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OZET

Kafein yiyecek ve iceceklerde yaygin olarak bulunan bir piirin alkoloitidir.
Giiniimiizde her giin diizenli olarak tiiketilen kahve, cay, kola, ¢ikolata ve baz1 gazh
igecekler kafein igerirler. Calismanin temel hedefi olarak, iskemi reperfiizyon hasari
olusturulan rat bobreklerinin, oksidan antioksidan sistemi iizerine kafeinin etkisinin
arastirtlmasi belirlendi. Calismaya alinan tiim si¢anlarin bobrek dokularindan ve
serumlarindan lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA ve protein oksidasyon liriinii
olan PC diizeyleri Olgtildii. Ayrica, kafeinin antioksidan 6zelligini incelemek igin,
enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistem {izerinde arastirmalar yapildi. Bobrek
dokularindan ve serumlarindan SOD, GSH-PXx, katalaz aktiviteleri ve NO diizeyleri
olgtildii. Calismada 32 adet (300-350 gr agirhiginda) Wistar tiirii albino erkek sican
kullanildi. Siganlar dort esit gruba ayrildi. Grup I: Kontrol grubuydu. Grup II: I-
R+distile su, Grup III: I-R+15 mg/kg Kafein, Grup IV: I-R+45 mg/kg kafein
uygulanan gruplardi. Calismanin sonuglari, deney yapilan siganlarda, farkli dozlarda
uygulanan kafeinin bobrek dokusu ve serumlarinda MDA diizeylerini azalttigini, PC
diizeylerini ise arttirdigin1 gostermektedir. Kafeinin sigan bobrek dokusu ve
serumlarinin SOD enzim diizeyine etkisi goriillmemis, yiikksek dozunda GSH-Px
enzim diizeyinde diisme, katalaz enzim diizeyinde artig gibi antioksidan enzimler
lizerine istatistiksel olarak anlamli etkileri bulunmustur. NO diizeyleri
incelendiginde, kafeinin artan dozuna paralel NO diizeyinde anlamli artis oldugu
saptanmistir. Bu sonuglara gore kafeinin ¢alisma dozlarinda, lipitler tizerine
antioksidan, proteinler iizerine ise oksidan etkileri oldugunu soyleyebiliriz. Kafeinin
oksidan ve antioksidan olarak farkli etki dozlarmin belirlenmesinde, etki
mekanizmalarimin anlasilmasinda ileri hayvan ve insan calismalarinin gerekli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Bobrek, iskemi-reperfiizyon, oksidatif stres, kafein



ABSTRACT

Caffeine is a purine alkaloid widely found in foods and beverages. Several
beverages such as coffee, tea, coke and also chocolate are widely consumed and
contain caffeine. The main aim of the study was to investigate the effect of caffeine
on the oxidant antioxidant system of rat kidneys in which ischemia reperfusion injury
was induced. Levels of MDA, a lipid peroxidation product and PC, a protein
oxidation product were measured from kidney tissue samples and serum of all the
rats included in the study. Also investigations were carried out involving the
enzymatic and non-enzymatic antioxidant system to study the antioxidant property of
caffeine. SOD, GSH-Px, catalase activities and NO levels were measured from
kidney tissues and serum. 32 (of 300-350 gr weight) Wistar albino male rats were
used. The rats were separated into four equal groups. Group I: Control group, group
Il: I-R + distilled water, group IlI: I-R + 15 mg/kg caffeine, group IV: I-R + 45
mg/kg caffeine. The results of the study showed that caffeine given in different
amounts reduced MDA levels and increased PC levels in kidney tissues and serum.
Caffeine showed no effect on kidney tissue and serum SOD enzyme level, GSH-Px
enzyme levels were decreased with high dosage and catalase enzyme levels were
increased; these findings were statistically significant. A parallel increase to the
caffeine dosage was seen in NO levels. According to the results of this study,
caffeine showed antioxidant effects on lipids and oxidant levels on proteins in study
doses. We believe that further animal and human studies are necessary to determine

the different effect doses of caffeine as an oxidant and antioxidant agent.

Keyword: Kidney, ischemia-reperfusion, oxidative stress, caffeine
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1. GIRIS

Beslenmede oldukga sik tiiketilen, 6nemli bir uyarict ve bilimsel adi 1, 3, 7
trimethylxanthine olan kafeinin saglik iizerine olumlu ya da olumsuz etkileri, son
yillarin en ¢ok arastirilan ve tartisilan konularindan biridir. Kafein dogal olarak pek
cok bitkinin tohumunda, meyvesinde ve yapraginda bulunur. Bununla beraber en
bilinen kaynaklar1 kahve, ¢ay yapraklar1 ve kakao ¢ekirdekleri ile kola tohumlaridir
(1,2). Kafein tiiketimi; kafeinin kaynagi, kafeini tiiketen kisinin cinsiyeti, yast,
beslenme durumu, aliskanliklar1 ve iklim gibi bir¢ok faktore bagh olarak degismekte-
dir (3). Kas ve sinirleri uyarici, metabolik hiz1 arttirict ve mide salgisini uyaric etki
yaptigi, orta diizeyde alinan kafeinin istah arttirict, uyusukluk ve zihin yorgunlugunu
giderici etkisi bilinmektedir (4,5). Diiiretik (idrar soktiiriicii) etki, kafeinin en ¢ok ve
en uzun siire arastirilan etkilerinden biridir (6). Saglikli kisilerde, 300 mg/giin’den
fazla alinan kafeinin, ditirezi akut olarak arttirdigi, beraberinde kalsiyum, potasyum,
magnezyum, sodyum ve klor atilimimida arttirdigi belirlenmistir (7). Orta diizeyde
alinan kafeinin, diiireze ve kronik dehidrasyona neden olmadig1 bildirilmektedir (6).

Iskemi (kan akiminin kesilmesi) ve bunu takiben reperfiizyon (kan akiminin
yeniden saglanmasi) organ ve dokularda karekteristik bir hasara neden olur. Iskemi,
doku ve organlarin normal fizyolojik islevlerini devam ettirmesi ve yasamasi igin
gerekli olan oksijenin alinmasimi engeller. Oksijenlenmis kanin hizli bir sekilde
dontisii (reperfiizyonu) iskemik hiicre 6liimiinii engellemektedir ancak reperfiizyonun
kendisi de hiicre hasar1 ve liimiine katkida bulunur (8,9). Iskemi ve reperfiizyon
birlikteligi major organ ve dokularda fonksiyon bozuklugu ve bunlarla iliskili pek
cok hayati tehdit eden durumlar ve hastaliklara yol agmaktadir (10).

Bu calismada kafeinin bobrek tizerine olan oksidan-antioksidan etkisi
gosterilmeye caligilacaktir. Literatiirde kafeinin etkilerinin arastirildigi calismalar
olmakla birlikte bobrek iizerine olan calismalar olduk¢a azdir. Kafeinin, bobrek
dokusunda meydana gelen oksidatif stres {izerine olan etkilerini inceleyen bir
caligmaya rastlayamadik. Calismamizda bobreklerinde iskemi-reperfiizyon hasari
olusturulan si¢anlarin bobrek dokularindaki oksidan-antioksidan sistem {izerine

kafeinin etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. BOBREK
2.1.1. Anatomi

Bobrekler ¢ift organlardan olup, karin boslugunun iist-arka tarafinda,
retroperitoneal aralikta yer alirlar. Bobreklerin etrafin1 yag dokusu ve gevsek bag
dokusu sarar, &n yiizlerinide peritoneum &rter. Ust uglar1 onbirinci gdgiis omurunun
ist kenar1, alt uglar ise {igiincii bel omuru seviyesinde bulunur. Karin boslugunun
sag ist kisminda karacigerin bulunmasi sebebiyle, sag bobrek sol bobrege oranla
biraz daha asagida bulunur. Bobreklerin uzun ekseni, omurgaya paraleldir.
Bobreklerin  boyutlar1 her biri i¢in gegerli olmak iizere yaklasik 11,5 cm
uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2,5 cm kalinligindadir. Sol bobrek sag bobrege
oranla biraz daha dar ve uzundur. Agirlik eriskin kadinlarda 115-155 gr, erkeklerde
125-170 gr kadardir. Her iki bobregin toplam agirligr viicut agirhiinin, yaklasik
1/240’1 kadardir. Yenidogan bebeklerde ise bu oran, ii¢ kat daha fazladir. (11-13).

Her iki bobregin medial yiizlerinde renal hiluslar1 bulunur, burasi iireterin ve
vaskiiler yapilarin bobrege giris yeridir. Bunlarin hilustaki dizilimleri ise 6nde renal
ven, arkasinda renal arter ve en arkada renal pelvis seklindedir. Lenf damarlar1 renal
pelvisin, sinirler ise renal arterin g¢evresinde bulunmaktadir (14). Renal pelvisin
dallanmasi ile major kaliksler, major kalikslerin dallanmasi ile minor kaliksler olusur
(15). Genel olarak her bobrekte 2-3 tane major kaliks, 8-18 tane minor kaliks bulunur
(16).

Bobregin kapsiile yakin olan dig boliimiine korteks, i¢ boliimiine ise medulla
denir (15).

2.1.2. Bobregin Embriyolojisi ve Histolojisi

Bobrekler, ii¢ sistemin birbiri ardina ortaya ¢ikmasi ile olusur. Bu sistemler
pronefroz, mezonefroz ve metanefroz olarak adlandirilirlar. Liimen gelisimi, nefrotom
olusumu ve aortadan ¢ikan dallarin bu birimlerin igine girmesiyle eksternal ve internal

glomeriillerin olusumu bu sistemin gelisiminde izlenen asamalardandir.



Fetal donem siiresince idrar olusmakta, olusan bu idrar amniyotik siviya
katilmaktadir, fetiis amniyotik siviyi igince, barsaklarca emilen atiklar plasenta yoluyla
anneye iletilmektedir. Yenidoganda lobiile bir goriiniime sahip olan bdbrekler, siit
cocuklugu donemine kadar bu goriiniimlerini devam ettirirler. Ancak nadir de olsa
yetiskin dénemde lobiile goriiniim devam edebilir (17,18). Onemli bir noktada
yenidoganda bobregin olusumunun tamamlanmis olmasina ragmen islevsel olgunluk

kazanmasiin dogumdan sonra gerceklesmesidir.

Idrar yapimi olmayan pronefroz en erken bobrek sistemidir. Bir cift kanaldan
olusan bu sistem servikal bolgeden asagiya dogru uzanip kloakaya acilir. Bu sistem
gestasyonun 4. haftasinin sonunda tamamen kaybolur. Pronefrik sistemin kaybolmaya
bagladig1 bu siirecte mezonefrik sistem gelismeye baslar ve bosaltim sistemi olarak 4.
ile 8. haftalar arasinda gorev yapar. Bowman kapsiilii bu siiregte mezonefrik tiibiillerin
ucunda gelisir. 8. haftada mezonefrik bobrek azda olsa idrar yapimina baglar. Gelismeye
devam eden mezonefrik sistem 8. haftanin sonuna dogru en biiyiik boyutlarina ulasir.
Bobrek sistemlerinin son ve kalici evresi olan metanefroz bobrek, gestasyonun 5.
haftasinda olusmaya baslar, bu metanefrik yapilar 9. haftada islevsel olurlar. Toplayici
sistem, mezonefrik kanalin kloakaya yakin yerinde bir ¢ikint1 bi¢iminde bulunan {ireter
tomurcugundan gelisirken, bu sistemin metanefrik mezodermle bulusmasi ile bu bii-

yiime daha fazla hizlanir ve farklilagsma ilerler (19,20).

Sonug olarak toplayict sistemin toplayici tiibiiller, mindr kaliksler, major
kaliksler ve renal pelvis gibi elemanlari gelismis olur. Diger taraftan gelisimi siiren

glomeriil 36. hafta dolayinda farklilasmasini tamamlar (19,20).

Bobrek dis tarafta korteks ve i¢ taraftada mediilla olmak tizere iki kisma ayrilir.
Ureterin genislemis {ist kismuni olusturan renal pelvis iki ya da {i¢ major kalikse
ayrilmigtir ve bunlardanda min6r kaliksler ayrilir (Sekil 1) (21,22). Kaliks boyunlari
infundibulum olarak isimlendirilir. Bazen pelvis tamamen bdbrek siniisiiniin igindeyken
(intrarenal), kalikslerin uzun olmasi nedeniyle de bazen tamamen bobrek digindadir

(ekstrarenal) (17).



Sekil 1: Bobrek pelvisinin anatomik yapisi (22).

Bobregin medulla boliimii 8-18 adet, c¢izgili goriiniimlii piramidden olusur.
Piramidlerin tabani dis kisimda olan korteks tarafindadir, tepe kisimlari papilla ismini
alir ve mindr kalikslere agilir. Papilla yiizeyine 7 ana kollektor kanal agilir (Bellini
kanallart) ve olusturduklari goriiniim sebebiyle bu alana area kribrosa adi verilir. Renal
piramidlerin kesit yiizeyleri, birbirine paralel seyreden vaza rektalar, kollektor kanallar

ve henle kollar1 sebebiyle ¢izgili gériiniimdedir (17).

Her bobrek yaklagik 1 ile 4 milyon arasinda nefron igerir. Her bir nefronu
olusturan kisimlar renal cisimcik, proksimal kivriml tiibiil, Henle kangal1 ve distal
kivriml tiibtldir (Sekil 2) (23). Biitiin renal cisimcikler glomeriilden olusmustur.
Glomertilde iki tabakali epitelyal bir kapsiil olan Bowman kapsiilii ile sarilmistir.
Kapsiiliin i¢ tabakasi olan visseral tabaka glomeriiliin kapillerlerini kaplar. Dista
bulunan tabaka pariyetal tabakadir ve bu tabaka ince bir retikiiler lif tabakasi ve

bazal lamina ile desteklenen tek katli yassi epitelden olusur (21).

Embriyonik gelisim esnasinda dista bulunan pariyetal tabakanin epiteli
neredeyse degismeksizin kalirken i¢te bulunan visseral tabaka biiyiik oranda degisim
gosterir. I¢ tabakada bulunan hiicreler podosit adim alir. Gévdelerinden primer
uzantilar sekillenir ve her bir primer uzantidan pedisel denen ¢ok sayida sekonder
uzantilar olusur. Sekonder uzantilar bazal lamina ile direkt olarak temas halindedir.
Pediseller ¢ok az organel icermelerine ragmen ¢ok sayida mikrotiibiil ve

mikrofilament bulundururlar. Podositlerin sitoplazmasinda belirgin bir golgi



kompleksi ve ¢ok sayida serbest ribozom bulunur ayrica bunlarin kasilabilmesini

saglayan aktin mikrofilament demetleri vardir (21).
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Sekil 2: Nefron yapis1 (23)

Bazal membran, glomertil kapillerlerindeki endotel hiicreleriyle, bunlarin dig
yiizeyini Orten podositler arasinda bulunur. Bu membran kapillerin ve podositin
olusturdugu bazal laminalarin kaynasmasindan olusmustur. Elektron mikroskopla
ortada elektron yogun bir tabaka (lamina densa) ve iki yanda daha fazla elektron
gecirgen bir tabaka (lamina rara) gorlinlir. Lamina rara igerisinde fibronektin
bulunur. Lamina densa ise ag seklinde bir yapidir ve bu yapiyr negatif yiikli bir
proteoglikan olan, heparan siilfat igeren bir matriks i¢inde tip 4 kollajen ve laminin
olusturur.

Glomeriil kapillerlerinde podositler ve endotel hiicrelerin yani sira, iki ya da
daha fazla sayidaki kapillerleri beraber olarak sarmalayan bazal laminanin kilifinin
bulundugu bolgelerde, kapiller duvarina tutunan mezangiyal hiicreler bulunur.
Mezangiyal hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 endotel hiicrelerinin arasina kapiller
liimenine ulasacak sekilde sokulurlar. Hiicreler kapiller duvarini destekleyen ve

kendilerini saran amorf matriksi sentezlerler (21).



Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapragimi olusturan tek katli yassi epitel,
proksimal kivrimli tiibiillerde prizmatik epitel sekline doner. Bu epiteldeki
hiicrelerde ¢ok sayida mitokondri bulunur. Hiicre apeksinde firgams1 kenar1 olusturan
cok sayida mikrovilluslar1 vardir. Hiicrelerin biiyilkk olmasi nedeniyle, enine
kesitlerde, hiicrelerin merkezinde i¢ ile bes adet ¢ekirdek bulunur.

Henle kangali kalin inen kol devaminda ince inen kol, ardindan ¢ikan ince kol
ve kalin ¢ikan koldan olusan U seklinde bir yapidir. Tiim nefronlarin yaklasik yedide
biri kortikomediiller sinirin etrafinda bulunurlar. Burada bulunan nefronlara
jukstamediiller nefronlar digerlerine ise kortikal nefronlar ad1 verilir.

Distal kivrimh tiibiil epiteli tek katli kiibik seklindedir. Buradaki tiibiil
hiicrelerinde firgams1 kenarlar yoktur. Niikleuslarin yakin yerlesimi yiiziinden
mikroskopik preparatlarda daha koyu renkli goriinen distal tiibiil segmenti makula
densa olarak adlandirilir. Renal cisimcigin bitisiginde afferent arteriyoliin tunika
mediyast modifiye diiz kas hiicreleri icermektedir. Buradaki hiicreler
jukstaglomertiler hiicreler olarak adlandirilirlar (21).

Bobrek vaskiilarizasyonu, normal bir erigkin insanda her iki bobrege giden
kanin kalp debisinin %21°1 olacak sekilde gelismistir. Bobrege ulasan kanin biiyiik
cogunlugunu renal korteks almaktadir. Renal arter bobregin hilum bdlgesinden
bobrek veni ve ireterin yaninda bobrege girer ve interlober, arkuat ve interlobuler
(radial arter) arterler ile afferent arteriyollere dallanir (Sekil 3) (24). Afferent
arteriyoller, glomeriiler kapillerleri olusturan yapilardandir. Her glomertil kapillerinin
distal ucu, bobrek tiibiillerinin etrafini saran ve peritiibiiler kapiller denilen ikinci bir
kapiller ag1 olusturan efferent arteriyolii olusturmak icin toplanirlar. Peritiibiiler
kapillerler arteriyoler damarlarla birlikte paralel seyreden vendz sistemine bosalirlar
ve bunlarda sirasiyla interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve en sonundada

bobregi renal artere komsu olarak terkeden bobrek venini meydana getirirler (17, 18).



interiobuler ven

interlobuler arter
Arkust wen
strkust arter

Renal kalumna
interlober wven

interlober arter

Laber arter

papilla Segmental arter

Renal arter
- . Renal ven
hindr kaliks
Renal pelvis

Major kaliks

—reter

fedullar =
(renal) piramidI

Renal kapsdl

Sekil 3: Bobrek damar sistemi (24)

2.1.3. Bobregin Fizyolojisi ve Biyokimyasal Fonksiyonlari

Bobrekte bulunan nefron sayisi hasar, hastalik veya yaslanma ile giderek
azalir. 40 yasindan sonra fonksiyonel nefron sayisi her 10 yil i¢in %10 azalir. Her
nefronda kani filtre eden glomeriil ve filtre edilen sivinin idrara doniisiimiini
gerceklestiren toplayici tiibiil olmak {izere iki ana boliimii vardir (25).

Diger kapiller aglar ile karsilastirildiginda daha yiiksek hidrostatik basinca
(60 mmHg) sahip olan glomeriil, dallanan ve anastomoz yapan kapiller bir agdan
olugsmustur. Glomeriiler kapillerden filtre olan sivi 6énce Bowman kapsiilii igine ve
sonrasinda da bobrek korteksinde yer alan proksimal tiibiil i¢ine akar. Sivi buradan
bobrek medullasinin derinliklerine dogru inen Henle kangalina gider. Her Henle
kangalinin bir inen bir de ¢ikan kolu bulunur. Cikan kolun distal boliimiinde,
duvarinda bir plak bulunduran kisma makula densa adi verilir. Burasi nefron
islevlerinin kontroliinde rol oynar. Sivi makula densadan sonra distal tiibiile ulasir.
Distal tiibiilii birlestirici tiiblil ve kortikal toplayici tiibiil takip eder. Sivi buradan
kortikal toplayici kanala gelir. 8-10 adet kortikal toplayici kanalin baslangi¢ kisimlari
birleserek, medullada bulunan ve mediiller toplayici kanal adi1 verilen daha genis bir
toplayic1 kanali olustururlar. Toplayici kanallarda papillanin tepesi araciligr ile

bobrek pelvisine bosalirlar (25).



Bobrekler stizme islevini, glomeriiler filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve
sekresyonla gerceklestirirler. Proteinsiz fazla miktarda sivinin glomeriiler kapillerden
Bowman kapsiilii i¢ine filtrasyonu ile idrar olusumu baslar. Proteinler disinda
plazmada bulunan maddelerin ¢ogu serbest olarak Bowman kapsiilii igine filtre
oldugu i¢cin, Bowman kapsiilii igindeki glomeriiler filtratta, bu maddelerin
konsantrasyonlar1 plazmada bulunan konsantrasyonlari ile aynidir. Filtre olan sivi
Bowman kapsiiliinden ayrilip tiibiiller boyunca ilerlerken i¢inde bulunan suyun ve
spesifik soliitlerin geri emilerek kana ge¢mesi veya baska maddelerin peritiibiiler
kapillerden tiibiil igine salgilanmasi sebebiyle degisiklige ugrar (25-27).

Kapiller membrana etki eden hidrostatik basing ve kolloid osmotik basing
arasindaki denge ile kapillerin filtrasyon yapan ylizey ve gecirgenliginin 6l¢iitii olan
kapiller filtrasyon sabiti tarafindan, glomeriiler filtrasyon hizi (GFH) tayin edilir.
GFH, normal yetiskin bir insanda 125 ml/dakikadir (27,28).

Glomertiiler kapiller membran; kapiller endoteli, bazal membran ve bazal
membranin dig yiizeyini kaplayan epitelyal hiicre (podosit) tabakasindan
olugmaktadir. Bu tabakalar filtrasyon bariyerini olusturur. Yiiksek filtrasyon hizi
kismen membranin kendine has ozelliklerine baghdir. Kapiller endotelyum ¢ok
sayida por adi verilen, kiiciik oyuklar ile delinmistir. Bu porlar, arasindan kii¢lik
soliitler ve suyun gegebilecegi genislikte aralik bulunan kollajen ve proteoglikan
fibril agindan olugmustur. Bu 6zelligi sayesinde bol miktarda ve kiigiik maddeleri
filtre edebilir. Bazal membraninda plazma proteinlerinin gegcisini etkin bir sekilde
engellemesinin bir sebebi, proteoglikanlarin giiclii negatif elektrik yiikiine sahip
olmalaridir. Glomeriiler membranin son kismi glomeriiliin dis yiliziinii déseyen
epitelyal hiicrelerdir ve bu hiicreler kesintisiz degildirler ve kapillerin dis yiiziinii
kaplayan podositler vardir. Bu ayaksi ¢ikintilar glomeriiler filtratin gegtigi, por denen
araliklarla birbirinden ayrilmistir. Epitelyal hiicreler, her ne kadar filtrata engel teskil
etselerde plazma proteinlerine esas direnci bazal membran olusturuyor gibi
goriinmektedir (27,28).

Bobreklerin baslica iki biiyiik gorevi vardir; idrar olusturma ve endokrin
fonksiyonlar. Idrar olusturma fonksiyonu ile su gorevleri yerine getirirler (25,28,29):

1. Organizmada su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi

2. Asit-baz dengesinin saglanmasi



. Metabolizma: Ozellikle protein metabolizmasi sonrast olusan iire, kreatin, iirik asit,
fosfatlar ve siilfatlar gibi artiklarin ve toksik maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi
. Organizma i¢in gereksiz yabanci maddelerin (gesitli ilaglar ve boyali maddeler gibi)

atilmasi

Bobreklerin bilinen endokrin fonksiyonlari ise sunlardir (25,28,29):
. Renin salgilanmasi

. Kallikrein-kinin sistemi

. Eritropoietin salgilanmasi

. Prostaglandinler



2.2. BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON HASARI

Iskemi (kan akimmin kesilmesi) ve takibinde reperfiizyon (kan akiminin
yeniden saglanmasi) organ ve dokularda hasara sebep olabilmektedir. Iskemi, organ
ve dokularin yasamasi ve normal fizyolojik islevlerini devam ettirmesi i¢in gerekli
olan oksijenin alinmasini engeller. Oksijenlenmis kanin hizli bir sekilde geri doniisii
(reperfiizyonu) iskemik hiicre Oliimiine engel olmaktadir, ancak reperfiizyonun
kendiside hiicre hasar1 ve oliimiine katkida bulunur (8,9). Bu durum reperfiizyon
hasar1 olarak bilinmektedir ve kanin dokuyu tekrar oksijenlendirmesiyle iliskilidir.
Iskemik hasara oksijen yoklugu (hipoksi) sebep olurken reperfiizyon hasarma ise
oksijenin geri dénmesi sebep olmaktadir. Iskemi ve reperfiizyon birlikteligi major
doku ve organ disfonksiyonuna ve bunlarla iliskili pek ¢ok hayati tehdit eden
durumlar ve hastaliklara neden olmaktadir (10).

Bobrek iskemi/reperflizyon hasarini meydana getiren intraselliiler ve
molekiiler mekanizmalar karmagiktir ve heniiz tam olarak anlasilamamistir (30).
Bobrek iskemisinin olusmasindaki asil etken bobrek kan akimindaki belirgin
azalmadir. Bu durum pre-renal erken bdbrek yetmezliginde, bobrek arter
embolizminde, trombozunda, aterosklerozise bagli olarak gelisebilir (31,32). Bir
veya her iki bobregin iskemisi, bobrek transplantasyonu, aortik cerrahi veya
kardiyovaskiiler anestezi sirasinda sik goriilen bir problemdir ve bobrek
disfonksiyonu ve hasarina neden olabilir. Bobrek transplantasyonu, aort ve/veya
bobrek arterlerinin  klemplenmesi, supra ve juksta renal abdominal aortik
anevrizmalarin cerrahisi gibi cerrahi prosediirlerde bobrek iskemisi gelismesine
sebep olabilir. Bu da iskemik erken donem bobrek yetmezligi olusmasina neden olan

postoperatif komplikasyonlara yol agabilmektedir (33,34).

2.2.1. Bobrek Iskemi/Reperfiizyon Hasarimn Biyokimyasal Mekanizmasi

Hiicresel diizeyde incelendiginde bdbrek iskemisi proksimal tiibiillerden su,
iyon ve makromolekiillerin tasinmasinda esas enerji kaynagi olan ATP’nin
azalmasina ve Na+K+ATPaz pompasinin islevini yitirmesine yol agar. Bu durum
hiicre i¢inde sodyum iyonlarinin artmasina ve hiicre i¢i asir1 su birikimi ile hiicrenin
sismesi ve Oliimiine sebep olmaktadir (35,36). Aymi sekilde endotelyal hiicrelerdeki

benzer bir disfonksiyonda intravaskiiler alandan sivi kaybina ve hemokonsantrasyon
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nedeniyle kan viskozitesinde artmaya neden olur. Bu durum kapiller obstriiksiyona
sebep olarak reperflizyon sirasinda renal mikrosirkiilasyonun saglanmasini
engelleyen bir etken olmaktadir (37). Bobregin reperfiizyonu tamamlandiktan sonra
dahi bobrek reperfiizyon hasar1 olusmaya devam eder. Bu durum siiperoksit
anyonlarmin (Oz) meydana gelmesiyle oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir.
Son zamanlarda siiperoksit anyonlari transplante edilmis bdbrekte iskemi
reperfiizyon hasarmin belirteci olarak Olciilebilmektedir (38). Bobregin reperfiizyon
hasarindan sorumlu olan diger hiicresel mekanizmalar; postiskemik bobrek dokusuna
inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu, kalsiyum homeostazisinde, fosfolipaz ve
proteaz aktivasyonunda ve hiicresel pH’da bozulmadir (39,40).

Siiperoksit ve hidroksil (OH") benzeri reaktif oksijen radikallerinin (ROR)
olugmasi ve/veya antioksidan savunma mekanizmalarindaki yetersizlik oksidatif
strese neden olmaktadir. Oksidatif stres bobrek iskemi reperfiizyon hasarinin
gerceklesmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir (41). Birgok ¢alismada bdbrek iskemi
reperfiizyon hasar1 sirasinda fazla miktarda reaktif oksijen radikalinin ortamda
bulundugu biyokimyasal ve immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir
(42,43,44). ROR’a bagl olarak bobrekte erken tiibiiler nekroz meydana gelmektedir.
Erken tiibiiler nekroz, erken bobrek yetmezliginin patogenezinde 6nemli bir rol oynar
(41,45). ROR, iskemi reperfiizyon hasar1 esnasinda hedef hiicrelere direkt etkiyle
hiicre hasarina neden olmaktadir (46). Bununla beraber ROR’un sinyal transdiiksiyon
molekiilii gibi davranarak gen transkripsiyonunu regiile edip transkripsiyon
faktorlerini aktive edebildigi anlagilmistir (47,48,49). Nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan olusturulmakta olan Nitrik oksit (NO) normal ve anormal bobrek
islevlerinde onemli rol almaktadir (49,50). Hipoksi veya inflamatuar sitokinlere
maruz kalan proksimal tiibiillerde ya da iskemi-reperfiizyona (I-R) maruz kalan
bobrekte ortaya g¢ikmakta olan Aktif NOS (iNOS) bobrek disfonksiyonuna ve
iskemik erken bobrek yetmezligine neden olabilmektedir (51,52,53). NO’nun
stiperoksit ile iliskisi sonucu olusan peroksinitrit (ONOQ®) proteinlerdeki tirozin
uclarini nitratlayarak ve DNA zincirinde kirilmaya yol acarak ciddi hiicresel hasara
neden olmaktadir (54,55). Bdylece peroksinitrit (ONOQO") bdbrek I-R hasarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bobrekte meydana gelen inflamasyonda, I-R hasarinda
ve iligkili ABY (Akut bobrek yetmezligi) gelisiminde etkili olmaktadir (56,57,58).
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Inflamatuvar siire¢ bobrek hiicrelerinin hasarlanmasiyla sonuglanan karmasik ve
birbiriyle iliskili bir dizi olay sonucu gelismektedir. Bobreklerdeki inflamasyon
sonucunda histamin, bradikinin, platelet-aktive edici faktor (PAF) gibi biyolojik
olarak aktif mediatorler iiretilmekte ve salinmakta, bununla beraber polimorf
niikleositlerden ya da pro-inflamatuvar hiicre gibi davranan proksimal tiibiil ve
glomeriiler mezengial hiicrelerden TNF-o, IL-1, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinler
salinmaktadir (59,60,61). Bobrek inflamasyonu sonug olarak i-R hasarina sebep olan
oksidatif stres asamasii icermektedir (62,63,64). Bobrek i-R hasarinin gelisiminde
intrarenal inflamasyonun o6nemi artik anlagilmig olup, iskemik erken bobrek
yetmezligi tedavilerinde bu inflamasyonu engelleyecek yeni ilaglar arastirilmaktadir
(65).
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2.3. SERBEST RADIKALLER, OKSIiDAN-ANTIiOKSIiDAN DENGE

Serbest radikal olusumundaki artisa ve/veya antioksidan sistemdeki
yetersizlige bagli olarak organizmada oksidatif stres gelismektedir. Bu yiizden
organizmanin oksidan-antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmemiz igin
¢ok onemlidir(66, 67).

Serbest radikaller, dis orbitalinde paylagilmamis bir elektron bulunduran
Omiirleri ¢ok kisa ve kararsiz bir yapr gosteren taneciklerdir. Organizmada
metabolizma sirasinda siirekli olusurlar, ayrica radyasyon, ilaglar ve zararl
kimyasallar gibi gesitli dis etkenlerin etkisi sonucundada olusabilirler (66,67).

Serbest radikaller etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek elektron almaya
calisirlar ve kararli hale ulagmak isterler. Olusan radikallerin ¢ok énemli bir boliimii
oksijen kaynaklidir. Oksijen disinda karbon, kiikiirt ve azot merkezli radikallerde
olusmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1: Oksijen ve azot kaynakl reaktif bilesikler (67-70).

Radikaller Radikal olmayanlar

Alkoksil RO’ Hidrojen peroksit H202
Azot dioksit NO2’ Hipoklorid asit HOCI
Hidroksil HO Lipit hidroperoksit LOOH
Nitrik oksit NO’ Ozon Os
Peroksil ROO’ Peroksinitrit ONOO’
Siiperoksit o)) Singlet oksijen

Aerobik organizmalar oksijene ihtiyag duyarlar. Oksijen mitokondride bir dizi
reaksiyondan gecerek suya doniismekte ve bu siiregte hiicre kendisi i¢in gerekli olan
enerjiyl saglamaktadir. Ancak bu siirecte oksijenin %2-3 kadar1 suya donlismemekte
ve oksijen kaynakli radikaller meydana gelmektedir (Sekil 4). Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile
hidrojen peroksit meydana gelir. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif
hidroksil radikali olusur ve dordiincii elektron eklenmesiylede su olusmaktadir (66-
70).

13



Katalaz, glutatyon peroksidaz

Superoksid dismutaz
Fenton reaksiyonu

/e

.- o + Vi + . ) +
02 e 02 e +2H H202 € +H OH e +H HQO

!

Haber - Weiss reaksiyonu

SITOKROM OKSIDAZ

Sekil 4: Hiicre mitokondrisindeki radikal olusumu (70)

Serbest radikaller organizmada mitokondriyle beraber bunun disinda
hiicrelerin tiim yapilarinda, zara bagl veya bagimsiz olarak bulunan pek ¢ok enzimin
katalizledigi reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda sitoplazmada
ksantin oksidaz, hiicre zarina bagli NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)
oksidaz, mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi ve lipooksijenazlar gibi
enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir.

Kararsiz yapilart sebebiyle aktif oksijen radikalleri oncelikle lipitler,
proteinler ve niikleik asitler olmak iizere biitlin hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve
onlara hasar verme Ozelligindedir. Bu hasar bazi tamir sistemleri tarafindan
engellenmeye calisilir. Eger bu sistemler yetersiz kalirsa, oksidatif stresin zararli
etkileri meydana gelir(66-70).

Serbest radikallerin lipitlere etkisi: Lipit peroksidasyonu serbest radikallerin
lipitler iizerindeki en 6nemli etkileridir. Serbest radikaller tarafindan baglatilan lipit
peroksidasyonu, hiicre membranlarinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan kimyasal bir olaydir. Siiperoksit, hidroksil, alkoksil ve
peroksil radikalleri, lipit peroksidasyonunu baglatan en énemli radikallerdir (66-70).

Doymamis yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun
uzaklagmas: ile lipit peroksidasyonu baslar ve bu sayede yag asidi zinciri bir radikal
ozelligi kazanir. Dayaniksiz bir bilesik olan lipit radikali baz1 degisikliklere ugrar.
Oncelikle, molekiil ici ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati olusur.
Oksijen eklenmesiylede bu yag asidi radikali hizli bir sekilde peroksil radikaline
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doniisiir. Membran yapisindaki diger doymamis yag asidlerinden, lipit peroksil
radikalleri hidrojen atomlarini ¢ikartarak yeni reaksiyonlart baslatirlar. Agiga ¢ikan
hidrojen atomlarinida kendileri alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH") déniisiir.
Lipit hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine donilismesi ile
reaksiyonlar tamamlanir.

Lipit peroksidasyonu sonucu hiicre membranlarinin transport sistemi
etkilenir, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Sonucta hiicre i¢i kalsiyum oram
artar ve buna bagl proteazlar aktive olur. Bunlar hiicre hasarinda etkin bir rol alirlar.
Ayrica lipit peroksidasyonunun son f{riinii olan aldehitlerde sitotoksik etkilere
sahiptirler (66,67,71,72).

Serbest radikallerin proteinlere etkisi: Serbest radikallerin proteinler iizerine
dogrudan veya dolayli olarak etkileri vardir. Peptid baglari, prolin ve lizin gibi
aminoasitler serbest radikallerden kolay etkilenirler. Ozellikle histidin, fenilalanin,
tirozin gibi aminoasitlerde karbonil gruplarinin olugsmasi ile protein oksidasyonu
gerceklesir. Sisteinin siilfidril gruplari ile ya da lizin ve histidinler ile kovalent baglar
olusturan lipit peroksidasyonunun aldehit yapidaki ({rlinleri proteinlerde
fragmentasyon ve c¢apraz baglanmalara neden olur. Bu olaylarin sonucundada
proteinlerin yap1 ve fonksiyonlar1 bozulur (66,67,71,72).

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA iizerine etkisi: DNA yapisinda
serbest radikallerin etkisi ile yapisal degisimler olur. Bu yapisal degisimleri zincir
kirilmalari, piirin ve pirimidin bazlarinda pargalanma, DNA denatiirasyonu gibi
cesitli olaylar olusturmaktadir (66,67,71,72).

Oksidatif stresin varlig1 organizmada tiirlii yontemlerle gosterilebilir. Protein
hasarmi gostermek i¢in protein karbonil (PC) gruplart dl¢timdi, lipitler {izerindeki
hasarin gostergesi icin lipit peroksidasyonu iirlinii malondialdehit (MDA), DNA
hasarmi  gostermek  i¢in  8-hidroksi-deoksiguanosin  seviyeleri  Ol¢limi
kullanilmaktadir (66,67,71,72).

Serbest radikaller organizmada siirekli bi¢cimde olusmaktadir. Fakat bu
radikallerin organizmaya zarar vermesi gii¢lii bir savunma sisteminin varlig1
sebebiyle engellenmektedir. Bu sebeple serbest radikallerin olusum hiz1 ile
etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi son derece 6nemlidir. Denge bozuldugunda

serbest radikallerin zararl etkileri goriilmekte ve ¢esitli organ ve sistemler olumsuz

15



etkilenmektedir (66,73,74).

Antioksidanlar, radikal olusumunu simirlandirma, olusan radikalleri ortadan
kaldirma, tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasini saglama ve hasarh
molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi ¢esitli mekanizmalarla etkilerini
gostermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, metal iyonlarin1 baglayan

proteinleri ve su ve/veya yagda ¢oziinen radikal tutucularini icermektedir (Tablo 2)
(66,73,74).

Tablo 2: Organizmada bulunan antioksidan sistem elemanlar1 (66,73,74).

Enzimler Metal iyonlarini Suda ¢6ziinen Yagda ¢6ziinen
baglayan proteinler | radikal tutuculari radikal tutuculari

Glutatyon peroksidaz | Albumin C vitamini Bilirubin

(GSH-Px)

Glutatyon  rediiktaz | Ferritin Glutatyon (GSH) E vitamini

(GSH-Red)

Glutatyon transferaz | Haptoglobin Urik asit Flavonoidler

(GST)

Katalaz Seruloplazmin B-Karoten

Stiperoksit  dismutaz | Transferrin Ubikinol

(SOD)

SOD: Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) siiperoksit radikalini dismutasyona

ugratarak, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar.

20; + 2H+ —>L—>21,0,+0,

Insanlarda SOD’un iki izoenzimi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde, Mn
SOD mitokondride bulunur (66,73,74).

Katalaz: Tetramerik hemoprotein yapisi olan bir enzimdir. Yiksek
konsantrasyonda olusan hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu

katalizler. Enzim, peroksizomlarda bulunur (66,73,74).

Katalaz

H,O, — = 2H,0+0,

GSH-Px:  Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gerek hidrojen peroksit ve
gerekse lipit hidroperoksitleri metabolize etmektedir. GSH-Px’in selenyuma bagiml
ve bagimsiz iki farkl tiiri vardir. Bagimli olan formu hem hidrojen peroksidin hem
de LOOH’larin metabolizmasinda bulunurken, bagimli olmayan tiirii sadece
LOOH’lar1 metabolize etmektedir. GSH (Glutatyon), bu reaksiyonlarda hidrojen

verici olarak gorev yapmakta, hidrojen peroksit ve LOOH’lar indirgenirken, GSH
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oksitlenmis sekline (GSSG) doniismektedir. NADPH’a bagimli glutatyon rediiktaz
(GSH-R) ise oksitlenmis glutatyonu tekrar GSH’a indirgemektedir (66,73,74).

LOOH +2GSH —SSHPX | OH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H+ —CSHR __ 5GSH + NADP+

GST: Glutatyon-S-Trasferaz (GST) enzimi dimerik yapida olup sitozolde
bulunmaktadir. Fazla sayida izoenzimi vardir. Cesitli endojen ve eksojen bilesiklerin
GSH ile konjugasyonunu kataliz eden GST’ler yabanci maddelerin
biyotransformasyonunda dnemli role sahiptirler.

R-X+GSH —= GS-R+HX

GST’lerin bazi izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gosterirler bu sayede
LOOH’larin metabolizmasinida saglarlar (66,73,74).

LOOH +2GSH —> GSSG + ROH + H,O

GSH: Glutatyon hiicre i¢inin en dnemli antioksidan molekiiliidiir. Serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicrelerde gelisebilecek oksidan hasari
engeller. GSH, bazi enzimlerin substrati veya kofaktorii olarak gdrev yaptigi gibi
zehirsizlestirme reaksiyonlarmada dogrudan katilir. Oncelikle karacigerde olmak
tizere pek ¢ok dokuda yiiksek oranda bulunur. Sistein, glutamat ve glisinden
sentezlenen bir tripeptiddir ve oldukea fazla siilfidril gruplari igerir. GSH-Px, GSH-R
ve GST gibi enzimlerin islevi i¢in gereklidir. Ayrica pek ¢ok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu, hiicrenin protein yapisindaki siilfhidril (-SH) gruplarini indirgenmis
halde tutarak engeller (66,73,74).

C vitamini (Askorbik Asit) : Suda ¢ozinen en giiglii antioksidan
molekiildiir. Sentez edilemedigi i¢in diyetle alinmasi1 zorunludur. Yapica heksozlara
benzeyen vitamin C organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir. Singlet
oksijen, siiperoksit radikali ve hidroksil radikali ile reaksiyona girerek onlar
etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasina karsin lipitleri ve zarlari, lipit
peroksidasyonunu baslatici radikalleri temizleyerek oksidan hasara karsi korur. E
vitamininin rejenerasyonundada gorev alir, tokoferoksil radikalinin o-tokoferole
indirgenmesini saglar. Bu sayede LDL’yi E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde

oksidasyona kars1 korur (66,73,74).
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E vitamini (a-tokoferol ): Yagda eriyen en kuvvetli antioksidan vitamindir
ve yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesikten olusur (tokoferoller ve
tokotrienoller). Bunlar izoprenoid takisi igeren bilesiklerdir. Aktif kismini yapisinda
bulunan fenol halkasindaki hidroksil grubu olusturur ve molekiiliin antioksidan
ozelligi bu gruptan kaynaklanir (66,73,74).

Organizmada gii¢lii bir savunma sistemi olmasina ragmen serbest radikallerin
zararl etkilerine karsi bazi durumlarda savunma sistemi yetersiz kalmakta ve
oksidatif stres gelismektedir. Hasarin yerine ve diizeyine bagh olarak ¢esitli organ ve
sistemler etkilenmektedir. Serbest radikallerin giiniimiizde pek ¢ok patolojik
durumun ve hastaligin ortaya ¢ikisinda énemli bir rol oynadig: kabul edilmektedir.
Bu patolojik durumlar ¢ok genis bir dagilim gostermektedir (66,67,69-71,74,75)
(Tablo 3). Serbest radikallerin iskemi-reperfiizyon hasari, ateroskleroz, yaslanma,
kanser olusumu, diabetes mellitus komplikasyonlarmin gelisimi gibi pek c¢ok

hastalikta etkin bir rol oynadig1 saptanmistir (66,67,69-71,74,75).

Tablo 3: Serbest radikallerle iliskili baz1 patolojik durumlar (69-71)

Ateroskleroz Karaciger bozukluklar1

Akciger hastaliklar Kan hastaliklart
Iskemi-reperfiizyon hasari Radyasyon hasari

Yaslanma Merkez sinir sistemi hastaliklari
Diabetes mellitus Bobrek bozukluklari
inflamasyon Go6z bozukluklar

Kanser Gastrointestinal bozukluklar
Otoimmun hastaliklar Beslenme yetersizlikleri
Romatoid artrit Cilt bozukluklar

Kas hastaliklar1
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2.4. BOBREK I-R HASARININ TEDAVISINE YONELIK YAKLASIMLAR

Bobrekte I-R hasarini azaltma amacina yonelik cok sayida farmakolojik
yaklagim arastirma konusu olmustur. Bunlarin ¢ogu I-R hasarmi klinik olarak
azalttig1 ve bobrek fonksiyonlarini ise arttirdigi gozlenmis olsa dahi heniiz hi¢birinin
mortaliteyi anlaml1 olarak azaltabildigi gosterilememistir (10). Ornek olarak diisiik
doz dopamin, Atrial natritiretik peptid (ANP) ve furosemid gibi ajanlar ABY ’nin
hayvan modellerinde etkili goziikmekle birlikte, klinik olarak mortalite diizeyini
azaltamamiglardir (76-79). Gilinlimiizde ABY’nin gelismesine neden olan birden
fazla etken goz Oniine alindiginda bir etkene yoOnelik tedavi yaklagiminin tam
anlamyla etkili olabilecegi diisiiniilmemektedir. Bu sebeple i-R hasarini azaltmaya
yonelik farkli patofizyolojik mekanizmalar ya da koruyucu mekanizmalar etkileyen,
cok yonli ve gelismis farmakolojik yaklagimlarin gelistirilmesi gerekmektedir
(80,81). I-R hasarmin azaltilmasina yonelik kullanilan bazi farmakolojik ajanlar

sunlardir:

2.4.1. Antioksidanlar ve Antioksidan Enzimler:

Bobrek I-R hasarmi reaktif oksijen radikallerini temizleyerek antioksidan etki
gosteren Edoravone, Askorbik asit ve bir iNOS inhibitorii olan Aminoguanidin’in
azaltabilecegi gosterilmistir (82-84). Ayrica antioksidan etkinlik goOsteren bir
aminoasit olan N-asetilsistein’in de bobrek I-R hasarmda koruyucu olabilecegi
gosterilmistir (85). Antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligi bilinen bir hormon olan
Oksitosin’in  siganlarda oksidatif stresi azaltarak [-R hasarmm diisiirdiigii
gosterilmistir (86). SOD ortamda bulunan siiperoksidi hizli bir sekilde temizleyen
antioksidan bir enzimdir. Bobrek I-R hasarinda ATP azalmasiyla meydana gelen

hiicre 6liimiine kars1t SOD’un koruyucu etkinligi oldugu gosterilmistir (87).

2.4.2. Nitrik Oksit (NO) ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Inhibitorleri:

Nitrik oksitin iNOS tarafindan yiiksek miktarda sentezlendigi bobrek I-R
hasart ya da bobrek inflamasyonu gibi durumlarda NO’nun proksimal tiibiil

hiicrelerinde hasara sebep oldugu bilinmektedir. Maymun bobreginde renal
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disfonksiyonu iNOS’un segici bir inhibitérii olan FR260330’un anlamli &lgiide
azalttig1 gosterilmistir (88). Arastirmacilarin bir kism1 sodyum nitroprussid, gliseril
trinitrat ve molsidomin gibi NO donorlerinden ya da L-arjininden elde edilen diisiik
konsantrasyonlu NO’nun I-R hasar1 sirasinda bdbregi koruyabilecegini ve bobrek

fonksiyonlarmi iyilestirebilecegini bildirmistir (89-92).

2.4.3. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP):

Kromatine bagli olarak ¢esitli hiicrelerin niikleuslarinda bulunan bir enzimdir.
DNA halkasinda kirilmalara yol agan hidroksil radikali ve peroksinitrit, i-R hasar1
sirasinda olusur. Bu kirilma PARP’yi aktive eder ve hiicre iginde NAD" ve ATP
kaybina ve neticede hiicre disfonksiyonu ve Oliimiine sebep olur (93). PARP
inhibitdrleri ile yapilan ¢aligmalarda, in vivo ve in vitro renal i-R modellerinde renal

hasarlanmay1 azaltan bir etki gdsterilmistir (94,95).

2.4.4. Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor (PPAR) Agonistleri:

Cesitli izomerleri (a,B,y,0) mevcut olan PPAR grubu reseptorler ligand-aktive
edici transkripsiyon faktorleri gibi rol oynayan bir grup niikleer hormon
reseptorleridirler. PPAR-o agonisti olan klofibrat ve WY14643’iin ratlarda i-R

hasarina kars1 koruyucu rol oynadig1 gosterilmistir (96).

2.4.5. Bobrek I-R hasarinda arastirilan diger ajanlar:

Oksidatif stres ve bobrek I-R hasarma karsi karbon monoksit (CO) ve
bilirubinin koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (97,98). Non-hematopoetik ve
pleiotropik etkinligiyle Eritropoietinde bdbrek I-R hasarini azaltmaktadir (99).
HMG-CoA rediiktaz inhibitorii olan statinler (pravastatin, serivastatin, simvastatin
gibi) antioksidan, antiinflamatuvar ve anjiogenezisi arttirici etkilere sahiptir. Bu
etkileriyle statinlerin bobrek I-R hasarmnda koruyucu etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir (100,101). I-R hasar1 sirasinda natural killer T hiicrelerinin aktivasyonu
bobrek dokusunda PMN I6kositlerin infiltrasyonuna sebep olarak inflamasyon

gelismesine katkida bulunmaktadir. Sfingozin 1-fosfat periferde bulunan T
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hiicrelerinin azalmasina sebep olmaktadir. Sfingozin 1-fosfat reseptor agonistlerinin
(FTY720 ve SEW2871 gibi) farelerde I-R hasarinda koruyucu etkinlikleri oldugu
gosterilmistir (102,103).
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2.5. KAFEIN

Sekil 5: Kafeinin molekiiler yapis1 (104)

Ksantin alkoloidlerinden olan Kafein, “caffe, coffee” sozciiklerinden koken
alir. Sistematik adi1 “1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione”, diger isimleri ise
1,3,7-trimetilksantin, trimetilksantin ve metilteobromindir. Kimyasal olarak 1819
yilinda izole edilen kafein, 1895 yilinda sentetik olarak iiretilmistir. Cok sayida
bitkinin tohumlarinda, yapraklarinda ve 6z suyunda bulunur ve bu bitkilerle beslenen
baz1 boceklerin paralize olmasina ve dliimiine yol acar (104,105,106).

Dogal halde bulunan (kahve, ¢ay vb.) ve bazi endiistriyel iriinler (kola,
cikolata vb.) kafein igerirler. Icerdikleri kafein miktarlar1 (Tablo 4), bitki tiiriine ve
elde edilme yontemine gore farklilik gosterir (107). Kafein igeren birgok dogal iiriin,
ayn1 zamanda diger ksantin alkaloidleri olan teobromin ve teofilin gibi kalp uyarici
etkinligi olan maddeleri igerirler. Kafeinin ana kaynagi bulundugu kahve
tohumlaridir. Kahve icerigindeki kafein miktari, kahve tohumunun tiiriine ve
hazirlanma sekline gore degisiklik gosterir. Kahvede az miktarda teofilin bulunur,
ancak teobromin bulunmaz. Kafein igeren diger bir kaynak ise ¢aydir. Cay tiirline
gore de kafein miktar1 farklilik gosterir. Cay, kahveye gore daha fazla miktarda
teofilin ve az miktarda teobromin igerir. Kafein igeren bir diger kaynak da endiistri
irlinleri olan kola ve enerji igecekleridir. Bu i¢eceklerde bulunan kafein, icerigindeki
dogal kaynaklardan gelir ya da sonradan ilave edilir. Cikolata az miktarda kafein

igerir ve uyarici etkisi teofilin, teobromin ve kafeinden kaynaklanir (104).
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Tablo 4: Dogal ve endiistriyel iirlinlerde bulunan kafein miktarlari (107).

Kaynak Kafein miktar1 (mg) Hacim veya agirhk
Kahve 40-180 150 ml

Cay 25-50 150 ml

Kakao 5-10 150 ml

Cikolata barlar 5-20 100 gr

Soft icecekler 20-40 250 ml

Enerji icecekleri 30-85 250 ml

Recetesiz satilan iiriinler | 30-200 1 tablet

(OTC)

1900°’li  yillarin  baglarinda kafeinin insan saglhigi {izerindeki etkileri
incelenmeye baslanmistir. Kafeinin; diiiretik, metabolik hizi1 arttirici, kas ve sinirleri
uyarict ve mide salgisini uyarict etki yaptigi, orta diizeyde alinan kafeinin (200-
300mg) uyusukluk ve zihin yorgunlugunu giderici, istah arttirict etkisi oldugu
gosterilmigtir. Kafeinin insanda tolerans ve fiziksel bagimlilik olusturabildigi,
pekistirici oldugu, bu kisilerde kafeinin kesilmesinin, kendini basagrisi, zihinsel
konsantrasyonun azalmasi, irritabilite, disfori ve anksiyete ile belli eden hafif bir
yoksunluk sendromuna neden oldugu goriilmiistiir (4,5).

Kahvenin igeriginde yiiksek miktarlarda tanen (katesin analogu) bulundugu,
tanenin anjiogenetik, antioksidan, anti-mutajenik, antibiyotik, antihipertansif, anti-
hiperkolesterolemik ve anti-inflamatuvar etkisi oldugu bildirilmektedir (108).

Ayrica kafeinin yikim tiriinleri olan teobromin ve ksantinin, antioksidan ve
prooksidan Ozellikte olduklari, antioksidan olan iirik asit ile yapisal benzerlik

gosterdikleri bulunmustur (109).

2.5.1. Kafein Metabolizmasi

Oral yolla alinimindan sonra kafeinin %99’u gastrointestinal sistemden
emilerek 30-120 dakika iginde plazmada en yiiksek konsantrasyonuna ulasir.
Biyolojik membranlardan hidrofobik o6zelligi sayesinde kolayca gegebilme
yetenegine sahiptir. Kafeinin % 5’den daha az bir miktar1 metabolize olmadan idrarla
atilir. Kafein plazma konsantrasyonunun en yiiksek diizeyine ulastiktan sonra,
konsantrasyonu degismeden beyinde en az bir saat kadar kalir (110). Kafein igin

insan normal plazma seviyesi, 5-20 uM olarak belirtilmistir (111,112,113).
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Kafein kan-beyin bariyeri ve plasental bariyeri hidrofobik 6zelliginden dolayi
kolaylikla gecebildigi icin, fazla miktarda kafein alan hamilelerin yenidogan
bebeklerinde yiiksek seviyelerde kafein goriilmiistiir. Kafeinin yar1 émrii insanlarda
2,5-6 saat arasinda degismekle birlikte, fare ve siganlarda bu siirenin 0,7-1,2 saat
oldugu, fetus ve yenidogan doneminde, kafeinin demetilasyonu icin gerekli
enzimlerin noksan olmasi sebebiyle kafeinin yar1 omriinlin yaklasik 32-149 saat
kadar oldugu bildirilmektedir (111,112).

Kafein insanda, karacigerde bulunan sitokrom P4501A, (CYP1A,) enzimi ile
demetilasyon sonucu paraksantine (1,7 dimetilksantin) doniisiir. Bu demetilasyon
basamagi Kafein metabolizmasinin %72-80’ini olusturur. Daha az miktardada
teobromine (3,7 dimetilksantin) ve teofiline (1,3 dimetilksantin) ¢evrilir. Ayrica ayni
enzim tarafindan paraksantinin demetilasyonuyla 6nce 1-metilksantin sonrada 1-
metiliirik asit olugturulur (114).

Kafein, baslica CYP1A; tarafindan yikima ugrar, fakat ksantin oksidaz ve N-
asetiltransferazin’da (NAT-2) substratidir (115). Kafeinin biyolojik aktivitesi olan

iriinlerinden teofilin, paraksantinden daha giiglii etki gosterir (111).
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Sekil 6: Kafeinin metabolitleri (104)
2.5.2. Kafeinin Etkileri

Kafein onemli fizyolojik islevleri olmayan ancak farkli organ ve dokularda
etkileri bulunan, aktif bir maddedir (107). Kafein ve diger metilksantinler,
fosfodiesteraz enzimini ve adenozin reseptorlerini inhibe ederek ve hiicre igi

depolardan kalsiyumun salinimina neden olarak etkilerini gosterirler (105). Bununla
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birlikte, kafein igceren besin ve i¢eceklerin tiikketimini takiben olusan serum diizeyi,
enzim inhibisyonu ve kalsiyum mobilizasyonu ile olusan etkileri ortaya ¢ikarmaz
(106).

Kafeinin etkileri genellikle adenozin reseptorlerini yarismali olarak bloke
etmesi ile ilgilidir. Normal hiicre bilesenlerinden biri olan adenozin hiicrelerde
niikleik asit metabolizmasi ve bir¢ok reaksiyonda gorev alir. Molekiiliin piirin kismi
kimyasal olarak kafeine benzer. Kafeinin etkileri genel olarak adenozinin etkilerine
ters yondedir (106).

Adenozin dort farkli reseptor (A1, Aga, Agp Ve As) ile etkilesir. Hiicre ici
cAMP (siklik adenozin mono fosfat) diizeyi bu reseptorlerin uyarilmasiyla aktiflenen
adenilat siklaz yoluyla degisim gosterir. Aj reseptorlerine daha yiiksek ilgi duyan
adenozin, bu reseptorleri uyararak G; adi verilen guanil niikleozid baglayici protein
aracilifiyla adenilat siklazi inhibe eder. Daha diisiik ilgi duydugu Ay, reseptorlerini
uyarmasiylada Gs ad1 verilen diger bir guanil niikleozid baglayici protein araciligiyla
adenilat siklazi1 aktive eder. Bu sebepten dolayr Aj; ve Ay, reseptorleri hiicre
seviyesinde ters etkilere sahiptir (Tablo 5) (106).

Kafein, etkisini A; ve Ay, reseptorleri tizerinden gosterir ve segici olmayan
bir sekilde her iki reseptorii antagonize eder (106). Adenozin reseptorlerinin kafein
tarafindan inhibe edilmesi; algilama ve davranisa yonelik etkilerin olusumu ile
iligkili dopamin, asetilkolin, norepinefrin, seratonin, glutamat, gamma-aminobiitirik
asit (GABA) ve noropeptidlerin salinimini etkiler (105).

Adenozin reseptorleri lizerindeki antogonistik etkisi i¢in metilksantinlerin 10-
100 uM’lik plazma konsantrasyonu gereklidir. Ayrica fosfodiesteraz enzim
inhibisyonu i¢in 20, GABA; reseptorlerinin blokaji i¢in 40 ve hiicre i¢i kalsiyum
depolarindan kalsiyum mobilizasyonu i¢in 100 kat daha fazla plazma konsantrasyonu
gereklidir (106).

25



Tablo 5: Adenozin analoglari ve kafeinin farmakolojik etkileri (106)

Etkilenen Fizyolojik
Sistem (Fonksiyon)

Kafein

Adenozin

Merkezi sinir sistemi

Kalp

Bobrek

Periferal damarlar
Merkezi damarlar

Spontan elektriksel aktiviteyi
artirir,

Norotransmitter madde
saliimini artirir,

Konviilsan aktivite,
Lokomotor aktiviteyi uyarir
Pozitif inotropik/kronotropik
etki

Diiirezis,

Renin salinimini uyarir
Dilatasyon

Konstriiksiyon

Spontan elektriksel aktiviteyi
azaltir,

Norotransmitter madde
salinimini azaltir,
Antikonviilsan aktivite,
Lokomotor aktiviteyi baskilar
Negatif inotropik/kronotropik
etki

Antidiiirezis,

Renin salinimini uyarir
Konstriiksiyon

Dilatasyon

Gastrointestinal sistem
Solunum sistemi

Mide salgisinm arttirir —

Bronkodilatasyon Bronkodilatasyon/
Bronkokonstriiksiyon
Lipolizi baskilar

Yag dokusu Lipolizi uyarir

Kafein, cAMP hiicre i¢i konsantrasyonunu iskelet kaslarinda ve yag
dokusunda fosfodiesteraz enzimini inhibe ederek arttirir. Bu etki lipaz aktivitesi ile
lipolize neden olur. Enerji kullanimi iskelet kaslarinda lipoliz yolagindan saglanir ve
kas glikojen tiiketimi azalir. cAMP diizeyindeki artis kan katekolamin diizeyinide
artirtr. Kafein zayif bir fosfodiesteraz enzim inhibitoriidiir ve bundan dolay1
davranigsal etki i¢in gerekli dozlarda bu etkilerin gériilmesi zordur (105). 0,1-1 mM
diizeyindeki plazma konsantrasyonu dokularda bulunan fosfodiesteraz enziminin
inhibe edilmesi i¢in gerekli olan seviyedir (106). Kafein ve teofilinin bronglar1 ve
soluk borusunu genisletici ve kalp uyarict etkilerinde fosfodiesteraz enzim
inhibisyonu 6nemlidir (105).

Metilksantinler, adenin, guanin, iirik asit, hipoksantin gibi plirinlerin kimyasal
yapist ile benzerlik gostermektedirler. Bu kimyasal benzerlik, biyokimyasal
diizenleyici olan cAMP ile etkilesime girmeleri bakimindan énemlidir (116).

Kafeinin kronik tiiketimi hamilelik esnasinda fetal gelisimi etkilemesine
ragmen, embriyogenesis lizerine etkisi tam olarak anlasilamamistir. Kafeinin yiiksek
dozlarda, gen ekspresyonunu degistirebildigi, infertiliteye, disiik riskine, intrauterin
bebeklere sebep olabildigi

gelisme geriligine ve diisik dogum agirlikli

savunulmaktadir. Intrauterin gelisme geriligi ve diisiik dogum agirligi ile doganlarda
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erigkin donemde hipertansiyon ve kronik kalp yetmezligi riski bulunmaktadir.
Fetoplasental dolagimda gii¢lii bir vazokonstriiktér olan Anjiotensin II, AT; ve AT,
reseptorleri ile etki gosterir. Hayvan modellerinde kafein ile birlikte AT, reseptor
salgilanmasinin arttigi gériilmiistiir (117).

Uzun siire kafein kullanimimin katekolamin seviyelerini ve plazma renin
aktivitesini yiikseltip, bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina yol acarak renin
konsantrasyonlarini arttirdig1 sdylenmektedir. Sonug olarak kreatinin klirensi diiser,
iriner protein atilmi artar. Kafein renal ven plazma noradrenalin
konsantrasyonlarinin yiikselmesine neden olur (118,119). Kronik olarak yiiksek
konsantrasyonlarda tiikketiminde miyokard: uyarip, kalp hizini arttirarak, kardiyak
performansi bozdugu, miyokard infarkti riskinide yiikselttigi bildirilmistir (108,120).

Kafein, teobromin ile teofilin su ve sodyumun bobreklerden atilimini arttirir.
Diiiretik etkinligi en gilicli olan teofilindir. Diiiretik etki, sodyum ile suyun
tiibiillerden geri emilimini inhibe etmesine ve glomeriiler filtrasyon hizinin artigina
baglidir. Diiiretik etkiye karsi, uzun siireli kullanimi takiben tolerans gelisir (106).

Kafeinin asir1 tiikketimi, bobrekte kalsiyum oksalat tagi olusumunu arttirabilir
(121). Ayrica kafein insanda, C-reaktif protein (CRP) artisinada sebep olabilir (122).

Kafein, tiroid uyarici hormon (TSH), tiroksin (T4) ve growth hormon (GH)
seviyelerini yiikseltebilir. Kafein iizerine yapilan calismalarda tiiketiminin tiroid
neoplazisine karsi koruyucu rol oynayabilecegi goriisii vardir. Bazi c¢aligmalarda
uzun siire igme suyuna kafein eklenen ratlarda, neoplazi gériilme oraninin artmadigi
goriilmistiir. Kafeinin tek basina T, diizeyini azalttigi TSH seviyesini ise ylikselttigi
gosterilmistir. Bununla birlikte 1500 ppm (yaklasik 140 mg/kg/giin; yiiksek doz)
kafein ile karaciger hipertrofisi ve tiroid folikiiler hiicre proliferasyonu tespit
edilmistir (123).

Kafein, histamin salinimini azaltir. Arastirmalarda kafeinin 520 mM dozlarda,
ratlarin peritoneal mast hiicrelerinden histaminin salinmasini 6nemli derecede
baskiladig1 gosterilmistir. Kafeinin in vivo ve in vitro olarak allerjik reaksiyonlari,
mast hiicrelerini etkileyerek baskiladig belirtilmistir (124).

Kafein, diabetik ratlarda oral glukoz toleransini iyilestirmis ve glukoziiriyi
distirmiustiir (125). Kahve tiiketimi ile Tip 2 diabet gelisme riskinin diistiigi
gosterilmistir (126).
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Viral hepatitle, alkol tiiketimiyle, kilo artis1 ve glukoz metabolizmasinin
zayiflamastyla olusabilecek karaciger hasari riskinin, 6zellikle kafein (giinde 2 kupa
kahve) ile azaldig1 gosterilmistir (127).

Uzun siire kafein uygulamasi (2-12 hafta) ratlarda karaciger glikojen
depolarin1 azaltmis, viicut yag agirligini ve serum leptin diizeylerini diisiirmiistiir
(128).

Kafeinin ratlarda, bazal lipolizi arttirdigi (129), nétrofil aktivitesini arttirarak,
stiperoksit tiretimine etkisi olmadan miyeloperoksidaz (MPO) enziminin salinmasini
stimiile ettigi diisiiniilmektedir (130).

Yiiksek doz kafein alinimi insanlarda ve ratlarda kan basincini yiikseltmis,
adrenalin salinmasini arttirmistir. Bu durum yetiskin populasyonda koroner kalp
hastalig1 riskini arttirmaktadir (131-133).

Kafein 10-20 mg/kg dozda, ratlarda dalakta ve timusta adenozin deaminaz
(ADA) aktivitesinde artmaya neden olmustur. Aktivite artis1 doz yiikseldik¢e devam
etmistir. Dalak ve timustaki ADA’nin yiikselmesi kafeinin immiinitede rol

oynadigini diisiindiirmektedir (134).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda agirliklart 300 gr ile 350 gr arasinda degisen toplam 32 adet,
erkek Wistar tiirii albino sican kullanildi. Tiim islemler, 1986 Uluslararasi Strazburg
Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesi sartlarina uygun olarak, Gaziosmanpasa
Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde, Etik
Kurul onay1 (2011 HADYEK 005) alinarak veteriner hekim kontroliinde
gerceklestirildi. Denekler; standart sican kafesleri i¢cinde, kemirgenlere 6zel standart

pellet yem ve su ile istedikleri kadar beslenen siganlardan se¢ildi.
Sicanlar basit randomizasyon ile 8’erli 4 gruba ayrildi.
Grup I, hasarsiz kontrol grubu olarak degerlendirildi,

Grup 11, 60 dk iskemi ve 2 saat reperfiizyona maruz birakildi deneyden 30 dk

once oral yolla 1 ml distile su verildi (Resim 1),

Grup 11, 60 dk iskemi ve 2 saat reperflizyona maruz birakildi ve bu gruptaki
sicanlara deneyden 30 dk once oral yolla 15 mg/kg kafein 1 ml distile suya

kanistirilip verildi,

Grup 1V, 60 dk iskemi ve 2 saat reperflizyona maruz birakildi ve bu gruptaki
sicanlara deneyden 30 dk once oral yolla 45 mg/kg kafein 1 ml distile suya

karistirilip verildi.

Resim 1: Siganlara oral distile su ve kafein uygulamasi
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Kafein deney giinli hazirlanip, 2 gruptaki sicanlara 15 mg/kg ve 45 mg/kg
dozdan uygulandi. Deney yapilan biitiin hayvanlar 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
xylazin ile uyutulduktan sonra kan ve bobrek dokusu érnekleri alindi. Grup II-111 ve

IV’te bobreklere uygulanan iskemi-reperfiizyon hasari; steril povidon iyodiir ile sigan

supin pozisyonda operasyon sahasi temizligi yapildiktan sonra midabdominal ( karin

orta hatt1 ) insizyon yapilip, sag bobrege ulasilarak nefrektomi uygulandi (Resim 2).

Resim 2: Sag bobrek nefrektomi uygulamasi

Sag bobrek nefrektomisi sonrasi sol bobrege ulasilarak, hilus seviyesinde

klemplendi. 60 dk boyunca klempli bobrek iskemiye maruz birakildi ( iskemi; renk

(Resim 3).

degisimi ve pulsasyon yoklugu ile izlendi ). 60 dk sonra klemp ¢ikarilip 2 saat
reperfiizyon uygulandi ( reperflizyon; renk degisimi ve pulsasyon varligi ile izlendi)

\

\\

= U\

\

Resim 3: Sol bobregin iskemi baslangicinda ve sonunda ki goriintiisii
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Deney sirasinda meydana gelebilecek dehidratasyona bagli sivi kaybini
Oonleme amaciyla 10 ml steril serum fizyolojik ile 1slatilmis spangla hayvanlarin
operasyon sahasi ortiildii. Kafein 45 mg/kg verilen gruptaki siganlardan biri deney
sirasinda anesteziye bagli olarak kaybedildi. 2 saatlik reperfiizyon sonrasinda
hayvanlardan kan alinarak hayvanlar eksanguinasyon yontemi ile feda edildi ve
bobrek dokulart alindi. Alinan Ornekler ¢aligma i¢in en kisa siirede biyokimya
laboratuaria ulastirildi. Ulagtirilan 6rneklerden kanlar, serumlar1 ayrilip bobrek
doku ornekleriyle beraber ¢alisma zamanina kadar —80 derecede muhafaza edildi.
Serumlardan ve bobrek dokusu homojenizasyonu sonucu elde edilen
homojenatlardan antioksidan parametreler malondialdehit (MDA), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), protein karbonil
(PC) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri ¢alisildi.

Serumlardan ayrica bobrek fonksiyon testlerinin ( BUN, kreatinin ve sistatin

C) diizeyleride calisildu.

3.1. Biyokimyasal inceleme

Bobrek Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Bobrek doku ornekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI (pH=7.4) tamponda,

buz icinde, sogukta homojenize edilmistir (135). Hazirlanan homojenatlarin bir
kismindan malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve protein karbonil (PC)
diizeyleri tayin edilmistir. Homojenatlarin geri kalan kismi, sogutmali santrifiijde + 4
°C’de 3.500 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Ayrilan
stipernatantlardan katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ve doku protein
diizeyi tayini yapilmstir.

Stiper oksit dismutaz (SOD) aktivitesini tayin etmek icin kalan siipernatant,
kloroform/etanol karigimi ile 1/1 (v/v) oraninda muamele edilip, 3500 rpm’de
+4°C’de 40 dakika santrifiij edilmistir. Ustte olusan etanol fazindan almarak protein

ve SOD enzim aktivite tayini yapildi (136).
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3.1.1. Doku Protein Diizeyi Ol¢iimii

Protein diizeylerinin 6l¢timii Lowry yontemi ile yapildi (137). Bakir-protein
kompleksi alkali ¢ozeltide olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-
Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk olusur. Olusan rengin
koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Folin reaktifinin
ilavesinde dikkat edilmesi gerekenler; Bu reaktif sadece asit ortamda dayaniklidir,
fakat bahsedilen bu rediikleme ise pH 10’da olusmaktadir. Bu sebeple folin reaktifi
hizl1 bir sekilde alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilmeli ve karistirilmalidir. Bu

uygulama ile Folin reaktifi parcalanmadan 6nce rediiklenme olay1 gerceklesir

Kimyasallar
Na,CO3; NaOH, CuSO,, Folin ciocalteu’s fenol reaktifi, Bovine serum

albumin

Olciim yontemi

Standart grafigi elde etmek i¢in konsantrasyonunu bildigimiz Bovine serum
albuminden hazirlanmig cozeltiler kullanildi “Optik dansite (OD) mg/ml protein
konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu. 0,01 mL
numune Ornek tiiplerine alindi1 ve lizerlerine 0,49 mL distile su ilave edildi. Kor
tiiptine ise 0,5 mL distile su konuldu. Kimyasallarla elde ettigimiz 6l¢iim reaktifi 2,5
mL olarak deney tiiplerine dagitildi. Alt st edilerek karistirilan tiipler 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi deney tiiplerine 0,25 mL hazirlanan Folin
ciocalteu’s fenol reaktifi ilave edilip 30 dakika oda 1s1sinda inkiibasyona alind1. Siire

sonunda standart ve numuneler kore karst 700 nm’de okundu.

Hesaplama
Protein (mg/ml) = grafikten okunan deger x faktor

F (faktor) = standart hacmi (0,5 ml)/ numune hacmi (0,010 ml) = 50
Not: Faktor, kullanilan numune miktarina gore degisir. Numunenin miktar

degisikligi distile su hacmi ile ters orantili olarak tiipe pipetlenir.
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3.1.2. Doku ve Serum Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olciilmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi diizeyi, Sun ve arkadaglarinin yontemi
ile Durak ve arkadaglarmin yapmis oldugu modifikasyona gore tespit edildi
(136,138). Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Meydana
gelen stiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Olusan
kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin bulunmadig1 ortamda bu
indirgenme  meydana gelip mavi-mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD
bulundugunda ise NBT indirgenmesi gergeklesmeyip mavi-mor renk meydana
gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak acik renk olusmaktadir.

Enzimin % inhibisyonu = (Absys: — AbShum) / Absis: X 100

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Kimyasallar
150 umol/L NBT, 0,3 mmol/L xanthine, 0,6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu), 400

mmol/L Na,COgs, | g/L bovine serum albumin, xanthine oxidase (XO), 2 M
(NH4)2804, 0,8 mmol/L CUC|2

Olciim vontemi

Kimyasallar kullanilarak hazirlanan 6l¢tim reaktifinden 2,85 mL deney
tiiplerine alind1. Uzerlerine 0,1 mL numunelerin ekstraklarindan ilave edildi. Kor
tiipiine ekstrak yerine 0,1 mL distile su konuldu. Elde edilen tiim karisimlarin {izerine
0,05 mL ksantin oksidaz ilave edilip, hizl1 bir sekilde alt tist edilerek karistirildi ve
oda 1sisnda 20 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere stop
soliisyonu olarak 0,1 mL bakir kloriir eklendi ve numunelerin kore karst 560 nm’de

absorbanslar1 okundu.

Hesaplama
% Inhibisyon = [(Absorbans kér {K} - Absorbans Ornek {O})] /K x 100

% 50’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in
Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 /0,1)]  ml.
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U/ml = [(K-O) /K ] x 20 x 5 (sulandirma faktorii)
Spesifik aktivite (U/ mg protein) = [U/mL / mg/ml protein]

3.1.3. Doku ve Serum Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon Peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin yontemine gore
ol¢iildii (139). GSH-Px ortamda hidrojen peroksit bulundugunda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalizler. GSH-Px’in hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’Im NADP’ye
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans seviyesinde meydana gelen azalmanin 340

nm’de okunmasiyla hesaplanir.

LOOH +2GSH —23HPX_o | OH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H+ —SSHR__ >GsH + NADP*

Enzim Unitesi: NADPH’1n birim zamanda okside olan mikromol miktaridir.

Kimyasallar
150 mM rediikte GSH, GSH-Rediiktaz, 8 mM NADPH, 1 M NaNj3 (Sodyum

azid), 50 mM H,0,, fosfat tamponu (pH = 7,50 mM), 3,2 M (NH,4),S0,4

Olciim vontemi

Hazirlanan deney tiiplerine; 2,650 mL EDTA’1 fosfat tamponu,
0,1 mL rediikte GSH,
0,1 mL NADPH,
0,01 mL GSH-Rediiktaz,
0,01 mL NaNjs,
0,02 mL numune
Karisimlar1 hazirlanarak 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi deney tiiplerine
0,1 mL hidrojen peroksit ilave edilip 5 dakika boyunca dalga boyu 340 nm’ye

ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin absorbans degerleri kaydedildi. Aktivite
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azalisinin lineer oldugu absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap

yapildi.

Hesaplama
IU/L = [(DA/)/6,22 x 10°] x (1 /0,02)
Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

3.1.4. Doku Katalaz (CAT) Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi Aebi yontemine gore galisildi (140). 240 nm’de hidrojen
peroksit maksimum absorbans verir. Deney ortamima eklenen H,0, Kkatalaz
araciligiyla su ve oksijene parcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda
absorbans azalmasi olarak gostermektedir. CAT enziminin aktivitesi ile

absorbanstaki bu azalma dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir.

Katalaz

H,O, —— = 2H,0 + 0O,

Kimyasallar
Fosfat tamponu (pH 7,50 mM) ve absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile

ayarlanmig olan H,0,’li fosfat tamponu

Olciim yontemi

240 nm dalga boyunda, fosfat tamponuna gore sifirlanan kore karsi Hj0;
cozeltisi 0,500’e ayarlandi. Kor tliptine alinan 2,99 ml fosfat tamponu tizerine 0,01
mL H,0, ¢ozeltisi eklenerek kor olusturuldu. Okutulacak numune tiiplerinede 2,99
mL H,0, ¢ozeltisi ve tlizerine 0,01 mL numune eklenmesi ile absorbans azalmasi her
15 sn’de bir defa olmak iizere 2 dakika siire ile kaydedildi. 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin degerleri hesaplamada esas alindi.

Hesaplama
k= {[2,3 x log (OD1/ ODy)] /1t (sn)} k/mg protein = k / [(mg/ml protein) x 1000]
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3.1.5. Doku ve Serum Nitrik Oksit (NO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Endojen olarak, viicutta {iretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
miktari, pek ¢ok ¢alismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir (141). Bunun sebebi
nitrik oksitin, tretildigi bolgede saniyeler i¢cinde okside olarak once nitrite (NO3)
daha sonrada nitrata (NO3) doniismesidir. Bununla birlikte proteinden zengin
homojenat, serum ve plazma gibi sivilarda spesifik olmayan reaksiyonlar
gerceklesebileceginden, Griess reaksiyonu ile Olglimlerde belli bazi sikintilar
yasanmaktadir. Bu nedenle biz nonspesifik reaksiyonlari engelleyebilmek igin
numuneleri dnce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat diizeylerini tayin ettik
(142). Numunelerin nitrit ve nitrat miktarlar1 deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlendi (143). Total nitrit (nitrit+nitrat) diizeyi modifiye kadmiyum
rediiksiyon metodu ile tespit edildi. Bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri pH 9,7
glisin tamponunda deproteinize numune siipernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyona
birakilarak nitratin rediiksiyonu saglandi. Uretilen nitrit diizeyi; siilfanilamid ve buna
bagli N-naftiletilen diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe

bir rengin 545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi

Nitrit Standartlarinin hazirlanmasi

0,1 mol/L NaNO; (sodyum nitrit) stok soliisyon olup oda isisinda 9 ay
boyunca kararlidir. Standart soliisyonundan degisik oranlarda diliisyon yapilarak

standart egri cizildi.

Kimyasallar

Calisma reaktifi; pH 9,7 Glisin-NaOH tamponu, Kadmiyurn grantilleri (Cd),
N-naftiletilen diamine (NNDA), siilfanilamid, 5 mmol/L CuSQOy, 0,1 mol/L H,SO4
standart soliisyonu (0,1 mol/L NaN0,, 10 mmol/L Na;B4Oy i¢inde ¢oziiliir.)

Kadmiyvumlarin aktiflestirilmesi

Kadmiyumlar, 20 mililitrelik plastik tiiplere (agz1 kapatilan) 2,5-3 gr olarak
dagitilir. Kadmiyum graniilleri 3 kez deiyonize su ile yikanir. CuS04 soliisyonu

icinde 1-2 dakika bekletilir ve sollisyon tekrar siiziilerek dokiilir. 3 kez glisin
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tamponu ile yikanir. Bu islemler sonrasi aktiflesen graniiller 10 dk iginde kullanilir.
Graniiller kullanim sonrasi hemen distile su ile yikanir ve siilfirik asit (HSOy)

sollisyonu i¢inde en az bir giin saklanur.

Olciim Yontemi

Deproteinizasyon islem uygulamasi: 250 uL numune + 1 mL ZnS04 (75
mmol/L) karisimi vortekslenir. Uzerine 1,250 mL NaOH (55 mmol/L) ilave edilip
tekrar vortekslenir ve 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Elde edilen siipernatant

numune olarak kullanilir.

Glisin tamponu ile yikanmis aktif graniil tiiplerinin {izerine 1 mL glisin
tamponu ilave edilir. Uzerine 1 mL deproteinize numune konur ve 2 mL distile su
eklenir. Oda 1sisinda 90 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda ayr1 bir tiipe, 2
mL alinip tlizerine 2,5 ml distile su ve 1 mL siilfanilamid, 1 mL NNDA ilave edilerek
1 saat inkiibe edilir. ikinci inkiibasyon periyodu sonrasinda 545 nm’de kore karsi
okunur. Elde edilen veriler NO metabolitlerinin toplam konsantrasyonunu

gostermektedir ve pumol/L ile pmol/g yas doku olarak ifade edilir.

3.1.6. Doku ve Serum Lipid Peroksit (LPO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son iriinii olan malondialdehit (MDA),
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 90 °C’de reaksiyona girer ve pembe renkli kromojen
olusturur. MDA diizeyinin tayini olusan pembe renkli bilesigin 532 nm’de

spektrofotometrik olarak Sl¢limii esasina dayanir (144).

Kimyasallar
%10’luk Trisiklik asetik asit (TCA), % 0,675’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA),

Stok standart soliisyonu (1,1,3,3 tetra metoksipropan)

Olciim Yontemi

Kapakli cam deney tiiplerine 2,5 ml %10’luk TCA konuldu, {izerlerine 0,5 ml
numune eklenerek vorteksle karistirildi. Elde edilen karisimlarin agizlar kapatilarak
90 °C’de 15 dakika inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonrasi soguk su altinda sogutulan

numuneler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasi elde edilen
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siipernatantlardan 2 ml ayr tiiplere aktarildi, bunlarin iizerlerine % 0,675’lik TBA
ilave edildi ve tekrar 90 °C’de 15 dakika inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonras1 tekrar
soguk su altinda sogutulan numuneler, 532 nm’de kore kars1 absorbanslar1 okutuldu.

Kor tiipline de numune yerine 0,5 ml distile su konularak ayni islemler yapildi.

Hesaplama

MDA (nmol/ g.yas doku) = (Ornek OD/Standart OD) x Standart Konsantrasyonu

3.1.7. Doku ve Serum Protein Karbonil ( PC) Diizeylerinin Ol¢iimii

Protein karbonil grubu diizeyleri, protein karbonil gruplarinin 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile reaksiyonu sonucu 2,4-dinitrofenilhidrazon olusmasi
prensibine dayanarak spektrofotometrik olarak (370 nm) analiz edilerek Slgtilmiistiir
(145).

Protein-C=0 —— Protein-HCH-OH

Protein-C=N-Protein —— Protein-HCH-NH-Protein

Kimyasallar
%20 TCA, 2M HCI, 10mM 2,4 DNPH (2M HCI’de hazirland1), Etanol/Etil

asetat (1/1), 100 mM NaOH

Olciim Yontemi

1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine alinan 0,5 mL numunelerin {izerine 0,5 mL
%20’lik TCA eklendi ve vorteksle karistirildi. Elde edilen karisim 11000 rpm’de 10
dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatantlar dikkatlice dokiilerek
pelletlerinden ayrildi. Kalan pelletlerin  her birinin {izerine 10mM 24
dinitrofenilhidrazin (2M HCl’de hazirlandi) ilave edildi ve oda 1sisinda 1 saat
bekletildi. Bu siire igerisinde, her 10-15 dk’da bir numuneler vorteksle karistirildi.

Stire sonunda numunelerin tizerine 0,5 mL %20’lik TCA ilave edildi ve vorteksle
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karistirildi. Karigtirma islemi sonrast 11000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlar pelletlerinden dikkatli bir sekilde ayrildi. Kalan pelletlerin {izerine 1
mL etanol-etil asetat eklenip vorteks cihazi ile karistirildi ve 10 dk. beklendi, siire
sonrast 11000 rpm 3 dk santrifiij edildi. Etanol-etil asetat basamagi numunelere 3
kere tekrar edildi. Bu basamak sonrasi elde edilen siipernatant pelletinden ayrildi ve
tizerine 0,9 mL 100 mM NaOH ilave edilip 15 dk 37 °C’de ¢alkalayicida ¢ozdiirtildii.
Coziinme islemi sonrasi, ¢géziinmeyenleri ¢oktiirmek igin 11000 rpm’de 5 dK santrifiij

uygulanip, 370 nm’de numuneler kore karsi okundu.

Hesaplama

Protein karbonil diizeyleri nmol/ml olarak hesaplandi. Hesaplamalar sirasinda
2,4-dinitrofenilhidrazin i¢in 370 nm’de molar absorbsiyon katsayisi s = 22000 M™
cm™? alindi. Doku &rnekleri igin bu sonuglar Lowry metoduyla 6lgiilen protein

miktarlar1 kullanilarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.
Karbonil (M)=[(AbsN- AbsC)/22000 M cm™]x(16x10°)

Protein karbonil (nmol/mg protein)=Karbonil (nmol/ml)/Protein (mg/ml)

(Doku 6rneklerinin hesabi i¢in)

3.1.8. Serum BUN, Kreatinin, Sistatin-C Diizeyi Ol¢iimii

Numunelerden 6lgiilen BUN (Ure), kreatinin ve sistatin-C parametreleri
Roche cobas €6000 otoanalizér cihazinda calisilmustir. Olgiilen parametrelerin

calisma prensipleri ise;
BUN: Ureaz ve glutamat dehidrogenaz ile kinetik test (146-149).

Kreatinin: Kinetik kolorimetrik test Jaffe yontemine dayanmaktadir (150-
152).

Sistatin-C: Partikiil yiizeyi genisletilmis immiinotiirbidimetrik test yontemi
(153).
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istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) for Windows 15 programi ile yapildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel degerlendirme One-way ANOVA testi ve sonrasinda Post-hoc LSD testi

kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel analizlerde p< 0.05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.

40



4. BULGULAR

4.1. Doku (Bobrek) SOD Diizeyleri

Bobrek dokusu SOD aktivitesi, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli
gruplarda kontrole gore artmis olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi

goriilmemistir.

Bobrek dokusu SOD aktivitesi i¢in kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Iskemi-reperfiizyon grubunu kafein gruplart ile karsilastirdigimizda

aralarinda 6nemli istatistiksel olarak fark bulunmamistir.

Kafein 15 mg ile Kafein 45 mg gruplari arasinda da anlamli istatistiksel fark

tespit edilmemistir (Tablo 6).

Tablo 6: Doku SOD Aktivitesi (Ortalamazstandart hata )

0,006+0,001

0,021+0,004 8
0,023+0,004 8
0,020+0,007 7

4.2. Doku (Bobrek) GSH-Px Diizeyleri:

Bobrek dokusu GSH-Px aktivitesi, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli
gruplarda kontrole gore artmis olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi

gorilmemistir.

Bobrek dokusu GSH-Px aktivitesi i¢in kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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Bobrek dokusu GSH-Px aktivitesi i¢in iskemi-reperfiizyon grubu ile kafeinli

gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Kafein 15mg grubunu Kafein 45mg grubu ile karsilastirdigimizda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (Tablo 7).

Tablo 7: Doku GSH-Px Aktivitesi (Ortalamazstandart hata )

1,927+0,474 8
4,091+0,766 8
4,295+0,518 8
3,901+0,738 7

4.3. Doku (Bobrek) Katalaz Diizeyleri:

Bobrek dokusu katalaz aktivitesi iskemi-reperfiizyon ve kafeinli gruplarda
kontrole gore artmis olarak bulundu, ancak sadece yiiksek doz kafeinli gruptaki

aktivite artiginin anlamli oldugu goriilmustiir (Grafik 1).

Bobrek dokusu Katalaz aktivitesi igin kontrol grubu ile iskemi-reperfiizyon ve
Kafein 15 mg gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmamustir. Kontrol grubunun Kafein 45 mg grubu ile karsilastirilmasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Iskemi-reperfiizyon grubunun kafeinli gruplarla karsilastirilmasinda Kafein
15 mg grubu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Kafein 45
mg grubu ile karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(p<0,05).

Kafein 15 mg grubu ile Kafein 45 mg grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 8).
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Tablo 8: Doku Katalaz Aktivitesi Diizeyleri (Ortalamazstandart hata )

0,501+0,111

0,625+0,120 8
0,540+0,190 8
0,877+0,203 7
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Grafik 1: Doku Katalaz Enzim Diizeyleri

4.4. Doku (Bobrek) NO Diizeyleri:

Bobrek dokusu NO diizeyleri iskemi-reperflizyon ve kafeinli gruplarda
kontrole gore artmig olarak bulundu, ancak sadece iskemi-reperfiizyon grubundaki

aktivite artisinin anlamli oldugu goriilmistiir.

Bobrek dokusu NO diizeyleri i¢in kontrol grubu ile kafeinli gruplar
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Kontrol
grubunun iskemi-reperfiizyon grubu ile karsilastirilmasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Iskemi-reperfiizyon  grubunun kafeinli gruplarla  karsilastirilmasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.
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Kafein 15 mg grubu ile Kafein 45 mg grubu karsilastirilmasinda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir (Tablo 9).

Tablo 9: Doku NO Diizeyleri (Ortalamazstandart hata )

2,309+0,373

2,887+0,660 8
2,455+0,511 8
2,656+0,537 7

4.5. Doku (Bobrek) MDA Diizeyleri:

Bobrek dokusu MDA diizeyleri iskemi-reperfiizyon ve Kafeinli gruplarda
kontrole gore artmis olarak bulundu, ancak sadece iskemi-reperfiizyon grubundaki

aktivite artiginin anlamli oldugu goriilmustiir (Grafik 2).

Bobrek dokusu MDA diizeyleri i¢in kontrol grubu ile kafeinli gruplar
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Kontrol
grubunun iskemi-reperfiizyon grubu ile karsilastirilmasinda istatistiksel olarak

anlaml1 fark bulunmustur (p<0,005).

Iskemi-reperfiizyon  grubunun kafeinli gruplarla karsilastiriimasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,005).

Kafein 15 mg grubu ile Kafein 45 mg grubu karsilastirilmasinda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (Tablo 10).
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Tablo 10: Doku MDA Diizeyleri (Ortalamatstandart hata )

0,033+0,006

0,089+0,044 8
0,056+0,017 8
0,054+0,016 7
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Grafik 2: Doku MDA Diizeyleri

4.6. Doku (Bobrek) PC Diizeyleri:

Bobrek dokusu PC diizeyleri, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli gruplarda
kontrole gore yliksek olarak bulunmustur (Grafik 3).

Bobrek dokusu PC diizeyleri i¢in kontrol grubu ile iskemi-reperfiizyon ve
Kafein 15 mg gruplar1 karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol grubunun Kafein 45 mg grubu ile karsilastirilmasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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Iskemi-reperfiizyon grubunu kafein gruplar ile karsilastirdigimizda, Kafein
15 mg grubu ile aralarinda anlamli istatistiksel fark bulunmamistir. Kafein 45 mg

grubu ile karsilastirmasinda anlamli istatistiksel fark bulunmustur (p<0,05).

Kafein 15 mg ile Kafein 45 mg gruplar arasindada anlamli istatistiksel fark
tespit edilmemistir (Tablo 11).

Tablo 11: Doku PC Diizeyleri (Ortalamasstandart hata )

5,509+1,205

6,249+0,707 8
6,703+1,150 8
7,814+1,752 7
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Grafik 3: Doku PC Diizeyleri

4.7. Serum SOD Diizeyleri:

Serum SOD aktivitesi, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli gruplarda
kontrole gore artmig olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi

goriilmemistir.
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Serum SOD aktivitesi i¢in kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Iskemi-reperfiizyon grubunu kafein gruplart ile karsilastirdigimizda

aralarinda 6nemli istatistiksel olarak fark bulunmamustir.

Kafein 15 mg ile Kafein 45 mg gruplar1 arasindada anlamli istatistiksel fark

tespit edilmemistir (Tablo 12).

Tablo 12: Serum SOD Aktivitesi (Ortalamazstandart hata )

1,516+0,426

3,461+0,145 8
3,605+0,198 8
3,379+0,151 7

4.8. Serum GSH-Px Diizeyleri:

Serum GSH-Px aktivitesi, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli gruplarda
kontrole gore artmis olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi

goriilmistiir (Grafik 4).

Serum GSH-Px aktivitesi i¢in kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Serum GSH-Px aktivitesi icin iskemi-reperflizyon grubu ile kafeinli gruplar

karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Kafein 15mg grubunu Kafein 45mg grubu ile karsilastirdigimizda aralarinda
(p<0,05) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 13).
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Tablo 13: Serum GSH-Px Aktivitesi (Ortalamazstandart hata )

0,701+0,198

1,171+0,161 8
1,220+0,286 8
0,998+0,129 7
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Grafik 4: Serum GSH-Px Aktivitesi

4.9. Serum NO Diizeyleri:

Serum NO diizeyleri iskemi-reperfiizyon ve kafeinli gruplarda kontrole gore
yiiksek olarak bulunmus, artigin kafeinli gruplarda dozla ilgisi goriilmiistiir (Grafik
5).

Serum NO diizeyleri i¢in kontrol grubu ile diger 3 grubun
karsilagtirilmasinda, iskemi reperfiizyon grubu ile aralarinda anlamli istatistiksel fark
bulunmamistir. Kafeinli gruplarin karsilagtirilmasinda ise istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmustur (p<0,05).

Iskemi-reperfiizyon  grubunun kafeinli gruplarla karsilastirilmasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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Kafein 15 mg grubu ile Kafein 45 mg grubu karsilastirilmasinda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 14).

Tablo 14: Serum NO Diizeyleri (Ortalamasstandart hata )

0,093+0,009

0,112+0,015 8
0,138+0,019 8
0,179+0,038 7
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Grafik 5: Serum NO Diizeyleri

4.10. Serum MDA Diizeyleri:

Serum MDA diizeyleri, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli gruplarda
kontrole gore artmig olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi

gorilmemistir.

Serum MDA diizeyleri i¢in kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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Iskemi-reperfiizyon grubunu kafein gruplar1 ile karsilastirdigimizda

aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamastir.

Kafein 15 mg ile Kafein 45 mg gruplar1 arasindada anlamli istatistiksel fark

tespit edilmemistir (Tablo 15).

Tablo 15: Serum MDA Diizeyi (Ortalamasstandart hata )

2,391+0,591

3,727+0,217 8
3,874+0,355 8
3,683+0,156 7

4.11. Serum PC Diizeyleri:

Serum PC diizeyleri, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli gruplarda kontrole

gore yiiksek olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi goriilmemistir.

Serum PC diizeyleri igin kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamastir.

Iskemi-reperfiizyon grubunu kafein gruplar1 ile karsilastirdigimizda

aralarinda istatistiksel olarak dnemli fark bulunmamustir.

Kafein 15 mg ile Kafein 45 mg gruplar arasindada anlamli istatistiksel fark
tespit edilmemistir (Tablo 16).
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Tablo 16: Serum PC Diizeyi (Ortalamazstandart hata )

0,752+0,137

0,840+0,329 8
0,832+0,252 8
0,775+0,333 7

4.12. Serum BUN, Kreatinin, Sistatin C Diizeyleri:

Serum BUN ve sistatin C diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunmadi.

Serum kreatinin diizeyleri, iskemi-reperfiizyon grubu ve kafeinli gruplarda
kontrole gore yiiksek olarak bulunmus, artisin kafeinli gruplarda dozla ilgisi
goriilmustiir (Grafik 6).

Serum kreatinin diizeyi ic¢in kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).

Iskemi-reperfiizyon grubunu kafein gruplar1 ile karsilastirdigimizda

aralarinda istatistiksel olarak onemli fark bulunmamustir.

Kafein 15 mg grubu ile Kafein 45 mg grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 17).

Tablo 17: Serum Kreatinin Diizeyleri (Ortalama+standart hata )

0,305+0,030

0,950+0,103 8
0,967+0,086 8
0,871+0,056 7
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5. TARTISMA

Iskemi ve reperfiizyon, organ ve dokularda hasara sebep olur. Iskemi, organ
ve dokularin yagamasi ve normal fizyolojik islevlerini devam ettirmesi i¢in gerekli
olan oksijenin alimmasini engeller. Oksijenlenmis kanin hizli bir sekilde iskemik
dokulara geri doniisii (reperfiizyonu) iskemik hiicre 6liimiine engel olmaktadir, ancak
reperfiizyonun kendisi de hiicre hasar1 ve 6liimiine katkida bulunur (8,9). Iskemik
hasara oksijen yoklugu (hipoksi) sebep olurken reperfiizyon hasarina ise oksijenin
geri donmesi sebep olmaktadir (10).

Bobrek iskemisinin olugsmasindaki asil etken bobrek kan akimindaki belirgin
azalmadir. Bu durum pre-renal erken bdbrek yetmezliginde, bobrek arter
embolizminde, trombozunda, aterosklerozise bagli olarak gelisebilir (31,32). Bobrek
cerrahisi ve vaskiiler cerrahi gibi prosediirlerde bobrek iskemisi gelismesine sebep
olabilirler (33,34).

Hiicresel diizeyde incelendiginde bobrek iskemisi proksimal tiibiillerden su,
iyon ve makromolekiillerin taginmasinda esas enerji kaynagi olan ATP’nin
azalmasma ve Na+K+ATPaz pompasinin iglevini yitirmesine yol acar. Bu durum
hiicre i¢inde sodyum iyonlarinin artmasina ve hiicre i¢i asiri su birikimi ile hiicrenin
sismesi ve Oliimiine sebep olmaktadir (35,36). Siiperoksit ve hidroksil benzeri reaktif
oksijen radikallerinin olugsmasi ve/veya antioksidan savunma mekanizmalarindaki
yetersizlik oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres bobrek iskemi
reperfiizyon hasarmin gerceklesmesinde onemli bir yer tutmaktadir (41). Bircok
calismada bobrek iskemi reperflizyon hasari sirasinda fazla miktarda reaktif oksijen
radikalinin ortamda bulundugu, biyokimyasal ve immunohistokimyasal yontemlerle
gosterilmistir (42,43,44). ROR’a bagli olarak bobrekte erken tiibiiler nekroz meydana
gelmektedir. Iskemi reperfiizyon hasari esnasinda olusan ROR hedef hiicrelerde
direkt etkiyle hasara neden olmaktadir (46). Ayrica ROR’un sinyal transdiiksiyon
molekiilii gibi davranarak gen transkripsiyonunu regiile edip, transkripsiyon
faktorlerini aktive edebildigide anlasilmistir (47,48,49).

Bobrek I-R deneyi yapilan bazi calismalarda, CAPE (Caffeic acid phenethyl
ester), PGE; (Prostoglandin E;), N-asetilsistein gibi maddelerin oksidan-antioksidan
sistem tizerine etkileri arastirllmistir (154,155,156,157). Biz de c¢alismamizda,

kafeinin bobrekteki bu sistem iizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.
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Insan saglig: iizerindeki etkileri incelenen Kafeinin; diiiretik, metabolik hiz1
arttirici, kas ve sinirleri uyarict ve mide salgisin1 uyarict etki yaptigi, orta diizeyde
alinan kafeinin (200-300mg) uyusukluk ve zihin yorgunlugunu giderici, istah arttirici
etkisi oldugu gosterilmistir. Kafeinin insanda tolerans ve fiziksel bagimlilik
olusturabildigi, pekistirici oldugu, bu kisilerde kafeinin kesilmesinin, kendini
basagrisi, zihinsel konsantrasyonun azalmasi, irritabilite, disfori ve anksiyete ile belli
eden hafif bir yoksunluk sendromuna neden oldugu gorilmiistiir (4,5).

Ayrica kafeinin yikim {iriinleri olan teobromin ve ksantinin, antioksidan ve
prooksidan Ozellikte olduklari, antioksidan olan iirik asit ile yapisal benzerlik
gosterdikleri bulunmustur (109). Oral yolla alimindan sonra kafeinin %99’u
gastrointestinal sistemden emilerek 30-120 dakika i¢inde plazmada en yiiksek
konsantrasyonuna ulasir (110). Kafeinin yar1 6mrii insanlarda 2,5-6 saat arasinda
degismekle birlikte, fare ve sicanlarda bu siirenin 0,7-1,2 saat oldugu, fetus ve
yenidogan doneminde, kafeinin demetilasyonu i¢in gerekli enzimlerin noksan olmasi
sebebiyle kafeinin yar1 dmriiniin yaklasik 32-149 saat kadar oldugu bildirilmektedir
(111,112).

Kafein, baslica CYP1A; tarafindan yikima ugrar, fakat ksantin oksidaz ve N-
asetiltransferazin’da (NAT-2) substratidir (115). Kafein, etkisini A; ve Ag,
reseptOrleri tlizerinden gosterir ve segici olmayan bir sekilde her iki reseptorii
antagonize eder (106). Adenozin reseptorlerinin kafein tarafindan inhibe edilmesi;
algilama ve davramisa yonelik etkilerin olusumu ile iliskili dopamin, asetilkolin,
norepinefrin, seratonin, glutamat, gamma-aminobiitirik asit ve noropeptidlerin
salinimint etkiler (105).

Metilksantinler, adenin, guanin, {irik asit, hipoksantin gibi piirinlerin kimyasal
yapist ile benzerlik gostermektedirler. Bu kimyasal benzerlik, biyokimyasal
diizenleyici olan cAMP ile etkilesime girmeleri bakimindan énemlidir (116).

Kafeinin, uzun siire kullaniminin katekolamin seviyelerini ve plazma renin
aktivitesini yiikseltip, bobrek fonksiyonlarmin bozulmasina yol agarak renin
konsantrasyonlarini arttirdigi sdylenmektedir. Sonug olarak kreatinin klirensi diiser,
tiriner protein atilimi artar (118,119). Kafein, teobromin ile teofilin su ve sodyumun
bobreklerden atilimini arttirir. Diiiretik etkinligi en giiglii olan teofilindir. Diiiretik

etki, sodyum ile suyun tiibiillerden geri emilimini inhibe etmesine ve glomeriiler
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filtrasyon hizinin artisina baglidir. Ditiretik etkiye karsi, uzun siireli kullanimi
takiben tolerans gelisir (106). Kafeinin agir1 tiiketimi, bobrekte kalsiyum oksalat tasi
olusumunu arttirabilir (121).

Yapilan arastirmalarda kafeinin, radyasyon ve diger ajanlar tarafindan
arttirllmis hasara kars1 6nemli derecede koruma sagladigi, 2 mM kafeinin radyasyon
Oncesi ya da sonrast neredeyse tamamen hiicrelerde radyasyonla indiiklenen
apoptosisi engelledigi belirtilmistir. Cok diisiik konsantrasyonlarda dahi kafeinin rat
karaciger mikrozomlarinda lipid peroksidasyonunu azalttigi ve antioksidan olarak
reaktif oksijen radikalleri tarafindan olusturulmus hasara karsi membranlari

korudugu belirtilmistir (158,159).

Oral yolla alinan kafeinin, farelerde timor baskilayict genleri (p53 dahil)
diizenledigi gosterilmistir. Bununla birlikte kafeinin, mutasyonu hem baskilayic1 hem
de arttirict etkisi belirtilmistir. Kafeinin antioksidan olarak, DNA kiriklarini ve
hidroksil radikallerini inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica kafein ve yikim iiriinleri olan
ksantin ve teobrominin yiiksek bakir konsantrasyonlarinda, bakir iyonlarina baglanip,
Cu(IDmin Cu(l)'e doniismesini azaltarak, prooksidan Ozellik gosterip, oksijen
radikallerine Onciiliik ettigi diisiniilmektedir (160).

Igme sularma akut dozlarda (5-15 mg/kg) kafein eklenen farelerin, kemik
iliginde gama 1sinlariyla indiiklenen kromozomal hasarin 6nemli derecede ve hizlh
bir sekilde diistiigli bulunmustur. Baz1 kanserli vakalarda 2 kupa/giin kahve igmenin
ciddi gecikmis radyasyonla indiiklenen toksisiteyi azalttig1 belirtilmistir. Bununla
birlikte kafeinin biyokimyasal etkilerinden olan, kimyasal ve UVB ile indiiklenen

karsinogenezden korumasi 6nemle vurgulanmistir (161).

Serbest radikallere bagl hiicre hasarindaki en 6nemli mekanizmalardan biri
lipid peroksidasyonudur. MDA lipid peroksidasyonu son iiriinlerinden olup oldukg¢a
zararli bir maddedir, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin bozulmasi ve DNA bazlariyla reaksiyona
girerek mutajenik karakter kazanmasi gibi pek ¢ok olumsuz etkiye sebep olur (162).
Protein oksidasyonuda, lipit peroksidasyonuna benzer sekilde serbest radikal zincir
reaksiyonlar1 seklinde gelismektedir. Protein oksidasyonu, reaktif oksijen radikalleri

ile direkt olarak veya oksidatif stresin sekonder iiriinleri ile reaksiyonu sonucu

55



indirek olarak indiikklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak
tanimlanmaktadir (163). Protein oksidasyonu ig¢in genel bir belirte¢ yoktur. Ancak,
protein karbonil gruplar1 oksidatif indiiklii hiicre hasarinin en genel belirteci olarak

kabul edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir (163,164).

Lipid peroksidasyonu ve kafein arasindaki iliskiyi arastiran calismalarin bir
kisminda, kafein uygulamasiyla serum, bobrek, kalp, karaciger, beyin, gibi degisik
dokularda MDA'nin 6nemli derecede distiigii (158,161,165,166) belirtilmis, ancak
yapilan arastirmalarin bir kisminda ise ozellikle beyin dokusu ve karacigerde
MDA nin yiikseldigi gosterilmistir (167,168).

Intraperitoneal yiiksek doz (100-150 mg/kg) kafein verilen, deneysel kafa
travmast olusturulmus ratlarda, kafeinin kortekste doza bagimli olarak, lipid
peroksidasyonunu arttirdigi ve oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir (167).

Yapilan bir ¢alismada kafeinin beyinde L-arginin metabolizmasini etkiledigi
aciklanmistir. Calismada igme suyuna (2mg/ml, 3 giin) kafein eklenmis ve
sonrasinda ise doz arttirilarak (4mg/ml, 7 giin) devam edilen ratlarda, kafeinin
beyinde arginaz aktivitesini ve MDA seviyelerini diislirdiigii belirtilmistir (116).
Ayrica bir ¢alismada da, allil-alkol ile diisiik seviyede hepatotoksisite olusturulan
ratlara, kafein (150 mg/kg, oral) verilmesinin karacigerde MDA diizeylerini
yiikselttigi bildirilmistir (168).

Kafeinin singlet oksijeni ve hidroksil radikallerini temizledigi, lipid
peroksidasyonunu diisiirdiigii, LDL oksidasyonunu inhibe ettigi, ayrica protein
oksidasyonuyla olusan protein karbonillerinin seviyelerinide azaltabildigi belirtilir
(165,169).

Arastirmamizda bobrek dokusu MDA diizeyleri igin I-R grubu ile diger 3
grup (Kontrol, Kafein 15mg ve Kafein 45mg) arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p<0,05). Doku MDA diizeyleri icin diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir. Serum MDA diizeyleri igin ise
Kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmus
(p<0,05) ve diger gruplarin arasinda anlamli bir fark bulunmamastir. Protein karbonil

diizeyleri doku icin Kafein 45 mg grubu ile Kontrol ve I-R grubu arasinda
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istatistiksel olarak anlamli fark bulunmus (p<0,05), Kafein 15 mg grubu ile ve diger
gruplarin aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Serum Protein
karbonil diizeyleri i¢in ise gruplarin arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir. Anlaml
buldugumuz sonuglar degersel olarak MDA icin, doku I-R grubunda diger
gruplardan yiiksekti ve serum I-R grubu ile Kafeinli gruplarda MDA degerleri
Kontrol grubundan yiiksek olarak bulundu. Anlamli olan doku PC degerleri ise
Kafein 45 mg grubunda, Kontrol ve I-R grubundan daha yiiksek olarak bulundu.

Elde ettigimiz sonuglara gore kafeinin lipit peroksidasyonuna kars1 koruyucu
oldugu doku MDA diizeylerinin I-R grubunda kafein alanlara gore daha yiiksek
¢ikmasindan anlasilmistir. Bununla birlikte doza bagh bir sekilde, yiiksek doz kafein
verdigimiz Kafein 45 mg grubunda doku PC diizeylerinin diger gruplardan yiiksek

olmasi, kafeinin protein oksidasyonunu arttirdig1 yonde bulgu olarak degerlendirildi.

30giin siireyle 20 mg/kg kafein uygulanan farelerde, hepatik katalaz ve SOD
aktivitelerinin yiikseldigi, MDA diizeyinin ise diistiigli gosterilmistir (166).

Igme suyuna NaF ile birlikte kafein (3mg/kg/giin, 50 giin) eklenen ratlarin
bobrek dokusunda, kontrol grubuna ve i¢gme sularina sadece NaF eklenen ratlara gore
total SOD aktivitesinde istatistiksel fark bulunmadigi, katalaz aktivitesinin diistiigi,
GSH-Px aktivitesinin ise yiikseldigi belirtilmistir (170).

Yapilan bir ¢alismada diyetlerine kafein (20mg/kg) ilave edilen iki grup ratin
(22 giin ve 30 giin), kalp ve karaciger dokularinda total SOD, GSH-Px ve katalaz
aktivitelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel fark bulunmadigi belirtilmistir

(171).

Arastirmamizda bobrek dokusu ile serumlarinda, SOD ve GSH-Px aktivitesi
diizeyleri i¢in Kontrol grubu ile diger 3 grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmustur (p<0,05). Ayrica serum GSH-Px diizeyleri i¢in, Kafein 15 mg grubu ile
Kafein 45 mg grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir. Doku Katalaz
aktivitesi diizeyleri icin Kafein 45 mg grubu ile diger 3 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmustur (p<0,05). Diger gruplarin katalaz aktivitesi icin

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Anlamli buldugumuz
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sonuclar degersel olarak SOD ve GSH-Px icin, doku ve serum i-R ve Kafeinli
guplarda, Kontrol grubundan yiiksekti ve serum Kafein 15 mg grubu GSH-Px
degerleride Kafein 45 mg grubundan yiiksek olarak bulundu. Anlamli olan doku
Katalaz aktivitesi degerleri ise Kafein 45 mg grubunda, diger gruplardan daha
yiiksek olarak bulundu.

Siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii
saglayan SOD, siiperoksit radikallerinin en énemli temizleyicisidir. Hidrojen peroksit
bir radikal olarak kabul edilmese de hidroksil radikalinin organizmadaki en 6nemli
kaynagidir. GSH-Px ve katalaz hidrojen peroksitin katalizinde Onemli olan
enzimlerdir.

Calismamizda I-R ve Kafeinli gruplarm, doku ve serum SOD enzim
diizeyinin Kontrol grubunun degerlerinden yiiksek ¢ikmasi ancak i-R ve Kafeinli
gruplarin aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen, yiiksek
doz kafeinin SOD enzim diizeyinin iizerine etkisinin, diisiik doz kafeinden azaltma
yoniinde daha belirgin olmasi, gruplar arasi karsilastirmada GSH-Px enzimi
tizerinede benzer sekilde etkidigi, yalniz serum GSH-Px enzim diizeyinin Kafein 15
mg grubunda Kafein 45 mg grubundan yiiksek olmasmin doza bagli olarak artan
kafein dozlarinin GSH-Px enzim diizeyini disiirdiigi yonde yorumlanmistir. Ayrica
Kafein 45 mg grubunda katalaz enzim diizeyinin diger gruplardan yiiksek ¢ikmasi,

bize kafeinin katalaz enzim diizeyi lizerine arttirict etkisi oldugunu gdstermistir.

Kafein ve NO arasindaki iligkiyi inceleyen calismalarda ise, kafein
uygulamasiyla NO'nun 6nemli derecede yiikseldigi belirtilmektedir (172-175).

Icme sularina kafein (0,6 mg/ml, 1-3 hafta) eklenen farelerle yapilan bir
calismada, kafeinin beyinde NO f{iretimini etkiledigi ve seviyelerinde yiikselmeye
neden oldugu belirtilmistir (172).

Ratlarin igme suyuna kafein eklenmesinin (40mg/kg, 1giin), bobrekte a-1 ve
B-1 NatK+ATPaz aktivitelerini diisiirdiigli, endotelyal NOS ekspresyonunu
arttirarak bobrekte NOx (nitrit + nitrat) seviyelerinin ylikselmesine neden oldugu
belirtilmistir. Kafeinli icecekler, natritire ve diiire ile iligkili olarak, proksimal

tiibiilden sodyum geri emilimini azaltirlar. Na+K+ATPaz, sodyum geri emiliminin
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tiibiiler epitelyal hiicrelerdeki esas komponentidir. Na+K+ATPaz, sodyum iyonlarini
transport eder. Kafein; Na+K+ATPaz regulasyonunu degistirerek natrilirenin
artmasina sebep olur, atrial natriiiretik peptit (ANP) mRNA ekspresyonunu arttirarak,
bobrekte ANP aktivitesini ylikseltir. ANP, otokrin ve parakrin olarak bdbrekten
sodyum ve su ¢ikisinda 6nemli rol oynar. Kafein, iiriner olarak sodyum, potasyum,
magnezyum, kalsiyum ve inorganik fosfat atilimini arttirir. Natrilireye ve ditlireye
neden olur. Tibiiler sodyum geri emilimi iki basamakta meydana gelmektedir:
bazolateral membrandaki Na+K+ATPaz aktivitesiyle ve luminal membrandaki
Na'/H" degisimiyle. Kafein ile birlikte hem Na+ K+ATPaz aktivitesi diiser hem de
Na'/H" degisimi azalir (173).

Bir calismada santral sinir sisteminde haberci molekiil olarak sentezlenen
NO'nun, kafeinin l16komotor aktiviteyi arttirici etkisine katkida bulunuyor olabilecegi
savunulmustur. Arastirmada farelere kafein enjeksiyonundan sonra (0,5-16mg/kQg)
artan 16komotor aktivitenin, L-NAME (N-nitro L-arginin metil ester) (30mg/kg) ile
engellendigi belirtilmistir (174).

Hamile ratlarla yapilan bir ¢alismada, intraperitoneal kafein verilmesinin (25-
50-100 mg/kg, 21 giin), artan dozlara uyumlu olarak plasentada NO firetiminde
korele bir artis oldugu gosterilmistir (175).

NO'nun vazodilator ve antioksidan etkilerinin oldugu ayrica beyin
fonksiyonu iizerinde 6nemli modiilator olarak etki ettigi belirtilen bir ¢aligmada.
Arginin, adenozin ve NO'nun, antioksidan yapida olmalarmin yani sira lipid
peroksidasyon seviyelerinin, kafeininin kendisindende etkilenebildigi agiklanmigtir
(176).

Kafein ve flor verilen ratlardaki oksidatif stresi arastiran bir ¢alismada, 4,7
mg / kg dozunda kafeinin antioksidan gibi etkidigi, beyin dokusu NO diizeyi iizerine,
serum ve beyindeki TAS’a (Total antioxidant status) ve dokulardaki lipit
peroksidayonuna florun ters etkisini yatistirdigi gosterilmis. Ayrica kafeinin, flor
maruziyetinde asir1 NO iiretimine kars1 beyni koruyabilir oldugu goriilmiis. Kafein
ve florun birlikte verildigi grup ile kontrol grubu karsilastirilinca kafein, beyin ve
serumda NO {iretimi lizerine florun etkisini baskilar ama karaciger ve bobrekte bu

etkiyi 6nleyemez oldugu goriilmiistiir (177).
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Arastirmamizda bobrek dokusu NO diizeyleri i¢in I-R grubu ile Kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Kafein verilen
gruplarla yapilan Kkarsilastirmada ve diger gruplarin aralarinda yapilan
degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Serum NO
diizeyleri i¢in Kafein verilen guplar (Kafein 15 mg, Kafein 45 mg) kendi aralarinda
ve diger gruplar ile aralarindaki karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0,05). Bunlarin disinda yapilan karsilastirmalarda anlamli sonug
bulunmamistir. Anlamli buldugumuz sonuglar degersel olarak NO icin, doku i-R
grubunda Kontrol grubundan yiiksekti ve serum Kafein 45 mg grubu NO degerleride
diger gruplardan yiiksek olarak bulundu. Ayrica serum Kafein 15 mg grubunun NO
degerleride anlamli olarak i-R ve Kontrol grubundan yiiksek, Kafein 45 mg
grubundan diisiik olarak bulundu.

Diger bir parametre olarak calistigimiz NO diizeylerinin, arastirmamizda
kafein verilen gruplarda diger gruplardan yiiksek ¢ikmasi ve Kafein 45 mg grubunun
degerlerinin Kafein 15 mg grubunun degerlerinden yiiksek olmasi kafeinin doza

bagli olarak, artan dozlarda NO diizeyini arttirdigini gostermistir.

Olusturdugumuz  iskeminin  bobrekte yapmis oldugu hasarlanmay:
degerlendirmek i¢in glomeriiler fonksiyonu tahmin etmede kolay ve basit bir yontem
olan BUN, kreatinin ve sistatin-C serum konsantrasyonlarini 6lgtiikk. Ancak bu
maddelerin iiretim oranma ve glomeriilden filtre edilme oranlarina gore
konsantrasyonlar1 degisim gostermektedir. Serum BUN ve kreatinin diizeyleri bir¢ok
bobrek kaynakli olmayan degiskenlerden etkilenmektedir. BUN, protein
katabolizmasinin ana ¢okiintiisiidiir. Malnutrisyon, siddetli aglik gibi durumlar BUN
konsantrasyonunu diisiiriirken buna karsin yiiksek proteinli diyet, dehidratasyon ve
ilaglar (kortikosteroidler, tetrasiklinler) gibi etkenler BUN konsantrasyonu arttirir.
Karaciger hastaliklart hem BUN hem de kreatinin iiretimini azaltir. Serum kreatinin
diizeyi; kas kitlesinden, diyetteki protein alimindan, yastan ve cinsiyetten etkilenir.
Yiiksek protein diyeti, genis kas hacmi, rabdomiyoliz ve ilaglar (trimetoprim,
simetidin, spironolakton) kreatinin diizeyini arttirirken, kii¢iilk kas hacmi, hamilelik
ve antidiiiretik hormonun artis1 kreatinin seviyelerini diisiiriicr (178). Bobrek

fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde, son yillarda GFH ol¢limiinde hassas oldugu
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belirtilen bir yontem olan sistatin-C degerleride kullanildi. Sistatin-C; yas, cinsiyet
ve kas kitlesinden etkilenmeyen diigiik molekiil agirlikli endojen bir proteindir.
Sistatin-C sabit tiretim hizi, glomeriillerden tama yakin filtre olmasi, tiibiillerde
metabolize edilmesi ve bobrek disi faktorlerden etkilenmemesi ve yapilan ¢ogu
caligmada altin standart kabul edilen eksojen markirlar ile yapilan GFH dl¢timleriyle

uyum gostermesi nedeniyle giindemdedir. (179)

Bobreklerde iskemi ve reperflizyonun farkli siirelerinde yapildigi
calismalarda; glutatyon diizeyinin azaldigi, lipit peroksidasyon ile plazma iire ve

kreatinin diizeylerinin arttig1 bildirilmistir. (157,180)

Serumlardan ¢alisilan BUN, kreatinin ve sistatin-C parametrelerinin yapilan
istatistiksel karsilastirmasinda BUN ve sistatin-C sonuglarinda anlamli bir fark
bulunmadi. Serum kreatinin degerleri icin ise Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. Ayrica Kafein 15mg grubu
ile Kafein 45 mg grubu arasindaki karsilastirmadanda istatistiksel olarak anlamli
sonu¢ elde edildi. Bunlarin disindaki karsilastirmalardan anlamli sonug elde
edilmemistir. Anlamli buldugumuz sonuglar degersel olarak serum kreatinin igin, I-R
ve Kafeinli gruplarda Kontrol grubundan yiiksekti ve serum Kafein 15 mg grubu
degerleride Kafein 45 mg grubunun degerlerinden yiiksek olarak tespit edildi.

Bobrek yetmezligi parametresi olarak c¢alistifimiz  serum  kreatinin
diizeylerinin degerleri I-R ve kafein verilen gruplarda Kontrol grubundan yiiksek
cikmasi, ayrica Kafein 15 mg grubunda Kafein 45 mg grubundan anlamli olarak
yiiksek ¢ikmasida kafeinin doza bagli bir sekilde artan dozlarinin bobrek

fonksiyonlarini diizeltebilecegi seklinde yorumlanmuigtir.

61



6. SONUC

Calismamizin sonuglar1 kafein uygulamasinin, lipit peroksidasyon gostergesi
olan MDA diizeylerini azalttig1 ve protein oksidasyon gostergesi olan PC diizeylerini
ise arttirdigini1 géstermektedir. Kafein alimiyla sigcan bobrek dokusu ve serumlarinin
SOD enzim diizeyinde degisiklik goriilmemis, kafeinin artan dozunda GSH-PX
enzim diizeyinde diisme, katalaz enzim diizeyinde ise artis saptanmistir. NO
diizeylerini inceledigimizde, I-R ve kafein alan gruplarin degerlerinin Kontrol
grubunun degerlerinden yiiksek oldugu, kafeinin artan dozuna paralel NO

diizeyindeki artisin daha fazla oldugu goriilmustiir.

Bu sonuglara gore kafeinin ¢alisma dozlarimizda, lipitler iizerine antioksidan
etkileri oldugu, proteinler iizerine ise oksidan etkileri oldugunu sdyleyebiliriz.
Kafeinin oksidan ve antioksidan olarak farkli etki dozlarinin belirlenmesinde, etki
mekanizmalarimin anlasilmasinda ileri hayvan ve insan calismalarinin gerekli

oldugunu diisiinmekteyiz.
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