-igimn1, gama 1gin1 gibi iyonizan radyasyona maruz kalan
hiicrelerde su molekiilinde dirckt homolitik yarilma ile hidroksil radikali (OH")
olusur. [laglarin, kimyasal maddelerin ya da pestisidlerin detoksifikasyonu esnasinda
(sitokrom p450 mikrozomal enzim sisteminde siiperoksit anyonlarinin olusumu)
serbest oksijen radikalleri olusur. Sigara dumani, kirli hava gibi faktorler serbest

oksijen radikalleri tagirlar ve olusumuna neden olurlar (55,56,57,59).
Serbest radikallerin hedef aldig: hiicresel komponentler:

Serbest radikaller saldirgan 6zellige sahip olduklarindan hiicre komponentlerini
dogrudan oksitleme yeteneklerine sahiptirler. Serbest radikaller hiicrenin her hangi
bir bolimiini etkileyebilirler. Etkiledikleri yerlerde yeni serbest radikallerin ortaya
¢tkmasi ile sonuglanan bir dizi reaksiyon zincirini uyarirlar. Ancak membran
lipidleri, proteinler, DNA zinciri ve karbonhidratlar serbest radikal saldirisina en
fazla ugrayan molekiillerdir. Serbest radikaller ATP sentetaz aktivitesini azaltarak ve
mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonu engelleyerek hiicrede enerji ig¢in gerekli
olan ATP seviyelerini distirirler. Serbest radikaller proteazlar ile proteaz
inhibitorleri arasindaki dengenin bozulmasina neden olarak kollajen ve proteoglikan

gibi bag dokusu elemanlarinda hasara neden olabilirler (40,55,56,57,59,63).
Serbest radikallerin olusturdugu hasarin biyokimyasal mckanizmalari:

a) Lipid peroksidasyon : Hiicre hasarinda bilinen en 6nemli olaylardan biri membran
fosfolipidlerinin ve 6zellikle poliansatiire yad asitlerinin serbest radikaller tarafindan
peroksidasyona ugramast ve membran biitiinliigiiniin bozulmasidir. Serbest oksijen
radikalleri reaktif bilesikler olduklarindan karsilastiklar ilk hiicresel cleman ile
reaksiyona girme egilimi gosterirler. Genellikle bu yap1 hiicre membraninin lipid
komponentidir. Membran lipidleri ile reaksiyona giren serbest oksijen radikalleri

membranin biitiinltiglinii ve yapisim1 degistirerek membranda gegirgenlik artisindan
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piicre Olimiine kadar uzanan bir dizi olaya neden olurlar (55,56,57,59,64).
Hiperglisemi esnasinda iiretilen serbest radikaller poliansatiire yag asitlerinin bol
pulundugu retinada hasara neden olabilmektedir (65).

Deri ¢ok miktarda poliansature yag asidi i¢ermesi, siklikla ultraviyole 1sinlari
ve oksijen ile temas ectmesi nedeniyle serbest radikallerin kolayca toksik etki
gosterebilecekleri bir organ durumundadir. Bu nedenle serbest oksijen radikalleri
bazi dermatolojik hastaliklarin patogenezinden direkt olarak sorumlu tutulmaktadir
(66).

Lipid peroksidasyonun siddeti; peroksidasyon sonucu olusan malondialdehitin
(MDA) miktarinin saptanmast ile tayin edilir.

b) Proteinlerin oksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri 6zellikle yapisinda kolayca
okside olabilen siilthidril grubu bulunan proteinler {izerine zararl etki gosterirler. Bu
nedenle bir ¢ok enzim ve tasiyici protein tUzerine zararli etki olusturabilirler.
Ca""-ATPaz ve Na'-K"ATPaz gibi enzimlerin inaktivasyonuna neden olarak hiicre igi
ve dis1 iyon konsantrasyonlarinin bozulmasina neden olurlar. Kreatin kinaz, laktat
dehidrogenaz, ptirivat kinaz, alkol dchidrogenaz, glutamin sentetaz gibi enzimlere
etki ederek aktivite kaybina ve metabolik bozukluklara neden olurlar. Serbest
radikaller dirckt saldinn ile lizozomal protcazlarin scrbestlegsmesine ve matriks
proteinlerinin pargalanmasina yol acgarak, kronik inflamasyona neden olurlar
(55,56,57,59,64).

¢) DNA oksidasyonu: Ozellikle hidroksil radikali (OH) basta olmak iizere serbest
radikaller niikleik asit bazlarinin modifikasyonuna ve DNA zincirinin kirilmasina
neden olarak hiicre 6ltumitine kadar giden (kanser, hiicre yaglanmast) bir dizi olaylari
baslatabilirler (59).

d) Karbonhidrat oksidasyonu: Diyabet, romatizmal hastaliklar, kanser ve sigara i¢cimi
ile birlikte olan kronik hastaliklarin patogenezinde monosakkaritlerin oksidasyonu
ile meydana gelen oksialdehitlerin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Serbest radikallerin
proteinlerin ¢apraz baglanmasina neden olarak diyabetik katarakt gelismesine yol

agtify gosterilmistir (64,65)



Serbest radikallerin temizlenmesi:

Organizma scrbest oksijen radikallerini ve benzeri maddeleri temizleme yani
metabolize etme yetenegine sahiptir. Bunu endojen ve eksojen savunma sistemleri
aracihifiyla yapabilmektedir:

Endojen savunma mekanizmalar:

Normalde hiicre serbest radikal iiretimini en az seviyede tutmaya calisir.
Ornegin demir iyonlarinin serbest radikallerle reaksiyona girmesine izin verilmez.
Demir iyonlarinin ¢ogu ferritin veya transferrin gibi proteinler ile baglandig igin
inaktif bir sekilde bulunur. Endojen savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik
olmayan (non-enzimatik) savunma sistemleri olarak iki kisimda incelenmekiedir
(55,56,57).

a) Enzimatik savunma sistemleri :

1) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, hiicrede kullantlan oksijenin ¢ogunu
tiiketerek molekiiller oksijen sisteminin %95-99’unu herhangi bir toksik oksijen
radikalinin olusumundan korumaktadir.

2) Stuperoksit dismutaz (SOD), mitokondri ve sitoplazmada bulunan, siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiller oksijene dismutasyonunu katalizleyerek
hiicreyi koruyan bir metalloprotein enzimdir.

3) Katalaz (CAT), hidrojen peroksitin su ve oksijene yikilmasini saglayarak toksik
hidroksil radikalinin olusumunu engelleyen lizozomal bir kan proteinidir.

4) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), sitoplazmada bulunan ve hidrojen peroksidin su
ve glutatyon okside donlistimiinii katalizleyen bir enzimdir.

b) Enzimatik olmayan (non enzimatik) savunma sistemi :

Alfa-tokoferol (Vit E), pB-karoten, askorbik asit (VitC), iirat, sistein,
seriiloplazmin, transferrin, alblimin gibi.

Eksojen savunma mekanizmalari

Eksojen olarak kullanilan antioksidan maddeler serbest radikallerin salinimim
engelleyerek, olusmus radikalleri temizleyerek veya endojen antioksidan savunmay1

gliclendirerek etki ederler. Bu amagla pek ¢ok madde kullanilmakta olup yeni
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maddeler iizerinde de bir ¢ok deneysel ¢alismalar yapilmaktadir. Allopurinol,
adenozin, kalsiyum kanal blokorleri, non steroidal antiinflamatuvar ilaglar (nimesulid
gibi), N-asetil sistein, mannitol, DMTU gibi bir ¢ok madde eksojen antioksidandir
(56,64).

Ayrica bakir, ¢inko, magnezyum ve selenyum gibi clementler serbest
radikallerin olusturdugu doku hasarina kars: koruyucu enzimlerin yapilarinda gérev
almaktadirlar (59).

Agr1 ve 6dem olusumunda prostaglandinler ve diger mediyatorler gibi serbest
oksijen radikalleri de ©nemli rol oynamaktadir. Son zamanlarda inflamatuvar
hastaliklarda serbest oksijen radikallerin 6nemli bir role sahip olduklar1 anlastlmigtir
(64). inflamasyon olusurken hiicre zarindaki fosfolipidlerden prostaglandinlerin ve
l6kotrienlerin sentezi sirasinda serbest oksijen radikalleri de meydana gelmektedir.
[ntlamatuvar bir hastalik olan romatoid artritin etiyopatolojisinde serbest radikallare
bagli lipid peroksidasyon sonucu olusan bir hasar bulundugunu gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (67). Gunlimlizde inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde serbest oksijen
radikallerinin olusumunun 6nlenmesi ve antiinflamatuvar ilaglarla tedavi dnemli bir

yaklasim olusturmaktadir.
CALISMAMIZDA KULLANILAN MADDELER HAKKINDA GENEL BiLGILER

L-arginin: L-arginin viicutta nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan nitrik okside
donistiiriilen bir nitrik oksit (NO) prekiirsoriidiir.

EDRE (endotel kaynakli gevsetici faktor) olarak adlandirilan nitrik oksidin
biyolojik fonksiyonu, ilk olarak 1980°de Furchgot ve Zawadzki adli arastiricilar
tarafindan tavsan aortasinda gosterilmistir (68). Daha sonra insan ve deney
hayvanlarinda gergeklestirilen bir ¢ok ¢alismada, ¢esitli uyaranlarla endoteli intakt
damarlarda vazodilatasyonun olustugu ancak endoteli siyrilmis damarlarda
vazodilatasyonun olugsmadigi saptanmistir. Daha sonra damar endotelinden salinan bu
madde veya maddelerden birinin NO  olabilecegi  tespit  cdilmistir. EDRIFnin
kimyasal yapisinin nitrik oksit (NO) yada ona ¢ok benzeyen bir madde oldufunu
gosteren bir gok deneysel kamit vardir. Nitrik oksit sadece endotel hiicrelerinde degil

ayni zamanda beyindeki noronlarda, notrofillerde, bobrek tiibiilus epitel hiicrelerinde,
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adrt‘"“l medulla hiicrelerinde, mast hiicrelerinde ve non-adrenerjik non-kolinerjik
(NANK) otonomik sinirlerin u¢larinda sentez edilmektedirler (69,70,71).

Nitrik oksit, bir atom azot ve bir atom oksijenden olusmus kii¢iik bir
molekiildiir. Nitrik oksit kimyasal yapisinda ¢iftlenmemig bir elektronu olan yiiksiiz
v
kolayca asmasina neden olur. Ciftlenmemis elektron tagimast nedeniyle reaktif bir
radikal dzelligine sahip olan bu bilesigin yarilanma 6mrii 2-30 sn arast degigsmcektedir
(69,71).

Asetilkolin, histamin, serotonin, vazopressin, bradikinin, prostasiklin, VIP,
P maddesi, kalsitonin geni ile iliskili peptid, insiilin, klonidin ve katekolaminler gibi
kimyasal etkenler NO salimmina neden olmaktadir (70). Ilag olarak kullanilan
nitrogliserin, sodyum nitroprussiyat ve diger nitratlar viicutta kendi molekiillerinden
NO saliverirler (72).

Nitrik oksidin sentez edilmesi ve etki mekanizmasi sekil (2)’de goriilmektedir
(69). Nitrik oksit, sitozolik bir enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS) aracilifiyla
L-arginin ve oksijenin reaksiyonu sonucu sentezlenir (73). Bu reaksiyon sonunda
nitrik oksit ve sitrullin olugsmaktadir. Nitrik oksit lipofilik bir madde oldugundan diiz
kas hiicresine kolayca girer ve hiicrede sitozolik guanilat siklazi hem demirine
baglanarak aktive eder. Aktive guanilat siklaz, guanozin trifosfattan (GTP) siklik
guanozin monofosfat (¢cGMP) olusumunu artirarak diiz kasta gevsemeye neden olur,
Norotransmiterler ve hormonlar gibi bir ¢ok endojen faktsr etkilerini membrandaki
spesifik reseptorleri araciligr ile gosterdigi halde, nitrik oksit hedef hiicre igine
diftize olarak spesifik bazi molekiiller ile etkilesir ve kendine 6zgii etkilerini
olusturur. Nitrik oksit hiicre i¢ginde hem grubu veya demir-siilfiir kompleksi igeren
proteinlere afinite gosterir. Bu proteinler atipik bir nérotransmiter olan NO igin
atipik birer reseptdr olarak kabul edilir. Nitrik oksit venlere nazaran arterlerde daha

yiiksek oranlarda iiretilmektedir (69,70,71).
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Sekil (2):Asetilkolinin etkisiyle saliverilen endotel kaynaklt NO’nun vaskiiler diiz

kasta olusturdugu gevseme yaniti.

Nitrik oksit sentaz (NOS) bir flavoproteindir. NADPH ve O;’ye bagimh
oksijenasyonu katalize eder. Bu enzimin kofaktérleri FAD, FMN, NADPH,
tetrahidrobiopterin, hem ve kalmodiilindir. NOS’un bir ¢ok izoformlar: izole edilmis
olup genel olarak iki kategoriye ayrilmiglardir. Bunlardan endotelde bulunan eNOS
ve beyinde bulunan bNOS, kalsiyum ve kalmodiiline baglimli yapisal (constitutive)
c¢NOS izoformlaridir. ¢NOS intraseliiler kalsiyum seviyelerindeki artisla aktive olur.
Makrofajlarda ve hepatositlerde bulunan, sitokinler ve endotoksinler tarafindan
uyartlan NOS indiiklenebilir (inducible) iNOS izoformudur. iNOS kalsiyum ve
kalmodiiline bagimh degildir. Endoteldeki ¢NOS ile olusan NO ¢abuk ve oldukga
diistik diizeyde saliverilir (69). Oysaki iNOS tarafindan olusturulan nitrik oksit (NO)
olduk¢a yiiksek miktarlarda ve yavas saliverilmektedir (74). iNOS ekspresyonu
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cndOwkSin (LPS), TNF-a, IL-1B ve interferon-8 gibi uyaranlar tarafindan aktive
odilit- Glukokortikoidler, TGF-B, IL-4 ve IL-10 tarafindan ise inhibe edilir. Yiiksek
miktarlarda olusan nitrik oksit (NO) stiperoksit radikalleri (0,°7) ile birleserek
pemksinitrit olusumuna neden olur. Bu doénilisim 6zellikle makrofajlarda, PMNL,
mezengiyal hiicreler ve endotel hiicrelerinde gortiliir. Olusan bu toksik radikal hem
enfeksiyon etkenini hem de normal viicut hiicrelerinde ATP olusumu ve DNA sentezi
gibi fonksiyonlart inhibe ederek non-spesifik toksik etki gosterir (sekil-3). Hedef
hiicrede olusan toksik etkiler tamamen aydinlatilamamis olup toksisiteyle sonuglanan
bir cok yolagm bulundugu varsayilmaktadir. Nitrik oksit (NO) bu toksik etkisi ile
virtisler, bakteriler, mantarlar, tim6r hiicreleri ve mikroorganizmalarin gelismesini
engelleyerek etkisint  gosterir.  Nitekim ¢esitli enfeksiyonlarda nitrik  oksit
metabolitleri olan nitrit ve nitratlarin idrardaki itrahinin artmis oldugu gozlenir. Bu
nedenle NO iirctimi kontrol altinda olmalidir. Zira fazla miktarlardaki iiretiminin
konakg¢iya zarar verecegi, diisiik diizeylerinin ise immiin sistem yetersizligine yol

acabilecegine dair goériisler vardir (69,70,71).

Lipit peroksidasyon

a 4

NO —» NO +0,—» ONOO™ sitotoksik etki

v /

Ca'" —»  Proteaz aktivasyonu

Sekil (3): NO ’nun siiperoksit anyonu ile etkileserek peroksinitrit aracilip ile

sitotoksik etki olusturmasi.

Ciddi bakteriyel enfeksiyonlarda bakteri duvarindan salinan lipopolisakkaritler
makrofajlar, hepatositler ve endotel hiicreleri gibi bir ¢ok hiicrede NO iiretiminde
artiga neden olarak arteriycl diiz kaslarda dilatasyon ve hipotansiyona bagl olarak
septik soka neden olabilmektedir (72,73).

Inflamasyonda TNF, IL-1 gibi sitokinlerdeki artisa paralel olarak NO ve serbest
radikallerin tiretiminde de artis meydana gelir (75).

Nitrik oksit kardiyovaskiiler sistemde 6nemli bir role sahiptir. Vaskiiler endotel

normal kosullarda stirckli olarak disiik miktarlarda NO sahverir. NO vaskiler diiz
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kas iizerindeki direkt etkisi ile vazodilatasyon yapar ve vaskiiler rezistansi diistirerek
etkisini gosterir. NO fizyolojik olarak beyin, kalp, akciger, GIS ve bobrek gibi
dokularda kan dolagimmni diizenler. Plazma yarilanma 6miirii ¢ok diisiik oldugundan,
yeterince iiretilemediginde damarlarda kontraksiyona egilim artar. NO eksikliginin
dency hayvanlarinda hipertansiyon, ateroskleroz ve .diyabet gibi hastaliklarin
patojenezine katkida bulundugunu gosteren kanitlar vardir. NO fibroblastlar ve hiicre
kiltird ortamindaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitozu inhibe ederek
antiproliferatif etki gosterir (69,70,71).

Insanlarda normal koroner damar yatagina uygulanan asetilkolin vazodilatasyon
olusturdugu halde aterosklerotik damar yataginda vazokonstriiksiyon olusturur. Bu
durum aterosklerotik damarda endotel disfonksiyonunun gelistigini gosterir.
Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda endotel normal olmadigindan asetilkolinin
vazodilatér etkisi gorilmez. Buna karsin intraven6z sodyum nitroprussiyat
enjeksiyonu, nitrik oksit araciligr ile, hem saglikli hem de hipertansif kisilerde esit
bir vazodilatasyona neden olur. Bu durum hipertansiyonlu sahislarda vaskiiler diiz
kasin normal oldugunu goéstermektedir (76).

[R hasar mekanizmasinda da NO 6nemli rol oynamaktadir. IR hasari dahil bir
¢ok hastalikta NO’nun agirt iiretimi sitotoksik metabolitlerin olusumu ile hiicre
hasarina neden olmaktadir (77). IR’ye maruz kalan dokuda vaskiiler NO diizeyinin
artig1 vazodilatasyona neden olur. NO trombosit veya nétrofil adezyonunu dnleyerek,
vazodilatasyon yaparak reperfiizyonu saglamaya c¢alisir (78,79). Ancak asin
miktarlardaki NO siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrit aracihg ile
toksik etkiler de yapabilmektedir. Peroksinitrit hidroksil ve nitrojen dioksit
radikallerine dontiserek sitotoksik etkisini gergeklestirir. Reperfiizyon esnasinda
olusan serbest oksijen radikalleri ve NO reaktif 6zelliklere sahip olduklarindan
reperflizyon hasarina neden olmaktadirlar (80,81).

Bazi arastiricilar IR’de NO seviyelerinin arttigini bildirdigi halde, bazilar1 NO
seviyelerinin diistiigiinii bildirmislerdir (69). NO iiretimindeki azalma nétrofillerin
iskemik alana adezyonunu ve gogiinii provoke ederek reperfiizyon hasarini
artirmaktadir. NOS inhibisyonu ile NO iiretimindeki azalmanin doku perfiizyonunu
azaltarak IR hasarini siddetlendirdigi belirtilmistir (82). Buna karsin NO iiretiminde

agirt bir artis olustugunda, olusan NO siiperoksit radikali ile reaksiyona girer. Bu
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ceaksiyon sonucunda peroksinitrit anyonu olusur. Peroksinitrit olusumuna neden
oldugu radikaller aracihig: ile IR hasarinda 6nemli bir rol oynar (77).

Bir ¢ok c¢alismada NO donérlerinin IR fenomeninde mikrosirkiilasyonu
rorudugu gosterilmistir (83,84). NO normal bobrekte glomeriiller ve difer bazi
hiicrelerde tretilip renal hemodinamigi ve tiibiiler fonksiyonlart diizenleyici dzellige
sahiptir. Mevcut ¢alismalar NO’nun bazal seviyelerde bobrek fonksiyonlarini
korudugunu ve normal bdbreklerde NO’nun indiiklenmesi ile renal kan akimi,
glomeruler filtrasyon ve idrar akiginin arttigini géstermektedir. Ayrica IR’ye maruz
kalan boébrekte, L-arginin 6n tedavisinin IR hasarina karst koruyucu etkilerinin
bulundugu belirtilmistir (85,86,87,88).

Yiiksek konsantrasyonlardaki nitrik oksit, stiperoksit radikali varhiginda
peroksinitrit olusumunda artisa neden olarak sitotoksik etki olustururken, fizyolojik
konsantrasyonlarin altindaki NO ise doku perfiizyonunda azalmaya neden olmaktadir.
Bu nedenle NO’nun IR hasarindaki roliiniin karmasik oldugu anlasiimaktadir.

Vaskiiler sistemde NO salinim1 kan basincinin diizenlenmesine katkida bulunur.
Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda bir NOS inhibitérii olan L-NMMA
NO’nun sentezini inhibe ederek kan basincinin yiikselmesine neden olmus, bu olay
L-arginin verilerek tersine g¢evrilmistir. Ayrica insanlarda L-argininin intravenéz
inflizyonunun hipotansiyon yaptigi bulunmustur (69).

NO pihtilagma elemanlar: tizerine direk etki yaparak pihtilasmay: azaltirlar. NO
trombositlerin agregasyon ve adezyonunu inhibe eder (78). Vaskiiler kan akimindaki
siirtlinme stresinin (shear stress) artmasi ve kan basincinin yiikselmesi endotelden
hem NO hem de prostasiklin saliverilmesine neden olur. Bu iki madde sinerjik bir '
etkilesme gostererek trombiis olusumunu engeller. Prostasiklin ve NO esik alti

konsantrasyonlarda verildiklerinde biribirlerinin antiagregant etkilerini potansiyalize

ederler (70).

L-NAME ( No-nitro-L-arginine Metil Ester): Nitrik oksit olusumunda etkili nitrik
oksit sentaz enzimini selektif olarak inhibe eder. Nitrik oksitin organizma iizerindeki
faydali ve zararli etkilerini tersine gevirir. Genellikle yiiksek konsantrasyonlarda
(milimolar) NO’nun patolojik ve fizyolojik etkilerini aydinlatmak i¢in deneysel

amagla kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda vyiiksek konsantrasyonlardaki
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L-NAME’nin serbest radikal temizleyicisi oldufunu gosteren ¢alismalar yapilmistir

(89.,90).

Allopurinol: Allopurinol ilk olarak antineoplastik ilag olarak merkaptopiirin kullanan
hastalarda ksantin oksidaz enzimi tarafindan merkaptoplirinin inaktivasyonunu
geciktirmek ve etkisini artirmak amaciyla kullanilmig pirazolopirimidin tlirevi bir
ilactir. Hem allopurinol hem de metaboliti olan alloksantin (oksipurinol) ksantin
oksidaz enzimini inhibe eden maddeleridir. Urik asit olusumunu son basamakta
inhibe ederek gut hastaligimin tedavisinde kullamihir (91). Iskemi esnasinda
intraseliiler ATP yikima ugrayarak sirasiyla; AMP, adenozin, inozin ve hipoksantini
meydana getirir. Hipoksantin NAD’a bagmli ksantin dehidrojenaz enzimi
araciligiyla; ksantin, NADH ve hidrojen iyonuna déniisiir. Iskemi ile dokuda artan
kalsiyum konsantrasyonu ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaz formuna
doniistimiint artirir. Ksantin oksidaz ksantini tirik asite metabolize eder ve bu sirada
serbest oksijen radikallerinin olusmasina neden olur. Ksantin ve ksantin oksidaz
icerigi artmg iskemik dokunun reperfiizyonu ile dokuya oksijen sunumunun artmasi
ksantin oksidaza bagli serbest oksijen radikallerinin olusumunun artmasina neden
olur (28,29,30,31). Allopurinol ksantin oksidazi inhibe ederek iR’de ksantin oksidaz
enzimi aracilifiyla sebest oksijen radikallerinin olugsmasini engeller. Dolayisiyla
bobrek ve diger dokulardaki IR’ye baglh kapiller permeabilite artist ve doku hasar

gibi patolojik olaylarin gelismesini 6nler (92,93,94,95).

Diltiazem: Ca'' kas kontraksiyonu, hormon sekresyonu, glikojen metabolizmasi ve
hiicre boltinmesi gibi bir ¢ok fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli fizyolojik role
sahip bir iyondur. Normal fizyolojik kosullarda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu
sitozolde yaklagik 107°-107"mol/L. olup bu konsantrasyon ekstraselliiler kalsiyum
konsantrasyonunun 1/10,000°i kadardir. Bu disiik intraseliiler kalsiyum seviyeleri
kalsiyum transportu yapan Ca™"/Mg''-ATPaz (membranal Ca™ pompasi) sistemi ile
saglanmaktadir. Kalsiyum transport sistemi hiicre igindeki kalsiyumu hiicre disina
¢cikararak hiicre i¢inde asirt kalsiyum birikimine bagli olarak olusacak toksik

etkilerden hiicreyi korur. Ancak membran transport sistemini bozarak membran
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pcrmcabilitcsini artiran hormonlar, ilaglar, IR gibi faktérler ckstrasclliiler
kalsiyumun hiicre i¢ine influksunda artisa neden olarak sitotoksite olustururlar.

Kalsiyum iyonu esas olarak membrandaki voltaja bagimli kalsiyum kanallarinin
aktivasyonu ile hiicre igine pasif bir sekilde girer. Iskemik hiicrede oksidatif
josforilasyonun bozulmasina bagh enerji depolarinin ve ATP seviyelerinin azalmasi,
intraseliiler kalsiyum seviyelerinin artisina neden olarak hiicrede fonksiyonel ve
yapisal degisikliklere (nckroz) yol agar. Reperfiizyonun ger¢eklesmesi ile oksijen
paradoksuna neden olan serbest oksijen radikalleri de Ca™ artisina neden olarak
iskemik zedelenmenin artmasina ve lipid peroksidasyona yol agar (96).

Klinikte antianginal, antiaritmik, periferik vazodilatér ve antihipertansif olarak
kullamlan benzotiazepin tiirevi bir kalsiyum kanal blokorii olan diltiazem, voltaja
bagimh kalsiyum kanallarindan L-tipi kanallarda kendine 6zgii reseptdr noktalarina

" gecisini engeller. Ayrica diltiazem serbest

baglanarak kanalin acilmasini ve Ca’
oksijen radikallerini de temizleyerek antioksidan etki olusturur. Dolayisiyla
diltiazemin serbest oksijen radikallerine ve kalsiyuma bagh olarak gelisen IR
hasarint azaltarak hiicreyi koruyabilecegi dustinilmektedir (97,98,99,100).
Diltiazemin miyokardiyal IR’de bozulan mekanik fonksiyonlari diizelttigi ve
yiksek enerjili fosfat seviyelerini korudugu gozlenmistir (101). Kalsiyum kanal
blokérlerinin  beyindeki serbest radikal hasarlarina karsi koruyucu etkileri;
antioksidan aktivitelerine, lipid peroksidasyonu onleme yeteneklerine ve kimyasal
yapilarina bagli olarak degistigi iddia edilmektedir. Ancak iddia edilen ¢alismalardan
birinde diltiazemin beynin bazi bdlgelerinden alinan mikrozomal membranlardaki
serbest oksijen radikallerine bagl lipid peroksidasyonu 500 mikromolar gibi yiiksek
konsantrasyonlarda dahi etkilemedi§ini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (102).
Kalsiyum kanal blokdrleri renal koruyucu etkiye de sahiptirler. Renal
vazokonstriktorlerin etkisini azaltarak bdbrek hemodinamigini koruyucu bir etki
gosterirler. Ayrica toksik oksijen metabolitlerini inhibe ederler ve intraselliiler
kalsiyum seviyelerini diigiiriirler. Bu o6zellikleri nedeniyle IR ve radyokontrast
maddeler, aminoglikozit antibiyotikler, siklosporin A, sisplatin gibi nefrotoksik etkili
bazi ajanlarin etkilerine kargi koruma saglayabilirler. Son zamanlarda yapilan
caligmalar bobrek transplantasyonundan sonra olusacak postiskemik akut bobrek

yetmezliginde, GFR’deki azalmayi kalsiyum kanal blokérlerinin dnleyici etkileri su
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sekilde aciklanmaktadir: kan basincini digiirerek, bobrek metabolik aktivitesindeki
azalmayl diizelterek, bobrek dokusunda kalsiyum birikimini azaltarak ve serbest
radikal olusumunu azaltarak (3,103). Kalsiyum kanal blokorleri iskemiyi takiben
olusacak noronal hasara karsi da koruyucu etkiye sahiptirler (104).

Kalsiyum kanal blokérleri Ca™un etkisiyle trombositlerin aktivasyonuna ve
rrombositlerden TXA, saliverilmesine engel olup trombosit agregasyonunu 6nleyerek
antitrombositik etki gosterebilirler. Bu 6zelliklerinin anti-iskemik etkilerine katkida
bulunmasi olasidir (104). Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalar kalsiyum kanal

blokorlerinin antiaterojenik etkilerinin de bulundugunu gostermistir (105).

Prednizolon: Prednizolon adrenal korteksten salgilanan kortizole yapi olarak
benzeyen steroid yapili sentetik bir kortikosteroid tiirevi ilagtir. Prednizolon ve
benzeri kortikosteroid ilaglar glukoz metabolizmas1 {izerine olan karakteristik
etkilerinden dolay1 glukokortikoidler adim almaktadir. Insanlarda hidrokortizon
(kortizol) temel glukokortikoiddir. Buglin tipta yaygin olarak kullanilan
kortikosteroidler sentetik kaynakli olanlardir.

Kortikosteroidler antiinflamatuvar, antialerjik ve imminosupresif etkilerinden
dolay1 siklikla kullanilmakta olup, gli¢lii terapstik etki ve ciddi yan tesirleri olan
ilaglardir.

Kortikosteroid hormonlar ve ilaglar, hedef hiicrelerde hiicre membranin: asip
sitoplazma ve ¢ekirdek i¢inde kendilerine 6zgii reseptdr proteini ile birlesirler. Bu
hormon veya ilaglarin reseptorlerini aktive etmelerinden sonra gen traskripsiyonunun
modiilasyonuna bagl olarak hiicre diizeyinde genomik etkileri ortaya ¢ikar. Bu
ctkiler transkripsiyon ile mRNA yapilmasi ve onun ribozomlarda ¢evirisi gibi
basamaklardan gegmeyi gerektirdiginden genellikle en az birkac saatlik, bazen 15-30
dakikalik gecikmeden sonra gézlenir.

Glukokortikoidlerin major kullanim alanlarindan biri inflamatuvar hastaliklardir.
Bu ilaglar suprafizyolojik dozlarda inflamasyon/immiin cevap komponentleri {izerine
ctkileri ile akut inflamasyon olaymi inhibe ederler. Inflamasyon olayr, hangi ctkenc
bagli olursa olsun, glukokortikoidler tarafindan inhibe edilir (106).

Iskemik dokunun perfiizyonu dokuda akut inflamatuvar reaksiyonlara benzer bir

dizi kompleks vaskiiler ve scliller olaylara neden olur. Iskemik hasar takiben
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reperflizyonun gergeklesmesi iskemik dokuda inflamatuvar olaylarin baslamasina ve
doku hasari siddetinde artisa neden olur. [R’ye maruz kalan dokuda inflamatuvar
mediyatorlerin iiretiminde artis, postkapiler veniillere ldkositlerin adezyonu ve
migrasyonunda artig ve ekstravaskiiler kompartmana protein sizmasi gozlenir (107).

[skemiye maruz kalan dokuda lokotrien B4 iiretiminin artmasi ve C5a gibi
kompleman sistemi komponentlerinin aktive olmast nétrofillerin aktive olmalarina
neden olmaktadir. Iskemik dokunun reperfiizyonu nétrofillerin iskemik alana
influksunu hizlandirirak, bu hiicrelerden siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen radikallerinin ve nihayetinde hidroksil radikali ve hipoklor6z asit gibi toksik
iiriinlerin olusumuna neden olur (28,108,109).

Kortikosteroidler yiiksek dozda verildiklerinde serbest radikal temizleyicisi
olarak rol oynayabilirler, bu nedenle serbest oksijen radikallerinin olusturdugu lipid
peroksidasyonunu ve doku hasarint onleyebilirler (110).

Glukokortikoidler; kapiler dilatasyon, damar ¢eperine fibrin c¢dkmesi,
serodiapedez ve lokal odem, Iokositlerin inflamasyon alanina migrasyonu ve
fagositik etkinliklerinin artmasi gibi inflamasyonun erken histolojik belirtilerini ve
gee histolojik belirtilerini inhibe ederler. Glukokortikoidler suprafizyolojik dozlarda
kronik inflamasyona karsi akut inflamasyona karsi gosterdiklerinden daha fazla
etkinlik gosterirler.

IR hasarina bagli olarak mikrosirkiilasyonda goriilen degisiklikler iizerine
glukokortikoidler; 16kosit akiimiilasyonunu o6nleyerek, vaskiiler permeabilitedeki
artis1 azaltarak, sitokinler ve diger mediyatorlerin etkilerini inhibe ederek,
inflamasyonda rol oynayan enzim sistemlerini modiile ederek etki gdstermektedir.
Bugiin gecerli olan goriise gore glukokortikoidler sitoplazmik reseptdrler araciligr ile
reglilator proteinleri sifreleyen bazi genlerin transkripsiyonunu kontrol ederek
ctkimektedir. Ancak etki mekanizmalart tamamen anlasilamamistir. Muhtemel
mckanizmalar arasinda notrofil ve endotel fonksiyonunun modiilasyonu, aragidonik
asit tiriinlerinin olusumunun inhibisyonu, serbest radikallerin temizlenmesi ve hiicre
membranin  stabilize edilmesine bagli olarak biyolojik membranlarin  lipid
peroksidasyonunun azaltilmasi bulunmaktadir (111).

Akut iltihap olugmasinda iltihap alaninda salgilanan kemotaktik [(aktdrlerin

etkisi ile notrofil 16kositlerin, monosit ve makrofajlarin, iltihap alanina migrasyonu
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snemli rol oynar. Iltihap olay: esnasinda aktive edilen nétrofil lokositlerin ve diger
hiicrelerin  kandan dokuya geemesi i¢in &nce postkapiler veniillerin ¢eperine
yapigmast gerekmektedir. Bunun i¢in 16kosit yilizeyindeki baglayici integrin
molekiillerinin ve endotel hiicre yiizeyindeki endoteliyal 16kosit adezyon molekilii-I
(ELAM-l) ve intraseliler adezyon molekili-1 (ICAM-1) gibi molekiillerin
up-regulation’u gereklidir. IR hasarinda da bu mekanizma &nemli rol oynayip IR
hasariyla olusan mikrovaskiiler disfonksiyondan l6kosit-endoteliyal hiicre etkilesimin
sorumlu olduguna dair bir ¢ok kanit mevcuttur. Glukokortikoidler bu molekiillerin
modiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (12,23,24,107).

Glukokortikoidler membrana kakilmis fosfolipaz A; enziminin inhibisyonuna
neden olarak endoteliyal hiicrelerden, fibroblastlardan, makrofaj ve monositlerden
arasidonik asit metabolitlerin (prostaglandinler ve l6kotrienler) olusumunu ve
dolayisiyla saliverilmelerini engellerler (112). Fosfolipaz A,’nin inhibisyonu IR’ye
maruz  kalan dokuya noétrofillerin infiltrasyonunun azalmasina yol agabilir.
Glukokortikoidlerin bu etkileri sonucu iltihap hiicrelerinin damar digsina migrasyonu
engellenir, endoteliyal hiicrelerde, makrofaj ve monositlerde akut faz rcaktantlarinin
sentezi, I1L-1, IL-6 ve TNF-o gibi sitokinlerin {iretimi ve saliverilmesi bloke edilir.
Bazofillerde histamin ve LTC, saliverilmesi inhibe edilir. Lenfositlerde IL-1, IL-2,
[L-3, [L-6, TNF-a, GM-CSF ve gama interferon olusumu inhibe edilir. TNF-a ve IL-1
proinflamatuvar maddelerdir. IL-I; prostaglandin ve I8kotrienlerin sentezini,
karacigerde akut faz reaktantlarinin sentezini, nitrik oksit (NO) sentezini, kolajenaz
sentezini, fibroblast ve lenfositlerin proliferasyonunu stimule eder. Glukokortikoid
ilaglar adi gegen hiicrelerde TNF-a ve IL-l1 genlerinin ekspresyonunu dolaysiyla
yukarida anilan maddelerin sentezini gii¢lii bir sekilde inhibe ederler. TNF-a ve [L-1
gibi faktérlerin de IR hasari olusmasinda énemli rol oynadiklar: belirlenmistir (42).

Notrofil Iodkositler, cozinofil l6kositler, monositler, trombositler ve diger
hiicreler tarafindan saliverilen ve dnemli bir inflamasyon mediyatérii olan PAF’in
(trombosit aktive edici faktér) da sentezi ve saliverilmesi glukokortikoidler
tarafindan inhibe edilir.

Glukokortikoidler; bakteriyel endotoksinler tarafindan makrofajlar ve damar

diiz kas hiicrelerinden sitotoksik miktarda NO saliverilmesine dolayisiyla iltihap
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olusumuna neden olan iNOS’un indiiklenmesini inhibe ederek agir1 miktarlarda NO

saliverilmesini &nlerler (113).
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MATERYAL VE METOD

Calismamizda Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma
Merkezinden (DUSAM) alinan 49 adet eriskin, erkek Sprague-Dawley rat (200-300g)
kullanildr.

Deney siiresince ancstezik madde olarak ketamin (ketalar®) ve ksilazin
(Rompun®) kombinasyonu kullanildi, gerektiginde ilave dozlar ile anestezi
stirdiirildii.  Anestetize edilen ratlarin karin bosluklar1 longitudinal abdominal
insizyon ile agtlarak sag ve sol bobreklere ulasildi. Sag bobrek; iskemi-reperfizyona
maruz kalacak sol bobregin kontrolii olarak, total nefrektomi ile alindi. Alinan
bobregin agirhg: tartilarak —15 °C'de muhafaza edildi. Sol bobregin arter ve veni
disseke edildi. Belirgin hale getirilen sol bobrek arteri atravmatik plastik damar
klempi ile okliize edildi. Abdominal insizyon ipek iplik (2.0) ile kapatilarak, sol
bobrek 1 saat siiresince 1skemiye maruz birakildi. Bir saatlik iskemi sonunda karin
boslugu tekrar agilarak sol bdbrek arterini okliize eden klemp alindi. Karin boslugu
tekrar kapatilarak iskemiye ugrayan bobrekte 4 saatlik reperfiizyon olusturuldu.
Deney stiresince ratlarin viicut 1silart normal sinirlarda tutulmaya g¢alisildi. Deney
sonunda sol bobrek alindiktan sonra intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi
ve sol bobreklerin agirhklan saptandi. Deney siiresince hayvan haklar ile ilgili

olarak NIH tarafindan belirlenen kriterlere 6zenle uyuldu.

Deneyde kullanilan ilaglar:
1- Allopurinol* (i.v enjeksiyon, 50 mg/kg) (Sigma Chemical Co.)
2- L-arginine (i.v enjeksiyon, 300 mg/kg) (Sigma Chemical Co.)
3- N-omega-Nitro-I.-Argininc Methyl Ester Hydrochloride (L-NAMI)
(i.venjeksiyon, 10 mg/kg) (Sigma Chemical Co.)
4- Diltiazem Hydrochloride (i.v enjeksiyon, 5 mg/kg) (Sigma Chemical Co.)
5- Prednizolon** (i.m enjeksiyon, 5 mg/kg/giin,3 kez) (Fako)
6- Ketamine (i.m enjeksiyon, 90 mg/kg) (Ketalar, Parke Davis)
7- Xylazine (i.m enjeksiyon, 3 mg/kg) (Rompun, Bayer )
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' )
« 100 mg Allopurinol 30 mg NaOH ile birlikte 5 ml izotonik NaCl solisyonu i¢inde

cozilerek gereken miktar i.v olarak uygulandi.

«* prednizolon %35'lik (v/v) alkolde ¢oziilerek i.m uygulandi

Biyokimyasal ve histolojik tetkikler igin her grupta degisik sayida rat bulunan 6

grup olusturuldu.
Gruplar:

|- Kontrol grubu (iskemi-reperfiizyon) (n=14)
2- Allopurinol + iskemi-reperfiizyon grubu (n=6)
3- L-arginin + iskemi-reperfiizyon grubu (n=9)
4- L-NAME + iskemi-reperfiizyon grubu (n=6)
5- Diltiazem + iskemi-reperfiizyon grubu (n=8)

6- Prednizolon + iskemi-repertiizyon grubu (n=6)

Ilaglar, prednizolon grubu digsinda, iskemiden 1 saat Once penil venden
intravendz olarak enjekte edildi. Prednizolon grubunda ila¢ uygulamasina deneyden 2
giin 6nce baglandi, son enjeksiyon deney sabahi uygulanda.

Deney giinii tiim gruptaki hayvanlara 1 saat iskemi + 4 saat rcperfiizyon
uygulandiktan sonta, histolojik incelemeler i¢in sag bobrek ve IR uygulanmis sol
bobrek alinarak -15 °C'de muhafaza edildi. Biyokimyasal tetkikler i¢in intrakardiyak
olarak 3-5 ml kan alindu.

Biyokimyasal incelemeler i¢in, elde edilen kan 3500 devir/dk hizinda santrifiij
edilerek Beckman CX-3 (Synchron Clinical system, made in USA) ile serum
kreatininin (SCr) ve iire diizeyleri 6l¢iildii. Lipid peroksidasyon degerlendirmeleri
i¢in tiim gruplardaki sag (kontrol) ve sol (IR uygulanmig) bobrek dokularinda
tiyobarbitiirik asit yontemi (114) ile malondialdehid (MDA) tayini yapildi. Bunun
i¢in 0.5 g doku &rnekleri plastik tiiplere kondu. Uzerine 4.5 ml %5.5°lik triklorasetik
asit (Sigma Chemical Co.) ilave edilerek soguk ortamda homojenize edildi (Ultra-
Turraks T25, 20000 devir/dk). Homojenat santrifiij (Fleraus Labofuge 200,4000
devir/dk) edilerek siipernatant elde edildi. Stipernatanttan 1 ml alinarak izerine 1 ml
%0.67’lik tiyobarbitiirik asit (Sigma Chemical Co.) ilave edildi. Bu karisim

reaksiyon olusmasi i¢in 100 °C’de 10 dakika bekletildi. Siire sonunda karisim



sogutularak, olusan pembe rengin absorbansi 532 nm’de spektrofotometre (Unicam
8625 UV/VIS Spectrometer) ile okundu. Malondialdehitin molar ckstinksiyon
katsayisindan yararlanilarak sonug¢lar nmol/g doku olarak hesaplandi.

Histolojik incelemeler i¢in, deney sonunda elde edilen sol bobreklere ait doku
srneklerinin %10’luk nétral formalin solusyonu i¢inde fiksasyonu saglandi. Bilinen
histolojik yontemlerle takip edilen doku &rneklerinden parafin bloklar: elde edildi.
pParafin bloklarindan Leicca kizakli mikrotom yardimiyla 4-5 mikrometre (pm)
kalinhginda parafin kesitleri elde edildi. Parafin kesitleri Hematoksilen-Eosin,
Hematoksilen-Van-Giesson boyasi ile boyanarak (115) 1sitk mikroskobu altinda
degerlendirildi. Bobreklerin histolojik degerlendirme skorlari su sekilde yapildi:

Grade-1 ; Kortikal bolgedeki hiicrelerde proliferasyon ve kismi nekroz alanlart,
tiibiitus epitelinde deskuamasyon.

Grade-2 ; Glomeril etrafindaki proksimal tibiiluslerde nekroz alanlari, distal
tiibiilus epitelinde deskuamasyon ve toplayici tiibiiluslerde yaygin olmayan
dilatasyon.

Grade-3 ; Korteksin i¢ bolgesine yayilmis proksimal tiibiiluslerde sinirh nekroz,
bowman mesafesindcki daralmanin sinirlt olmasi, kismen fokal hemoraji alanlart ve
toplayicr tiibiiluslerde dilatasyon.

Grade-4 ; Proksimal tiibiiluslerde yaygin nekroz (tiibiilus epitel hiicrelerinin
silindigi), kortekste lokal hemoraji alanlari, bowman mesafesinde daralma, kortekste
yer alan damarlarda perivaskiiler lenfosit infiltrasyonu ve medullada yer alan
toplaytci tiibtiluslerde dilatasyon.

Her bir grupta lezyonun derecesine gére Grade |- 4 arasinda skorlama yapildi.

Biyokimyasal tetkikler sonucu elde edilen veriler student’s t testi ve ANOVA
testleri ile istatiksel olarak degerlendirildi. p<0.05 ise gruplar arasindaki farkin

istatistiksel olarak dnemli olduguna karar verildi.
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BULGULAR

Yas bobrek Agirhik Artis Orani:

Iskemi ve reperfiizyon uygulanmasi kontrol grubunda ve farmakolojik ajan
uygulanmig tiim deneysel gruplarda bobrek agirhik artigina neden olmustur (p<0.05).
Ancak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edildiginde gruplar arasinda
bobrek agirlik artis oranlari agisindan istatistiksel bir fark goériilememistir (p>0.05).
Her gruptaki IR’ye ugrayan bobreklerin yas agirlik artis oranlari tablo (A) ve grafik
(1)’de gosterilmektedir.

Tablo (A): Kontrol grubu ve ilag 6n tedavisi uygulanmis gruplarda I/R'ye maruz

kalan bobreklerin I/R uygulanmamis bébreklere gore yas agirlik artis oranlari:

Kontrol L-arginin L-NAME | Allopurinol | Diltiazem PSL*
% 24+5.4 [%33.1£10.4 [%28.6 £8.6 |%14+4.5 %22.3+3.5 [%18.5+5.1

* prednizolon (PSL)

%

Kontrol ~ L-arginin  L-NAME  Allopurinol  Diltiazem PSL

Grafik (1) : IR’ye maruz kalan rat bébreginde degisik farmakolojik ajanlarin yas

bobrek agirlig: artis1 tizerine etkileri.
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Bébrek Fonksiyon Test Sonuglar::

Ratlar icin normal plazma iire seviyeleri 11-62 mg/dl (31 mg/dl) degerleri
arasinda oldugundan IR uygulanan tiim gruplarda plazma iire seviyeleri artig

gostermis ve gruplar arasinda zire seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamhi

farklar bulunmustur (p<0.05). Ilag¢ 6n tedavisi ile {ire seviyelerinin kontrole gére
sonuglari tablo (B) ve grafik (2)’de gdsterilmektedir. Elde edilen sonuglar;

a- L-arginin 6n tedavisi iire seviyelerini kontrole gére diistirmemistir (p>0.05).

b- L-NAME 6n tedavisi lire seviyelerini kontrole gdre diistirmiistiir (p<0.05).

c- Allopurinol 6n tedavisi iire seviyelerini kontrole gore diistirmiistiir (p<0.05) .

d- Diltiazem 6n tedavisi tire seviyelerini kontrole gére diistirmiistlir (p<0.05).

e- Prednizolon 6n tedavisi iire seviyelerini kontrole gore diistirmemistir (p>0.05).

ANOVA ile analiz edildifinde kreatinin seviyeleri agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir ( p>0.05). Sonuglar tablo (C) ve

grafik (3)’te gosterilmektedir.

Tablo (B): Ilag 6n tedavisi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) IR gruplarda iire
seviyeleri (mg/dl):

Kontrol | L-arginin L-NAME |Allopurinol | Diltiazem PEL
(A) (B) (C) (D) . (E) (F)
1175+4[1194+82 [101+5 101 £5.6 99.8+2.9 | 114.4+45
F(5,26)=3.475 AC,AD,AE,BC,BD,BE (p<0.05)
AB.AF.BIL.CD.CE.CF,DE,DF.EF (p>0.05)
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Table(C): ilag 6n tedavisi uygulanmig ve uygulanmamig (kontrol) IR gruplarda

kreatinin seviyeleri (mg/dl):

Kontrol | L-arginin | L-NAME | Allopurinol | Diltiazem PSL
(A) (B) ©) (D) (E) (F)
1.4+£0.2 |1.85+0.17 |1.18+0.2 |[1.3+£0.26 1.34+0.2 1.6+0.3

F(5,29)=1.003 AB,AC,AD,AE,AF,BC,BD,BE,BF,CD,CE,CF,DE,DF,EF (p>0.05)
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60
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20

Kontrol ~ L-arginin  L-NAME Allopurinol Diltiazem  PSL

Grafik (2) : Renal IR uygulanan ratlarda gesitli farmakolojik ajanlarin plazma iire

seviyeleri lizerine etkileri.

25

2

Serum 45
kreatinin
(mgidl) 4

05

Kontrol ~ L-arginin  L-NAME Allopurinol  Diltiazem PSL

Grafik (3) : Renal IR uygulanan ratlarda gesitli farmakolojik ajanlarin plazma

kreatinin seviyeleri tizerine etkileri.
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Lipid Peroksidasyon Gostergesi Olarak Malondialdehit Seviyeleri :

Bobrek  dokusu malondialdehit  (MDA)  seviveleri 1R uygulanmis ve

uygulanmamis iki grup bobrek dokusunda Olglilmiistiir.

1.Grup: IR uygulanmamis bobreklerdeki MDA seviyeleri .

2.Grup: [R’ye maruz kalan bobreklerdeki MDA seviyeleri

1.grupta doku MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (p<0.05). Degerler tablo (D) ve grafik (4)'te gosterilmektedir. Elde

edilen sonuglar;

a-

b-

d-

L-arginin 6n tedavisi IR uygulanmamis bébrcklerde doku MDA scviyelerini
kontrole gdre diisiirmiistiir (p<0.05).

L-NAME 6n tedavisi IR uygulanmamis bobreklerde doku MDA seviyelerini
kontrole gore dlisirmiistiir (p<0.05).

Allopurinol  6n  tedavisi IR uygulanmamis bobreklerde doku MDA
seviyelerini kontrole gore diistirmiistiir (p<0.05).

Diltiazem 6n tedavisi IR uygulanmamis bobreklerde doku MDA seviyelerini
kontrole gore diisiirmemistir (p>0.05).

Prednizolon 6n tedavisi IR uygulanmamis bobreklerde doku MDA seviyelerini

kontrole gore diistirmemistir (p>0.05).

2.grupta doku MDA diizeyler1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (p<0.05). Degerler tablo (D) ve grafik (4)te gosterilmektedir. Elde

edilen sonuglar;

a-

o

d-

L-arginin 6n tedavisi IR’ye maruz kalan bobreklerde doku MDA seviyelerini
kontrole gore diistirmiistiir (p<0.05).
L-NAME 6n tedavisi IR’ye maruz kalan bobreklerde doku MDA seviyelerini
kontrole gore diisiirmiistiir (p<0.05).
Allopurinol 6n tedavisi IR’ye maruz kalan bobreklerde doku MDA seviyelerini
kontrole gore diistirmiistiir (p<0.05).
Diltiazem &n tedavisi IR’ye maruz kalan bobreklerde doku MDA seviyelerini

kontrole gore diistirmiistiir (p<0.05).
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- Prednizolon 6n tedavisi IR’ye maruz kalan bobreklerde doku MDA seviyelerini

kontrole gore digiirmemistir (p>0.05).

Tablo (D) : Kontrol grubu ve ila¢ 6n tedavisi uygulandiktan sonra IR uygulanmamis
pobreklerdeki (1) ve IR uygulanmis bobreklerdeki (2) doku MDA seviyeleri

(nmol/g):
Kontrol L-arginin | L-NAME | Allopurinol | Diltiazem | PSL
(A) (B) (©) (D) (E) (F)
1 |77.4+£5.6 |25.8+3.5 | 22.2+2.6 |40.2+ 13.2 [50.6+ 9.8 |42.6+5.4
2 |119+13.2 |69+ 11.5 |[36.2+£5.5 |54.8+16.6 |[71.5£17.5 |97.8£25

F(11,86)=6.612
A1B1,A1C1,AID1,A1A2,A1C2,A2B1,A2C1,A2D1,A2E1,A2F1,
A2B2,A2C2,A2D2,A2E2,B1B2,B1E2,B1F2,B2C1,C1E2,C1F2,C2F2,
D1F2,D2F2,E1F2,F1F2 (p<0.05).

B IR'siz bobrek
1R bébrek

Kontrol L-arginine L-NAME Allopurinol Diltiazem  PSL

Grafik (4) : Kontrol grubu ve ilag 6n tedavisi uygulandiktan sonra IR uygulanmamis
(IR’siz) bobreklerdeki ve IR uygulanmis bobreklerdeki doku MDA

seviyeleri.
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Histoloji :

IR uygulanmis bobreklerde 191k mikroskobu altinda yapilan histolojik
incelemelerin sonuglari tablo (E)'de gosterilmigtir. Sonuglar lezyonun siddetine gore
derccelendirilmigtiv. Elde edilen sonuglar IR’nin olusturdugu bobrek hasarina karg
prednizolon (sekil-8) disindaki ilaglarin koruyucu etkilerinin oldugunu histolojik
olarak gdstermistir. Kontrol grubu ve ilag 6n tedavisi uygulanip IR'ye maruz

birakilmis bobreklere ait histolojik bulgular agsagida (sekil 1-8) gosterilmistir.

Tablo (E) : IR uygulanmis bébreklerde gruplarin histolojik olarak doku hasarinin

siddetine gore degerlendirilmesi:

GRUPLAR HASAR SIDDETI
Kontrol Grade 4

L-arginin Grade 1,2
L-NAME Grade 3
Allopurinol Grade 2
Diltiazem Grade 2
m_zolofnﬂ(I’S_L)- Grade 3,4

Grade 1: Lezyon yok (gok az)
Grade 2: Az siddetli lezyonlar
Grade 3: Orta giddetli lezyonlar

Grade 4: Cok giddetli lezyonlar
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Sekil (I): Kontrol grubuna ait bobrek kesiti; kortekste yer alan damarlarda
perivaskiiler mononiikleer lenfosit infiltrasyonu (#), bowman mesafesinde
daralma (a#), distal tibul epitelinde deskuamasyon (d) izlenmektedir

(H&V, orijinal bliylitme x 41).

Sekil (2):
tiibtillerde dilatasyon (a) ve tiibtil epitelinde silinme (b) izlenmektedir

(H&YV, orijinal biiytitme x 41).



S, N DS e .Y

Sekil (3): Kontrol grubuna ait bobrek kesiti; kortikal bélgede hemorajik alanlar (h)

izlenmektedir ( H&V, orijinal biiyiitme x 41).

mesafesindeki daralmanin azaldigi (#) ve bazi bolgelerdeki distal tiibiil epitelinde

deskuamasyonun (d) devam ettigi izlenmektedir ( H&V, orijinal biiyiitme x 41).
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Sekil (5): L-arginin grubuna ait bdbrek kesiti; kontrol grubuna oranla korteksteki

lezyonlarin siddetinde azalma izlenmektedir (H&V, orijinal biiyiitme x 41).

5 A i R Y e TN
Sekil (6): L-NAME grubuna ait bobrek kesiti; kontrol grubuna goére korteksteki

lezyonlarin orta siddetli oldugu izlenmektedir (H&V, orijinal biiylitme x 41).




Sekil (7): Allopurinol grubuna ait bobrek kesiti; kontrol grubuna goére lezyonlarin
siddetinin azaldig:, bowman mesafesindeki daralmanin (#) normal goriintimde
oldugu ve tiibil epitelindeki deskuamasyonun (d) azaldig1 izlenmektedir

( H&V, orijinal biiylitme x 41).

2 "" " ) _-‘ ‘ .’ .?

Sekil (8): Prednizdlon grubuna ait bobrek kesiti; kortikal bolgedeki fokal hemorajik

A

alanlarin (h) azaldig, bowman mesafesindeki daralmanin (#) kismen azaldig:

izlenmektedir ( H&E, orijinal biiylitme x 41).




TARTISMA

Biz bu ¢alismamizda renal arterin klemplenmesine bagli 1 saat sicak renal
iskemi ve 4 saat reperfiizyon uygulanan rat bébrek dokusunun ve kan Srneklerinin
biyokimyasal ve histolojik olarak tetkik edilmesi . sonucu bdbrekte ciddi
hasarlanmanin olustugunu saptadik. Bir ¢ok deneysel ve klinik g¢aligmalarda kalp
(46), karaciger (116), beyin (62), barsak (29), iskelet kas1 (9), bobrek (3), mide (117)
gibi organlarda iskemi-reperfiizyon (IR) ile ciddi hasarlanmanin oldugu gdzlenmistir.

Iskemiye maruz kalan doku veya hiicrede ciddi hasarlanmalar olusur. Ancak
iskemiye maruz kalan doku ya da hiicrede hasarlanmanin siddeti stireyle iligkili
olarak geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz olarak degismektedir. iskemiyi takiben
doku veya hiicrenin gerekli besin ve oksijeni almasiyla baslayan reperfiizyon,
iskeminin meydana getirdigi hasari telafi etmeye c¢alisir. Ancak iskemiyi takiben
perfizyon ciddi hasarlanmalara neden olabilir (Reper(iizyon hasart) (4). Dencysel ve
klinik ¢alismalar iskemiyi takiben gergeklesen reperfiizyonun iskemik hasardan daha
ciddi hasarlanmalara neden oldugunu gostermektedir. Parks ve Granger yaptiklart bir
calismada. 3 saatlik bir iskemiyi takiben gergeklestirilen 1 saatlik reperfiizyonun,
reperfiizyon gergeklestirilmeksizin yapilan 4 saatlik iskemiden daha siddetli hasar
olusturdugunu goézlemlemisler (118).

Bir ¢ok dencysel ¢alisma IR’ye maruz kalan bobrekte ciddi bir hasarlanmanin
olustugunu desteklemcektedir (3,12,14,119). Kisa yada uzun sirede olusturulan
iskemik hasar bobrek fonksiyonlarinda diizensizliklere ve tahribata neden olur.
Ancak olugan bu hasarin biytikligii ve geri dontisebilirligi iskeminin siiresine bagl
olarak degismektedir (119).

IR hasarinin olusumunu agiklayan kesin bir mekanizma yoktur. Ancak hasar
agiklamaya yonelik bir ¢ok mekanizma mevcuttur. Bunlardan; ksantin oksidaz enzim
sistemi (28,29,30,31), notrofil aktivasyonu ve akiimiilasyonu ve bunlara bagh olarak
tiretilen toksik metabolitler (12,13,14,16,17,18), kalsiyum iyonunun iskemik alanda
akiimiilasyonu (33,46) en dnemli hasarlanma mekanizmalardir. IR ile olusan hasarin
biiyiik bir kismindan serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir.

IR’ye maruz kalan bébrekte olusan hasar; glomeriiler filtrasyon oraninin (GFR)

azalmasi, renal kan akiminin (RBF) azalmasi ve tiibiiler fonksiyonlarda bozulma gibi
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dcgi$ik1iklef ile karakterizedir (120,121). GFR’nin ve tiibliler fonksiyonun bozulmasi

ire Ve kreatinin boébrekten atiliminin azalmasina ve bu {riinlerin kandaki
diizeylerinin artigina neden olur. Mevcut ¢alismalar renal IR’ye maruz kalan ratlarda
psbrek dokusundaki hasara bagli olarak serum kreatinin ve lre gibi bdbrek
fonksiyonu ile ilgili test paramctrelerinde  artiglarin olugtugunu  gdstermektedir
(35,122).

Bir ¢ok bobrek hastahigr glomeriler, tibiler, interstisyel ve/veya vaskiiler
alanda hasara neden olarak plazmada iire ve kreatinin konsantrasyonunu
artirmaktadir.  Ancak bazen bobreklerde hasar olusmadan da plazma ire
konsantrasyonunda artiglar goriilebilmektedir. Hafif dehidratasyon, yiiksek proteinli
diyet, protein katabolizmasinda artis, sok, ag¢lik, kan kayba, GIS kanamasi, kortizol
veya sentetik analoglari ile tedavi ve azalan boébrek perfiizyonu gibi etkenler
plazmada {iire artisina neden olur. Bu olaylara prerenal azotemi adi verilmektedir.
Kreatinin seviyeleri yiikselmeksizin lire seviyelerinde yiikselme olusmasi prerenal
azotemiyi tanimlama a¢isindan énemlidir (123).

Bu calismada 1 saatlik iskemiyi takiben 4 saatlik reperfiizyonun, plazma iire
seviyesinde ciddi bir artisa neden oldugunu ancak serum kreatinin seviyesinde
onemli bir artis olusturmadigini saptadik.

Meveut deneysel ¢alismalar [R’ye bagli olarak meydana gelen serbest
radikallerin, hiicre membraninda lipid peroksidasyona yol agarak malondialdehit

scviyelerinde ciddi artiglara yol aguigini gostermektedir (35,119). Biz de bu

¢aligmamizda renal IR’ye maruz kalan kontrol ve ilag 6n uygulamasi yapilmis rat
’ gruplarinda, bobrek dokusu malondialdehit diizeylerinde artis olustugunu saptadik.

Histolojik tetkik sonucu IR’ye maruz kalan bobrek dokusunda ciddi patolojik

l bulgular tespit ettik. Elde edilen bébrek kesitlerinde, kortekste yer alan damarlarda
( perivaskiiler mononiikleer lenfosit infiltrasyonu, bowman mesafesinde daralma,
| distal tiiblil epitelinde deskuamasyon, medullada yer alan toplayic1 tiibiillerde
dilatasyon, tiibiil epitelinde silinme ve kortikal bdlgede hemorajik alanlar olustugunu

pozledik (sekil 1-3).
Deneysel veriler eksojen olarak kullanilan bazi maddelerin bébrekte IR hasar
olusumunu azaltigim gdstermektedir. Biz de bu g¢alismamizda IR uygulanmis

bobrekte olusan toksik metabolitlerin etkilerini gidermek amaciyla nitrik oksit
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donérii (L-arginin), antagonisti (L-NAME), ksantin oksidaz inhibit6rii (allopurinol),
kalsiyum kanal blokori (diltiazem) ve glukokortikoid grubu bir ajan (prednizolon)
kullanarak IR hasar mekanizmasini ve kullanilan ilaglarin protektif etkilerinin
pulunup bulunmadigint anlamay: amagladik. Bu amagla renal [/R modelinde

kullandigimiz asagida belirtilen maddelerin saptadigimiz etkileri sirasiyla sdyledir:

L-arginin, L-NAME: IR uygulanmis grupta IR ile artig gdsteren serum iire diizeyini
L-argininin degistirmedi. Amino asitler serum iire diizeyini artirabilen maddelerdir.
L-arginin de bir amino asit oldugundan serum iire seviyelerini artirabilir. Bu etki
L-arginin uygulanmis grupta serum iire seviyelerinin yiiksek olmasina katkida
bulunmus ve L-argininin bobrek fonksiyonlari tizerindeki olasi bir yararli etkisini
ortmiis olabilir. L-NAME IR ile artan serum iire diizeylerini azaltirken L-argininin ve
[.-NAME’in serum kreatinin diizeylerinde ise bir degisiklik olusturmadigini saptadik.
IR uygulanmis ve uygulanmamis bdbrek dokusunda lipid peroksidasyonun bir
gostergesi olan MDA diizeylerinin hem L-argininin hem de L-NAME tarafindan
azaltildigim saptadik. Bu sonuglara gore IR’ye bagli bobrek hasarinda L-arginin ve
L-NAME 6n tedavisinin, serbest oksijen radikallerin olugturdugu hasarin bir
gosicrgesi olan lipid peroksidasyonunu engelledigini ve L-NAME’in {irc diizeyini
diisiirerek bobrek fonksiyonlarinda iyilesme sagladigini gézlemledik. Boylece hem
L-argininin hem de L-NAME’in serbest oksijen radikallerine ait hasar1 azaltici
etkilerinin  bulundugunu, MDA seviyeleri tizerindeki etki siddetlerine gore
L-NAME’in serbest radikal hasarin1 6nlemedeki etkinliginin L-argininden daha fazla
oldugunu tleri siirebiliriz.

Histolojik tetkik sonucunda; IR uygulanmis bébregin korteks ve medulladasinda
olusan tahribati L-arginin uygulamasi Onemli derecede azaltmistir (sekil-5). Bu
gézlem de IR sonucu bodbrek dokusunda olusan hasara karsi L-arginin on
uygulamasinin protektif etkisinin oldugunu gostermektedir. Buna karsin L-NAME 6n
uygulamasinin IR uygulanmis bodbrek dokusundaki hasar siddetinde belirgin bir
azalma olusturmadigr ve/veya kontrol grubuna yakin bir hasarlanmanin olustugunu
gozledik (sekil-6). Bu da L-NAME 6n uygulamasinin bébrek IR hasarina kars
koruyucu etkisinin, lipid peroksidasyon iizerine olan etkisinden bagimsiz olarak

gerceklestigini ve yeterli olmadigini gostermektedir.
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Rehman ve arkadaslart (89) ile Dikshit ve arkadagslarinin (90) hem L-arginin
pem de L-NAME’in serbest radikal temizleyici etkilerinin bulundugunu ileri
sirmeleri galigmamiz sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Rehman ve arkadaslar
yaptlklal‘l calismada L-NAME’in serbest radikal temizleyici (free radical scavenger)
ctkisinin ytiksek konsantrasyonlarda (mM) olustufunu saptamiglardir. Bu g¢alismada
.-NAME’in hidroksil radikali (OH") ile, hidroksil radikali (OH") temizleyicisi olan
mannitolden daha hizli bir sekilde reaksiyona girdigini saptamislar. Ayni galismada
[-argininin hidroksil radikalini temizlemedeki etki giicii mannitoliinki kadar
pulunmustur. Bu ¢alisma L-NAME ve benzeri bilesiklerin NO™ radikalinden tiireyen,
ozellikle hidroksil radikali (OH') ve peroksinitrit anyonu gibi, sitotoksik
metabolitleri temizlemedeki etkilerini gésteren bir galismadir. Dikshit ve arkadaglar:
da L-NAME’in secrbest radikal temizleyicisi oldugunu rapor ctmiglerdir. Bu
calismada L-NAME’in 300 mikromolar konsantrasyonu serbest radikalleri
temizlemede etkili bulunmustur. L-NAME, NO”’nun fizyolojik ve patolojik
olaylardaki roliinti aydinlatmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir maddedir (124).

l.opez ve arkadaslari rat bobreginde yaptiklar: benzer bir ¢calismada, iskemiden
| saat Once intravendz L-arginin ve L-NMMA (NOS inhibit6rii) uygulamis sonra 75
dakika iskemi ve takiben reperfiizyon gergeklestirmisler. Renal hasar scviyesini
bobrek fonksiyon testleri (serum iire ve kreatinin), doku MDA diizeyleri ve histolojik
tetkikler ile degerlendirmisler. Elde edilen sonuglara gére eksojen olarak kullanilan
L-argininin lipid peroksidasyondan bagimsiz olarak IR hasarina karsi koruyucu
etkisinin bulundugunu gézlemisler. Bu ¢alismada L-arginin uygulanmis grupta MDA
seviyelerindeki artiglar kontrol IR grubuna yakin oldugu halde, L-NMMA &n
uygulamasmin MDA seviyelerinde 6nemli bir azalmaya yol agtigi saptanmastir,
Biz ise bu g¢alismamizda cksojen olarak kullandigimiz L-argininin hem lipid
peroksidasyonu hem de histolojik hasarlanmalar: kontrol IR grubuna gore azaltarak
IR hasarina kars1 koruyucu etkisinin bulundugunu gézledik. Lopez ve arkadaslari
L-NMMA’nin  bobrekte histolojik olarak ciddi tahribata yol a¢arken lipid
peroksidasyonunu azalttigini  saptamalart  bizim bu ¢alismada gézledigimiz
L-NAME’in etkileri ile paralellik géstermektedir ( 35).

Yang ve Mchta tarafindan yapilan bir ¢alismada iskemi-reperfiizyon uygulanmis

sican kalbinde [R’nin neden oldugu miyokardiyal hasart L-NAME’in ctkilemedigi,
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ancak artan MDA seviyelerini diisiirdiigii gézlenmistir. Bu gozlem de rat kalbinde
L-NAME’in serbest radikallere bagli hasar1 6nleyici etkisinin bulundugunu
gostermektedir (83).

Cesitli  organlarda yapilan IR uygulamalarinda nitrik oksitin  hasar
olusmasindaki rolii agik olmayip, mevcut bir gok ¢a11$1)1adaki sonuglara gore akut
bobrek yetmezligine yol acan IR hasarindaki rolii de agik degildir. Nitrik oksit
normal bdbrekte glomeriiller ve diger bazi hiicrelerde tretilip, vaskiiler ve epiteliyal
diizenleyici etkilerine ilave olarak renal hemodinamigi ve tiibiiler fonksiyonlar

modiile edici Ozellige de sahiptir. Bir ¢ok c¢alisma nitrik oksitin (NO) bazal

seviyelerde bobrek fonksiyonlarini korudugu ve normal bobreklerde NO’nun
indiiklenmesi ile renal kan akiminin, glomeriiler filtrasyonun ve idrar akisinin arttigi
ve [R’ye maruz kalmis bébrekte, L-arginin 6n tedavisinin IR hasarina kars1 koruyucu
etkilerinin  bulundugu gosterilmistir  (85,86,87,88,125). Bununla birlikte IR
uygulanmig bobrekte, koruyucu role sahip olan NO’nun iiretiminin, L-NMMA (126)
ve L-NAME (75,120,127) gibi nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorleri ile
inhibisyonunun bobrek fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu saptanmistir. Bu da
nitrik oksitin iR hasarindaki koruyucu etkisini ve roliinii gostermektedir.

iskemik bobregin reperfiizyonu ile olusan hasarin iyilesme déncminde de kan
akiminin diizenlenmesinde NO’nun yararli etkileri vardir (85). NO trombositlerin
agregasyonunu inhibe ederek (78) ve nétrofillerin  adezyonunu azaltarak
mikrovaskiiler kan akimini diizenlemektedir (79). NO iretiminin azalmasi; l6kosit,
trombosit agregasyonuna, Iokositlerin endotele yapismasina ve ekstravaskiiler araliga
migrasyonuna, mikrovaskiiler bozulmaya neden olarak IR hasarini siddetlendirebilir.
Renal IR 6ncesinde eksojen olarak verilen NO donérlerinin inflamatuvar yanita

neden olan mediyatorleri inhibe ederek, siiperoksit radikal iiretimini azaltarak,

serbest radikalleri temizleyerek, nétrofillerin infiltrasyonunu azaltarak renal
| fonksiyonlar1 ve yasam sliresini artirdigi goézlenmistir (128). Bu nedenle NO
dondrlerinin reperfiizyondan once verilmesi renal fonksiyonlari artirabilecegi ve

’ inflamatuvar cevabi azaltabilecegi ileri siiriilebilir.
Ancak NO’nun bu faydali etkileri yanisira IR’ye maruz dokuda serbest oksijen
radikallerinden siiperoksit radikali (O, ) ile etkileserek toksik peroksinitrit

bilesiginin olugsmasina ve dokuda lipid peroksidasyona neden olarak zararli etkilere
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sahip olabilecegi de bildirilmigtir (129,130,131,132,133). Asir1 NO’nun neden
oldugu peroksinitrit birikimi hidroksil radikali (OH") gibi oldukg¢a reaktif tirtinlerin
ijiretimine neden olarak doku hasarina yol agar. En reaktif serbest oksijen radikali
olan hidroksil radikalinin (OH") yarilanma omrii son derece kisa oldugu halde
hidroksil radikali doné6rii olan peroksinitritin yarilanma dmri uzundur. IR hasar gibi
bir ¢ok durumda NO’nun asirt Gretimi peroksinitrit, dolayrsiyla hidroksil radikali
gibi sitotoksik metabolitlerin olusumu ile hiicre hasarina neden olmaktadir (77,124).
Asirt NO ile olusan radikal artist nérodejeneratif hastaliklar, kronik inflamasyon gibi
bir ¢ok hastalifin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (124,134). IR’ye maruz
kalan beyinde de NO’nun peroksinitrit olusumuna neden olarak hasarlanmaya yol
agtif1 gozlenmistir (135).

Cristol ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada IR uygulanmis bobrekte
L-arginin infiizyonunun IR’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunda artisa neden
oldugu gozlenmistir. Bunun muhtemel nedeni siiperoksit radikali ile reaksiyona giren
NO’nun peroksinitrit anyonu olusturmasidir (132). Bu bulgular NO’nun IR hasarinda
zararl: etkilerinin de olabilecegini gostermektedir.

Lefer ve arkadaglari fizyolojik kosullarda nanomolar derigsimlerdeki NO’nun
peroksinitrit aracihigr ile Idkosit-endotel hiicre etkilesmelerini ve P-sclektin
ekspresyonunu inhibe ederek miyokardiyal IR hasarina kars: sitoprotektif etkisinin
bulundugunu goézlemigtir (136). Bu nedenle peroksinitritin zararli  biyolojik
etkilerinin yan: sira I6kosit-endoteliyal hiicre etkilesimini inhibe ederek sitoprotektif
etkilere sahip oldugu da distintilmektedir.

Bazt aragtiricilar IR hasarina bagh olarak endotel disfonksiyonun gelistigini ve
buna bagli olarak 6zellikle NO saliniminda azalma olustugunu bildirmislerdir. Tsao
ve arkadaslart izole bobrekte 25 dakikalik iskemiyi takiben perfiize edilen dokuda
EDRF aktivitesinde azalma yani NO’nun saliverilmesinde azalma olustugunu
gozlemigtir  (137). Tolins ve arkadaglarmin yaptiklari  bir ¢alismada NOS
inhibitorlerinin verilmesi ile renal vaskiiler rezistansta artis olustugu goézlenmistir
(138). Bu arastiricilar postiskemik renal vazokonstriksiyonu bu mekanizma ile

agtklamigtir. Liu ve arkadaslarinin rat karacigerinde yaptiklari IR ¢alismasinda

L-NAME uygulanmasi doku perfiizyonunu azaltarak hasarin siddetini artirmistir

(75).




Mashiac ve arkadaslart yaptiklarn bir ¢alismada bobrege IR uygulamasinin,
enal NO seviyelerini  diiglirdiigiini  ve NO tiretimindeki azalmanin NOS
aktivitesindeki bozulmadan veya renal kan akimindaki degismelerden degil
endoteliyal reseptdr  sinyal iletimindeki hasardan kaynaklandigini  saptamiglar.
Bu ¢alismada L-NAME’in IR hasarini siddetlendirdigi gozlenmistir (139).

Bir c¢alismada renal IR hasartnin remisyonunun  erken fazinda NO
konsantrasyonunda artig oldugu ve bu artisin renal hasari azalttifn gézlenmistir. Bu
caliymada L-NAME 06n tedavisinin, IR ile erken donemde goriilen NO patlamasiyla
ilgili sitotoksik etkiyi 6nleyerek dokuda iyilesme sagladigi, ancak ge¢ donemdeki
hasart artirdig: bildirilmigtir (140).

Meveut ¢alismalar L-arginin’den NO’un meydana gelmesi ile makrofajlarin
sitotoksik etkilerinin arttigini gdstermektedir (141).

IR hasarinda nétrofiller 6nemli rol oynamaktadir. Mevcut ¢alismalarda iskemik
olmayan bodbrekte uyarilmayan nétrofillerin hasar olusturmadifi ancak iskemik
bobrekte uyartlmamis nétrofillerin aktive olarak reperfiizyon ile olusan hasarda
iyilesmeyi engelledigi saptanmistir. Granger yaptig1 bir ¢alismada, IR ile aktive olan
notrofillerden salinan toksik metabolitlerin ciddi hasarlanmaya neden oldugunu
gostermistir (30). Notrofillerin IR uygulanmis bobrekte tiibiiler ve glomeriiler
fonksiyonu bozarak IR hasarini siddetlendirdigi gozlenmistir (129,130). Ancak NO
notrofil akiimiilasyonunu dnleyerek doku hasarini azaltict etkiye sahiptir. Nitekim IR
uygulanan karacier dokusunda NO’nun nétrofil akiimiilasyonunu azaltarak koruyucu
bir rol oynadig saptanmistir (75).

Mevcut ¢alismalar NO’nun nétrofil fonksiyonlar: tizerine guigli etkilere sahip
oldugunu géstermektedir. NO nétrofil kemotaksisini (142) ve NADPH-oksidaz enzim
aktivitesini (13) azaltir. IR hasarina bagh olarak endotel disfonksiyonunun olusmasi
NO’nun saliniminin  azalmasina neden olarak noétrofillerin  iskemik alana
aklimiilasyonuna ve hasar siddetinin artmasina yol agar. NADPH-oksidaz oksidatif
patlamada dnemli rol oynayan bir enzim sistemidir. NO konsantrasyonundaki artis
stiperoksit radikallerinin NADPH oksidaz gibi enzimatik kaynaklarini da inhibe
etmektedir (13). Bazi ¢alismalar NO’nun IR ile aktive olan nétrofillerden salinan
serbest oksijen radikallerinin temizlenmesinde rol oynadigini goéstermistir

(13,129,130). NO endotel hiicre adezyon molekiillerinin (CD11/CDI18, P-selektin,

49



[CAM-1) down-regiilasyonuna neden olur. No&trofil membrani iizerindeki

cD11/CD18%in fonksiyon veya ekspresyonunu bloke eder (124). NO’nun nétrofil

adezyonunu ve serbest oksijen radikallerinin salinimini azaltan bu etkileri IR ile
‘ iliskili hasarin azalmasina neden olur.

Bazi calismalara gére NO’nun IR hasarina istiraki ortamda nétrofillerin
pulunup bulunmamasina goére de degismektedir. Linas ve arkadaslari nétrofillerin
ortamdan uzaklastirilmasi ile L-arginin uygulamasimin bobrek dokusunda, renal
tiibiiler ve glomeriiler fonksiyonlar: koétiilestirdigini, NOS inhibitérti bir ilag olan
L.-NNA’mn ise bu fonksiyonlar: iyilestirdigini gézlemistir (16).

Garcia ve arkadaslari yaptiklar: bir ¢alismada IR’ye maruz kalan bobrekte NO
dondrii olarak kullanilan molsidominin IR ile gelisen inflamatuvar cevabi azaltigini
ve bozulan bobrek fonksiyonlarint iyilestirdigini gézlemislerdir (128).

Biz ise bu c¢alismamizda eksojen olarak kullandigimiz NO prekiirsérii
L-argininin IR esnasinda bozulan renal fonksiyonlari ve renal mikrosirkiilasyonu
diizelttigini ve oksidatif hasar1 azaltarak IR’ye karsi koruyucu etkilerinin

bulundugunu goézledik. NO olusumunun L-NAME tarafindan inhibisyonu ile IR

bobrek dokusunda olusan hasarin siddetinde kontrole gére biiytik bir degisikligin
olusmadigint yani L-NAME’in IR hasarina karst koruyucu etkisinin yeterli
olmadigini, bununla birlikte serbest radikallere bagli hasarin gostergesi olan lipid
peroksidasyonu (MDA diizeylerini) azalttigini1 saptadik. Bu da L-NAME’in serbest
oksijen radikallerini siipiiriicii bir etkisinin bulundugunu géstermektedir.

Sonug olarak NO’nun renal IR hasar1 olusmasinda 6nemli etkilere sahip

oldugunu soyleyebiliriz. IR’ye maruz kalan boébrek dokusunda eksojen olarak

kullandigimiz L-argininin koruyucu etkileri soyle agiklanabilir: NO serbest oksijen
radikallerinin liretimini azaltarak, bobrek kan akisini diizenleyerek, 16kosit
adezyonunu ve/veya agregasyonunu onleyerek, trombositleri inhibe ederek protektif

etki yapabilir.

Allopurinol: Allopurinol ksantin oksidaz (XO) enzimini inhibe eden bir ilagtir.
Iskemiye maruz kalan bir hiicrede intraseliiler kalsiyum seviyelerinin artis
gostermesi, lizozomal biitiinliiglin bozulup proteazlarin aktive olup serbestlesmesi

ksantin dehidrojenaz (XDH) enzimini ksantin oksidaza doniistiiriir. Ksantin oksidaz
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iskemik  kosullarda intraseliiler alanda miktart artan hipoksantini {reye
dontigtiiriirken serbest oksijen radikallerinin de bol miktarda iiretilmesine neden olur.
Reperfiizyon gerceklestiginde dokuya sunumu artan oksijen ksantin oksidaz aracilif
ile serbest oksijen radikallerinin {iretiminde asirt bir artisa neden olur. Serbest
oksijen radikalleri araciligi ile hiicre hasar1 artar. Bu nedenle ksantin oksidazin
inhibe edilmesinin reperfiizyona baglt oksidan stresi énleilecegi umulur.

Biz bu ¢alismada, IR uygulanmis rat bobreginde allopurinol 6n uygulamasinin
serum {ire seviyelerini azaltti@ini, Kkreatinin seviyelerini ise degistirmedigini
saptadik. Allopurinol IR uygulanmis ve uygulanmamis bobreklerde MDA
seviyelerinde azalmaya yol agmigstir. Histolojik incelemeler kontrol grubuna gore
allopurinol uygulanmig gruba ait bobrek kesitindeki lezyonlarin (sekil 7’°deki gibi);
bowman mesafesindeki daralmanin ve tiibiil epitelindeki deskuamasyonun azaldigini
gostermistir.

Elde edilen bulgular allopurinol 6n uygulamasinin IR hasarina karsi koruyucu

oldugu kamsimi uyandirmistir.  Allopurinoliin IR’ye maruz kalmayan bdobrek

dokusunda da MDA seviyelerini diisiirmesi diistindiiriictidiir.

Allopurinoliin kalp (95,143), karaciger (94), intestinal doku (10) ve testis (144)
gibi bir ¢ok organda iskemi oncesi uygulanmasi halinde IR hasarina karsi protektif
oldugu saptanmistir.

Mevcut bir ¢ok deneysel g¢alisma da IR’ye maruz kalan bobrek dokusunda
allopurinol 6n uygulamasinin IR hasarina karsi koruma sagladigini gostermektedir.
(31,92,93,145,146). Bu ¢aligmalar bizim ¢alismamiz ile uyumludur.

Allopurinol 6zel hazirlanmig koruyucu perfiizyon solusyonlarina (BTOI)

katilarak IR’ye maruz kalan bobrekte ksantin oksidaz enzim sistemi ile olusacak

hasara karsi proteksiyon saglamada kullanmilmaktadir (48). Bu ¢alismalarda IR’ye
bagli hasarin asil kaynaginin ksantin oksidaz tarafindan olusturulan serbest oksijen
radikalleri oldugu iddia edilmektedir.

Na'-K'-ATPaz enzimi hiicre yasamimmn siirdiirilmesini saglayan membrana

bagli énemli bir enzimdir. IR sonucu olusan serbest radikaller hiicre membraninda

lipid peroksidasyonuna neden olarak bu enzimin aktivitesini degistirirler. Allopurinol
ise bu enzimin aktivitesini korumaktadir (145).

Greene ve arkadaslar rat bobreginde yaptiklari in vitro ¢alismada, hipoksi ve
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reoksijenasyon yapilmis proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde, ksantin oksidaz

inhibitérlerinin (allopurinol. oksipurinol) bébrekte IR hasarinin major kaynag olarak

kabul edilen ksantin oksidaza bagh stiperoksit radikallerinin {iretimini inhibe ederek
’ serbest radikal temizleyici etkiye sahip oldugunu gozlemiglerdir (31).

Lopez ve arkadaslarn yaptiklar1 benzer bir g¢alismada, renal arterin
klemplenmesiyle olusturulan 1 saatlik iskemiyi takiben reperfiizyon uygulayarak
7 giin siireyle yasam parametrelerini izlemisler. Reperfiizyon baslangicinda i.v olarak
allopurinol uygulanmiglar ve bébrek fonksiyon testleri, lipid peroksidasyon ve renal
histolojik tetkiklerin sonuglarina allopurinoliin koruyucu olmadigint saptamislar.
1 saat iskemi ve miiteakiben 4 saat reperfiizyon uyguladifimiz bu g¢alismamizda
allopurinoliin iskemiden 6nce uygulanmasinin koruyucu etkiye sahip olmasi1 Lopez
ve arkadaglarinin bulgulart ile uyumlu bulunmamistir (122).

Petho ve arkadaslari IR’ye maruz bobrekte iskemi 6ncesi ve reperfiizyon
csnasinda, allopurinol ve diltiazem kombinasyonunun uygulanmas: ile renal
mikrosirkiilasyonun iyilestigini ancak renal fonksiyonlar {izerinde iyilestirici bir
ctkinin bulunmadigint saptamislar (146).

Konya ve arkadaslart yaptiklart bir ¢alismada renal arterin klemplenmesiyle
olusturulan 45 dakikalik iskemi ve 90 dakikalik reperfiizyon uygulamasinda IR
oncesi allopurinol verilmesinin kontrol IR’ye gére bébrek fonksiyonlarinda ve renal
histolojide anlamii bir degisiklik olusturmadigini gézlemisler. Allopurinoliin
koruyucu etkisinin bulunmadigini bildirmislerdir (121).

Gupta ve arkadaglari ise yaptiklar1 benzer bir ¢alismada allopurinol 6n
uygulamasinin [R’ye maruz kalan rat bobregindeki hasari, histolojik ve biyokimyasal
parametreleri (lire, kreatinin) iyilestirdigini saptamislardir (92).

Fiskin ve arkadaslari da IR’ye maruz karacigerde iskemiden &nce verildigi

taktirde allopurinoliin serbest radikallere bagli hasara karsi koruyucu etkisinin

olabilecegini, ancak endojen antioksidan savunma sisteminin aktivitesinde artirict bir
roliintin bulunmadigini ileri stirmiislerdir (116). Cohen ve arkadaslar: allopurinoliin
karacigerde IR hasarina kars1 serbest radikalleri temizleyici etkisinin iskemiden 6nce
verilmesi kosuluyla gortilebilecegini bildirmislerdir (147).

Mevcut literatiirlerden elde edilen veriler; allopurinoliin IR’ye maruz bébrekte

olusan hasara karst serbest radikalleri temizleyici etkisinin, bobrek fonksiyonlarim
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ve mikrosirkilasyonu diizeltici etkisinin yani koruyucu etkisinin ancak iskemiden

f snce uygulanmasr halinde goriilebilecegini isaret etmektedir. Biz de bu ¢cahismamizda
| allopurinoliin etkilerinin literatiir bulgusu ile uyum igerisinde oldugunu gordiik.

l

| piltiazem: IR ekstraselliiler kalsiyumun hiicre igine influksunda artiga neden olarak
ve intraseliiler kalsiyum depolama yetenegini azaltarak, kalsiyuma bagimh
proteazlarin aktive olmasina neden olarak sitotoksite olusturur. Gomoll ve
arkadaslar1 IR’ye maruz kalan myokartda sitozolik kalsiyum konsantrasyonun
artigim ve artan kalsiyumun dokuda hasarlanmaya neden oldugunu saptamislar (33).

Kalsiyum kanal blokorleri serbest oksijen radikallerini inhibe ederek ve
intraselliiler kalsiyum artisin1 6nleyerek IR hasarina karsi koruyucu etki gosterirler.
Mevcut ¢alismalar IR ile olusan serbest oksijen radikallerinin kalsiyum kanal
blokérleri tarafindan temizlendigini yani kalsiyum kanal blokorlerinin antioksidan
etkiye sahip olduklarini ileri stirmektedir (97,148). Bu ¢aligsmalar bizim sonug¢larimiz
ile uyumludur. Calismamizda diltiazem O6n uygulamasi serum ire seviyelerini
azaltirken, kreatinin diizeyini degistirmemistir. Diltiazemin doku MDA seviyelerini
IR uygulanmamis bébrekte degistirmedigini ancak IR uygulanmis bobrekte
distirdiigiinii saptadik. Bu da IR sonrasi dokuda veya hiicrede scrbest oksijen
radikalleri ve/veya kalsiyum artigt ile ilgili olaylarin gerg¢eklestigini gostermektedir.
Diltiazem 6n uygulamasinin IR uygulanmis bobrekte histolojik olarak doku hasarinin
siddetini kismen de olsa azalttifim1 gézledik. Bu sonuglar ile IR’ye maruz kalan
bobrekte diltiazem 6n uygulamasinip bdbrek mikrosirkiilasyonunu ve fonksiyonlarin
diizenleyerek protektif etki gésterdigi kanisina vardik.

Kalsiyum kanal blokoérlerinin bobrekte de koruyucu etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Kalsiyum kanal blokdrleri renal vazokonstriktdrlerin etkisini azaltarak
bobrek hemodinamigini koruyucu bir etki go&sterirler. Ayrica toksik oksijen
metabolitlerini inhibe ederler ve intraselliiler kalsiyum seviyelerini diisiiriirler.
Bu 6zellikleri nedeniyle IR hasarina karsi1 koruma saglayabilirler. Son zamanlarda
yapilan galismalar bébrek transplantasyonunda ve bazi patolojik durumlarda olusacak
postiskemik akut bobrek yetmezliginde, GFR’deki azalmayi kalsiyum kanal
blok&rlerinin dnledigini gostermistir. Bu protektif etkilerini kan basincini diistirerek,

bobrek hipertrofisini azaltarak, bobrekteki metabolik aktivite azalmasimi diizelterek,
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pobrek dokusunda kalsiyum birikimini azaltarak ve serbest radikal olusumunu
azaltarak gosterdikleri ileri siiriilmiigtiir (100,101).

Torsello ve arkadaslar1 IR uygulanan bobrekte yaptiklart bir ¢alismada,
diltiazem 6n  uygulamasimmin 3 saatlik iskemi sonrasinda azalan bobrek
fonksiyonlarinda artisa neden oldugunu gézlemlemisler. 3 saatlik uzun bir iskeminin
olusturacagr iskemik hasara kargt diltiazemin koruyucu ectkisinin bulunmast bu
¢alismada uygulanan 1 saatlik iskeminin neden oldugu hasari da Onleyebilecegi
fikrini vermektedir (3). Ciinkii IR hasarinin siddeti iskemi siiresiyle iligkilidir.

Wang ve arkadaslari st¢anlarda deneysel olarak olusturduklari akut pankreatitte
kalsiyum ve serbest radikallerin 6nemli rol oynadiklarint tespit etmislerdir. Kalsiyum
kanal blokorl ilaglarin (diltiazem ve verapamil) kalsiyum ve serbest radikallerin
olusturdugu endotel hasarint énledigini gézlemlemisgler (149).

Fiskin ve arkadaslari IR’ye maruz kalan sigan karacigerinde kalsiyum kanal
blokorii bir ilag olan verapamil 6n uygulamasinin endojen antioksidan savunma
sistemini gii¢lendirdigini gozlemlemisler (116).

Obata ve arkadaslart yaptiklar1 bir ¢alismada IR’ye maruz kalan miyokartda
diltiazem 6n uygulamasinin IR ile olusan serbest oksijen radikallerini baskiladigimi
gézlemlemisler (97).

Kalsiyum kanal blokorlerinin beyinde de serbest radikal hasarina karsi
koruyucu etkit gosterirler (99,102) ve bu etkileri muhtemelen; antioksidan
aktivitelerine, lipid peroksidasyonunu 6nleme yetencklerine ve kimyasal yapilarina
bagl olarak degismektedir. ‘

Kalsiyum kanal blokérii ilaglar teorik olarak hem serbest radikalleri hem de
kalsiyumu antagonize ederek IR hasarma kars1 iyi bir terapdtik koruma

saglayabilirler.

Sonug olarak ¢alismamizda diltiazem 6n uygulamasinin bébrektcki IR hasarina
kars1 koruyucu etkisinin serbest oksijen radikallerini temizleyip lipid peroksidasyonu
Onleyerek, intraseliiller kalsiyum artisina bagli sitotoksisiteyi engelleyerek, renal
mikrosirkiilasyonu ve renal hemodinamigi diizenleyerek ve bdbrek fonksiyonlarim

artirarak meydana gelmis olabilecegini séyleyebiliriz.
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prednizolon: [skemik dokunun perfiizyonu dokuda akut inflamatuvar reaksiyona
penzer bir dizi olaylara neden olur (107).

Son zamanlarda inflamasyon olayinda sebest oksijen radikallerinin 6nemli rol
oynadig bildirilmistir. Kortikosteroidler yiiksek dozda verildiklerinde serbest radikal
temizleyicisi olarak rol oynayabilirler. IR’ye maruz kalan dokuda olusan serbest

: oksijen radikalleri temizleme yetene§ine sahip olabilirler. Bu nedenle serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu lipid peroksidasyonu ve doku hasarin1 6nleyebilirler
(10,110). Otamiri’nin ratlarda yaptig: intestinal IR c¢alismasinda nonenzimatik bir
antioksidan olarak kabul edilen hidrokortizon sodyum siiksinat (solu-cortef ®) 6n
tedavisinin IR hasarina bagh olarak gelisen intestinal MDA seviyelerindeki artisi ve
notrofil infiltrayonunu azalttigi saptanmistir. Bu ¢alismada hidrokortizon sodyum
siiksinatin  malondialdehit seviyelerini  dusiiriicii  etkisinin  SOD+allopurinol
kombinasyonununkinden daha fazla oldugu tespit edilmistir (10).

Giinimizde serbest oksijen radikallerinin yaptminin 6nlenmesi ve olusmus
radikallerin temizlenmesi ile inflamasyon, IR hasar1 ve benzeri inflamatuvar
tablolarin olusmasinin onlenmesi ve/veya tedavisi amaclanmaktadir. Inflamasyon
sekillenirken membran fosfolipidlerinden prostaglandinlerin ve l6kotrienlerin sentezi
esnasinda serbest oksijen radikalleri olugmaktadir. Glukokortikoidler fosfolipaz A,
enziminin inhibisyonuna neden olarak membrandan arasidonik asit saliverilmesini
dolayisiyla arasidonik asit metabolitlerinin (prostaglandinler ve I6kotrienler)
olusumunu ve saliverilmelerini engellerler. Prostaglandinlerin ve Idkotrienlerin
sentezinin engellenmesi senteze bagli serbest radikal saliverilmesini de engeller

(112). Fosfolipaz Ajy’nin inhibisyonu IR’ye maruz kalan dokuya nétrofil

infiltrasyonunun azalmasma yol agabilir. IR hasarinda nétrofiller Snemli rol
oynamaktadir. IR ile aktive olan nétrofiller serbest oksijen radikalleri olusturabilir ve
proteolitik enzimleri salarak IR’ye baglh hasarin siddetini artirabilirler (28,108,109).
Notrolil infiltrasyonunun dnlenmesi nétrofil kaynakli serbest oksijen radikallerinin
tiretimini, notrofil kaynaklt proteazlarin saliverilmesini engeller. Otamiri yaptig:
cahiymalarda glukokortikoidlerin fosfolipaz A,'yi inhibe ederck nétrofillerin dokuya
infiltrasyonunu engelledigini ve IR'ye baglt hasarin azalmasina neden oldugunu
gostermigtir (10,34).

IR hasartyla olugan mikrovaskiiler disfonksiyondan lgkosit-endoteliyal hiicre
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etkilesiminin sorumlu olduguna dair bir ¢ok kanit mevcuttur. IR hasarinda énemli rol
oynayan bu mekanizmanin modiilasyonunda glukokortikoidler ~6nemli rol
oynamaktadir.  Glukokortikoidler  selektinler ve integrinler gibi adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak nétrofil-endotel etkilesimini engeller,
inflamatuvar gelismeyi baskilarlar (107).

Tim bu teorik literatiir bilgisine ragmen bir kortikosteroid olan prednizolonun
rat bobreginde IR hasarini 6nleyici etkisinin bulunmadigini saptadik . IR uygulanmis
bobrekte prednizolon 6n uygulamasinin serum {ire ve kreatinin diizeyini, doku MDA
diizeyini ve histolojik parametreleri 6nemli dl¢iide degistirmedigini gézlemledik. Bu
calismamizda iki giin stireyle (ii¢ kez) Smg/kg/gin dozunda prednizolon &n
uygulamasi IR hasar siddetini degistirmemistir. IR esnasinda olusan serbest oksijen
radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyonu azaltmamistir.

Ancak bizim bu ¢aligmada clde ettigimiz verilerle uyumlu veriler sunan
¢alismalar da mevcuttur. Nitekim Tsubota ve arkadaslar yaptiklar1 bir ¢aligmada
glukokortikoidlerin (deksametazon) iskemik beyin hasarini siddetlendirdigini tespit
etmiglerdir (150).

Giinel ve arkadaslari ise IR’ye maruz kalan rat intestinal dokusunda iskemi
esnasinda uygulanan metilprednizolonun MDA  seviyelerini istatistikel olarak
degistirmedigini saptamislardir (151).

Kronik kortikosteroid uygulamasinin IR uygulanmis rat miyokardinda infarkt
alaninin artmasina neden oldugu da goézlenmistir (152).

Mevceut ¢alisma sonuglarina gore [R’ye bagh olarak mikrosirkiilasyonda
goriilen degisiklikler tizerine glukokortikoidler; l6kosit akiimiilasyonunu dnleyerek,
vaskiiler permeabilitedeki artist azaltarak, sitokinler ve diger mediyatérlerin
etkilerini inhibe ederek, inflamasyonda rol oynayan enzim sistemlerini modiile
ederek etki gostermektedir. Bugiin gegerli olan goriise gore glukokortikoidler
sitoplazmik reseptorler aracitligi ile regiilator proteinleri gifreleyen bazi genlerin
transkripsiyonunu kontrol ederek etkimektedir. Ancak etki mekanizmalar1 tamamen
anlasilamamistir.  Muhtemel mekanizmalar arasinda nétrofil  ve  endotel
[onksiyonunun modilasyonu, aragidonik asit Griinlerinin olusumunun inhibisyonu,
serbest radikallerin temizlenmesi ve membranin stabilize edilmesine bagh biyolojik

membranfarin lipid peroksidasyonunun azalttlmasr bulunmaktadir (111).
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Bu literatiir bilgisine ragmen biz bu ¢alismada iki giinliik prednizolon 6n
yygulamasinin IR hasarina kars: koruyucu olmadifi sonucuna vardik. Bu bulgumuz
ve literatiirdeki ¢elisen bulgular glukokortikoidlerin etkilerini modiile eden bazi
faktdrlerin - bulundugunu distindiirmektedir. Bu faktérlerin  saptanmast hangi
kosullarda glukokortikoidlerin yararli hangi kosullarda zararh veya etkisiz olacagini

anlamamiza yardimct olacaktir,

Sonug olarak; renal arterin klemplenmesiyle olusturulan 1 saat sicak iskemi ve
takiben 4 saat reperfiizyonun rat bobreginde ciddi hasarlanmalara neden oldugunu
soyleyebiliriz. Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarina karst prednizolon haricinde
L-arginin, L-NAME, allopurinol ve diltiazemin koruyucu etkilerinin bulundugunu

diistinmekteyiz.
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OZET

[skemi; doku ig¢in zararli bir ¢ok metabolitin olusmasina, artik triinlerin =

uzaklastirilamamasina, enerji depolarinin bosalmasina, intraseliiler elektrolit dengesi
ve pH degisikliklerine neden olur. Bu nedenle hiicresel hasarin Onlenmesi i¢in
dokunun olabildigince siiraatli bir sekilde reperfiize edilmesi gereklidir. Ancak
iskemi ile olusan hasar sonrasi dokunun reperfiizyonu da doku i¢in zararli bir ¢ok
toksik metabolitlerin olusmasina, ciddi hiicre ve doku hasarina neden olur.
Reperfiizyon nétrofil akiimiilasyonuna, oksidan strese dolayisiyla hiicre ve doku
hasarina neden olur. Iskemi-Reperfiizyon (IR) ile olusan hasarin biiyiik bir kismindan
serbest oksijen radikalleri sorumlu tutulmaktadir. Deneysel ¢alismalar eksojen
kaynakli degisik maddelerin bobrekte IR hasar1 olusumunu azaltigin1 géstermektedir.
Biz bu ¢alismada renal arter okliizyonu ile olusturulan IR modelinde IR’ye maruz
kalan bobrekteki hasari 6nlemek amaciyla nitrik oksit (NO) donérii ve antagonisti,
ksantin oksidaz inhibitorii, kalsiyum kanal blokérii ve glukokortikoid grubu ajanlar
kullanarak bu ilaglarin IR hasarina kars1 protektif etkilerinin bulunup bulunmadigin
incelemeyi amagladik.

Calismamizda erigkin, erkek, Sprague-Dawley ratlar (200-300 g) kullanildi.
Sag bobrek, iskemi-reperfiizyona maruz kalacak sol bdbregin kontrolii olarak, total
nefrektomi ile alindi. Renal arter klemplenerck sol bébrege 1 saat iskemi ve 4 saat
reperfiizyon uygulandi. Histolojik ve biyokimyasal incelemeler igin sag bobrek,
IR uygulanmis sol bobrek ve intrakardiyak olarak kan &rnekleri ahindi. Ratlar
sakrifiye edildi. Caligmamizda kontrol grubu (iR), Allopurinol+iR, L-arginin +iR,
L-NAME+IR, Diltiazem+IR ve Prednizolon+IR gruplari seklinde 6 grup olusturuldu.
Prednizolon disindaki test maddeleri iskemiden bir saat 6nce penil venden enjekte
edildi. Prednizolon grubunda ise ilag uygulamasina deneyden 2 giin once i.m
cnjeksiyon ile baslandi. Renal hasar bdbrek fonksiyon testi (scrum kreatinin ve {re
seviyeleri) ve histolojik tetkik ile degerlendirildi. IR uygulanmis bébreklerde serbest
oksijen radikalleri nedeniyle olusan lipid peroksidasyonun gostergesi olarak doku
malondialdehit (MDA) diizeyleri 6l¢iildii.

Histolojik incelemelerde L-arginin, allopurinol ve diltiazemin IR hasar siddetini

kontrole goére azaltii, L-NAME’nin zayif bir koruyucu etkisinin bulundugu ve
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prednizolon grubunda da hasarin siddetinin azaldifi ancak hasar siddetinin kontrole
daha yakin oldugu gozlendi. Bobrek fonksiyon testi sonuglarina gore: 1) Tiim
gruplarda serum kreatinin diizeyi degismemistir (p>0.05). 2) L-NAME, allopurinol
ve diltiazem uygulamast serum iire diizeylerini kontrole goére azaltirken (p<0.05),
L-arginin ve prednizolon uygulamasi degistirmemistir (p>\0.05). L-arginin, L-NAME,
allopurinol ve diltiazem doku MDA diizeylerini azaltirken (p<0.05), prednizolon
degistirmemistir (p>0.05).

Sonu¢ olarak; prednizolon haricinde L-arginin, L-NAME, allopurinol ve
diltiazemin 1 saat sicak iskemi 4 saat reperflizyon uygulanan rat bébreklerinde IR

hasarini azaltici etkilerinin bulundugunu saptadik.



SUMMARY

Ischemia; itself causes to produce many toxic metabolites, inefficient removal
ol waste products, depletion of energy sources, intracellular clectrolyte unbalances
and pI changes in tissue. Therefore, to prevent the cellular damage, tissue must be
repetlused as rapidly as possible. However, reperfusion of ischemic tissue following
ischemic damage causes production of toxic metabolites, and leads to serious cell
and tissue injuries. Reperfusion causes accumulation of neutrophils in ischemic
tissucs, oxidative stress and consequently cell and tissue injuries. Free oxygen
radicals are responsible from the majority of damages formed by ischemia-
reperfusion (IR). Experimental studies show that a variety of exogen substances may
reduce IR injury in kidney. In this study we have used a NO donor and antagoniste,
xanthine oxidase enzyme inhibitor, calcium channel blocker and a member of
glucocorticoids to prevent the damage of kidney that subjects to IR. Our aim was to
investigate that whether these drugs have protective effect in experimental IR injury
model that is formed by renal artery oclusion and to understand the mechanisms of
reperfusion injuries.

In this study, we used adult, male sprague-dawley rats weighing 200-300 g.
Right kidney, which would be control of left kidney that subjected to ischemia-
reperfusion, was extirpated by total nefrectomy. By clamping renal artery, left kidney
was subjected to 1 hour ischemia and 4 hour reperfusion. Left kidney that was
subjected to IR, right kidney was extirpated and stored and intracardiac blood
samples investigated for biochemical and histological examinations. At the end of
experiments rats were sacrificed. In this study, there.were 6 groups such as
control (IR), allopurinol+IR, L-arginine+iR, L-NAME+IR, Diltiazem+iR and
prednisolone + IR groups. Test sustances were administred 60 min prior to ischemia
through the penile vein, except prednisolone. Prednisolone administration was started
two days before the experiments through the daily intramusculer injection.

Renal damage was assessed by kidney function tests (serum creatinine and urea
levels) and  histological investigations. Tissue malondialdchyde (MDA) levels,

which is an indicator of lipid peroxidation that was formed by free oxygen radicals,

were measured at all of the kidneys subjected to IR or not.




According to histological investigations, we observed that L-arginine,
allopurinol and diltiazem reduced the severity of IR damage. L-NAME also showed a
slight protection and prednisolone reduced the severity of ischemic damage but this
was slight and severity of damage was as similar to control. The results of kidney
function tests showed that: 1) in all groups serum creatinine levels were not changed
(p>0.05). 2) Administration of L-NAME, allopurinol and diltiazem were reduced the
serum lrea levels when compared to control (p<0.05), there was not any changes in
prednisolone and L-arginine groups. L-arginine, L-NAME, allopurinol and diltiazem
were reduced the tissue MDA levels (p<0.05) and there was not any change in
prednisolone group.

In conclusion, we found that; L-arginine, L-NAME, allopurinol and diltiazem
have some effects to reduce IR damage in rat kidneys that subjected to 1 hour

ischemia and 4 hour reperfusion, except prednisolone.
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