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OZET

Serbest oksijen radikalleri iskemi reperfiizyon sirasinda patofizyolojik doku degisimlerinde énemli bir
bilesendir. Bu ¢alismanin amaci iskemi reperflizyon sonucu rat bobreginde olusan hasara karsi giiglii
bir antioksidan olan melatoninin koruyucu etkisi incelendi.

Deneylerde 200-250g agirliginda 28 adet disi Wistar albino rat kullanildi. Ratlar rastgele 4 gruba
ayrilacak ve her grupta 7 hayvan olacak. [.Grup (n=7):Hayvanlara herhangi bir ila¢ enjeksiyonu ya da
iskemi reperfiizyon iglemi yapilmadi (Kontrol grubu). I.Grup (n=7): Herhangi bir ila¢ enjeksiyonu
yapilmadan sol renal arter 45 dakika iskemiye sokulacak ve iskemiden ¢ikarilip reperfiizyonundan
emin olduktan sonra kapatilarak, 24 saat yasamalarna izin verildi (Iskemi-reperfiizyon grubu).
I.Grup (n=7): Hayvanlara, 25 mg/kg dozunda melatonin i.p olarak enjekte edildi ve iskemi
repefiizyon islemi uygulanmadi (Melatonin grubu). IV.Grup (n=7): Gruptaki tiim hayvanlara 25 mg/kg
dozunda melatonin i.p olarak enjekte edilecek ve enjeksiyondan bir saat sonra hayvanlar 45 dakika
iskemiye sokuldu, iskemiden sonra reperfiizyonunda 24 saat yasamasina izin verildi (iskemi-
reperfiizyon+melatonin grubu).

SOD aktivitesi K-M, I/R-M ve I/R-(M+I/R) gruplarinda kontrole gére anlamli derecede diisiik iken K-
I/R ve M-(M+I/R) gruplarinda ise anlamli derecede yiiksek olarak bulundu (p<0.05). Gruplar arasi
Katalaz aktivitesi incelendiginde kontrol grubu diger gruplar karsilastirildiginda M+I/R grubunda
artma s0z konusu olup istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenirken (p<0.05) diger gruplarda
istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). Gruplar aras1t MDA diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna
gore I/R ve M+I/R gruplarinda artma, M grubunda ise azalma s6z konusu iken istatistiksel olarak
anlamsizdi (p>0.05). Glutatyon-s-transferaz enzim aktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna gore
sadece I/R grubunda yiikselme goriiliirken hem M hem de M+I/R gruplarinda anlamli bir azalma
goriilmekteydi (p<0.05). Calisma sonuglar1 iskemiye bagli bobrek hasarinin azaltilmasinda melatonin
uygulamasinin koruyucu etkisinin olabilecegini gostermektedir.
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INVESTIGATION OF FREE RADICAL METABOLISM IN RAT TISSUES DURING
ISCHEMIA-REPERFUSION: EFFECT OF MELATONIN
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ABSTRACT

Oxygen free radicals are considered to be important components involved in the pathophysiological
tissue alterations observed during ischemiatreperfusion (I/R). The purpose of this study was to
investigate the effect of melatonin (MEL), potent antioxidant, on IR-induced renal injury in rats.

In this research we used 28 female wistar albino 200-250 g. The animals were randomly divided into 4
groups. Each experimental group was consisted of seven animals. Wistar albino rats were subjected to
45 min of renal pedicle occlusion followed by reperfusion. Melatonin (25 mg/kg i.p) was
administered 30 min prior to ischemia and immediately before the reperfusion period. Group 1 (n=7):
They were fed with only standard rat diet and tap water. Group 2 (n=7): Rats were subjected to 45 min
of renal pedicle occlusion followed by 24 hours reperfusion. Group 3 (n=7): Melatonin (25 mg/kg i.p)
was administered.Group 4 (n=7): Melatonin (25 mg/kg i.p) was administered 30 min prior to ischemia
and immediately before the reperfusion period. Rats were subjected to 45 min of renal pedicle
occlusion followed by 24 hours reperfusion.

Although we look to the activity of the enzyme SOD in the K-M, I/R-M ve I/R-(M+I/R) groups were
estimated decreasing according to control group. K-I/R ve M-(M+I/R) groups were significant
decreased (p<0.05). Between groups of catalase activity examined the control group and the other
groups compared to M + | / R group, the increase comes not a statistically significant difference was
observed (p <0.05) in the other groups were not statistically significant (p> 0.05). Analyzing the MDA
levels between groups compared to control group I / R and M + 1/ R groups increases, while there was
a decrease in the M group were not statistically significant (p> 0.05). Glutathione-S-transferase
enzyme activity is observed compared to control only the 1 / R group whereas an increase in both M
and M + | / R group were observed in a significant reduction (p <0.05). These results show that
decreased kidney damage anda treatment with MEL may prevent the kidney tissues damage result in
ischemia.
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Page Number : 89
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Xiii

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

0, Singlet Oksijen

CAT Katalaz

GR Glutatyon Rediiktaz
GSH Rediikte Glutatyon
GSH-Px Glutatyon Peroksidaz
GSSG Okside Glutatyon
GST Glutatyon-S-transferaz
H,0; Hidrojen Peroksit
MDA Malondialdehit

MEL Melatonin, N-asetil-5-metoksitriptamin
MPO Miyeloperoksidaz
Oy Siiperoksit Anyonu
OH- Hidroksil Radikali
ROO- Peroksil Radikal

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri
RS- Thiyl Radikali

SOD Stiperoksit Dismutaz
NOS Nitrik Oksit Sentaz
NO’s: Nitrat

ca’ Kalsiyum



Kisaltmalar

ATP
NO
NADPH
GER
ADP
SR

I.P.
s.C

I/R
SOR
PMNL
ET
IL-1
RPM

Xiv

Aciklama

Adenozin Trifosfat
Nitrik oksit
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Graniillii endoplazmik retikulum
Adenozin Di Fosfat
Serbest Radikal
Intraperitoneal enjeksiyon
Subkutan enjeksiyon
Iskemi/reperfiizyon
Serbest Oksijen Radikalleri
Polimorfoniiveli Lokosit
Endotelin
Interleukin-1
Dakikadaki Donme Sayis1



1. GIRIS

Arteriyel ya da venoz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz
perfizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde
tanimlanan iskemi, hlcresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicre 6limiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin
rejenerasyonu hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi icin yeniden kan akimi
gerekmektedir. Ancak iskemik dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak
sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agmaktadir [1].
Bobrek iskemisi; bdbrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, kardiyopulmoner
bypass, sepsis, cesitli Urolojik girisimler ve hidronefrozis gibi cesitli klinik
durumlarda gérilmektedir. iskemiden sonra gelisen akut bdbrek yetmezIigi,
glomeruler filtrasyon hizinda azalma, tubuler nekroz ve bdbrek damarlarinda

direng artisiyla karakterizedir [2].

iskemi ve reperfiizyon sonucu oksidatif stres olusmaktadir. Dokularda olusan
oksidatif strese karsi endojen ve ekzojen antioksidanlar bulunmaktadir. Endojen
antioksidanlardan biri olan melatonin basta pineal bez olmak Uzere over, lens ve
kemik iligi hucreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan

bir hormondur [3].

Melatonin uyku, ureme sirkadiyen ritim ve immunite gibi pek c¢ok biyolojik
fonksiyonun duzenlenmesinde rol oynamaktadir. Ayrica in vivo ve in vitro
calismalarla antiproliferatif ve antioksidan etkilere de sahip oldugu gdsterilen
melatoninin kanser ve yaslanmanin engellenmesinde de etkili olabilecegi one
surdlmustur. Sentezini takiben pineal bezden dogrudan dolagima verilen melatonin
lipofilik 6zelligine ragmen membran reseptorleri araciligi ile hedef hucrelere ulagir.
Lipofilik 6zelliginden dolayi hicrenin tim bdlumlerine kolaylikla girebilen melatonin
igin sitozolik ve nukleer baglanma yerleri de tanimlanmigtir [4]. Melatonin hem su
hem de lipid fazda ¢bdzlinebildijinden organizmada ¢ok genis alanda antioksidan
etki gosterebilmektedir. Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve plasentayi gecebilen
melatonin igin bilinen higbir bariyerin olmamasi melatoninin tim intraselller

komponentlere kolaylikla ulagilabilmesini saglamaktadir. Boylece melatonin hicre



zarini, organelleri ve c¢ekirdegi etkin bir sekilde serbest radikal hasarindan
koruyabilmektedir. Hicre membrani ile temas ettiginde fosfolipid tabakanin dis
yuzeyine tutunan melatonin radikallerle 6nceden temas ederek onlari detoksifiye
eder ve membrani korur. Melatonin varliginda mitokondriyal solunum zincirinden
kaynaklanan radikallerin dretimi de azalmaktadir. Cekirdege kadar ulasabilme
Ozelligi DNA’nin oksidatif hasara kargi korunmasinda melatonine bir Ustunlik

saglamaktadir [5].

Deney hayvanlarina uygulayacagimiz melatoninin dozu insanlarda salgilanan
melatonin miktarina (29 mg/gun) yakin ve yapilan literatlr taramasi sonucunda
disi sican Uuzerinde vyapilan ¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda
antioksidan bir hormon olan melatoninin bdbrek iskemi reperflizyon hasarinda
bobrekteki antioksidan enzim duzeyleri ile bobrekte histopatolojik degisiklikler
Uzerindeki etkilerini arastirmayl amagcladik. Bu nedenle, sigan bdbreginde iskemi
reperflUzyon sonrasi bobrek doku orneklerinde antioksidan superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), Glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktiviteleri ile
malondialdehit (MDA) duzeyleri oOlgllecektir. Ayrica doku oOrnekleri histopatolojik

olarak incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

Kan, hucrelere besin ve oksijen tasimaktadir. Hucreler oksijeni kullanarak
karbondioksidi hucreler arasi bosluga birakir. Kullanilan besinlerin artiklari da ayni
bosluga birakilir. Hucreler tarafindan disari atilan bu maddeler venlerle doku
aralarindan toplanarak karbondioksit akcigere diger atiklar ise bobrege getirilir.
Bobrege gelen vicudumuza zararli olan atiklar burada nefronlar ile idrar halinde
vlcuttan uzaklastirilir. Genel olarak atik maddelerin vicut disina atiimasina
bosaltim denir. Bosaltim sistemi homeostasise katilan 6nemli organ sistemlerinden
biridir. VUcut sivilarinin hacim ve igeriginin, kan, basincinin, pH’nin, su ve elektrolit
dengesinin dizenlenmesi, hiicrelerde metabolizma sonucu olusan ve kana verilen
atik Urunlerden, kanin temizlenmesi seklindeki olaylar bogaltim sisteminin

fonksiyonudur [6].
2.1. Bosaltim Sisteminin Geligimi

Doérdincl haftanin basinda somitlerle iligkisini kaybeden intermediate mezoderm
servikal ve ust torasik bolgelerde segmental dizilimli hucre kimelerini olustururken,
daha kaudalde segmentsiz bir doku kutlesi meydana getirir. Nefrotom olarak
bilinen segmental hicre topluluklari sadece ilkel bosaltim taballerini olustururlar ve
hicbir zaman goérev yapmazlar. Torasik, lumbar ve sakral bolgelerde segmental
yapisini kaybeden ve nefrojenik kordon adini alan mezodermden bosaltim

tubdlleri gelisir [7,8].
2.1.1. Bobreklerin geligimi

insan embriyosunda bdbrekler, kranialden kaudale dogru farklilasan ve
intermediate mezodermin olusturdugu pronefroz, mezonefroz ve metanefroz adi
verilen U¢ sistemden gelisir. Pronefroz rudimenterdir ve goérev yapmaz; ilkel
baliklarda kalici bobregdi olusturur. Mezonefroz erken fetal donemde kisa bir sure
icinde gorev vyapar; kurbaga ve baliklarda kalici bobregi sekillendirirler.
Metanefrozdan ise, insanda kalici bobrek olugur [7,8].

2.2. insan Bobrek Anatomisi

Kandan idrari sizen ve bosaltim kanallarina veren bir ¢ift organdir. Kandaki Ure ve
metabolik artiklarin atilmasi ile elektrolit ve su dengesinin saglanmasinda gorev
alir. Sekli kabaca fasulyeye benzer. Ortalama boyu 12 cm, eni 6 cm, kalinligi 3 cm



kadardir. Agirligi erkeklerde 120-200 gr, kadinlarda ise biraz daha hafiftir. Rengi
koyu kirmizi kahverengindedir. Bobrekler karin arka duvarina yaslanmis ve
omurlarin her iki tarafinda yerlesmiglerdir. Bobrekler Thi, ve Lz omurlar
seviyesinde bulunur. inspirasyonda biraz asagi ve expirasyonda biraz yukari c¢ikar.
Genellikle sag bobrek, sol bobrege nazaran biraz daha asagida yerlesmistir.
Bobrekler peritoneum'un arkasinda (retroperitoneal) bulunur. Her iki bobrekte en
distan ince bir ortu ile ortulmagtar. Bu ortinun altinda, bobregdi saran yag tabakasi
vardir. Yad kapsulinin de altinda bdbredi saran ince fibréz saglam bir kapsdul
bulunur. Bu 6rtilerden sonra asil bobrek dokusu bulunur. Bobreklerin 6n ve arka
olmak Uzere iki yuzu, i¢ ve dig iki kenari, Ust ve alt iki ucu vardir. Dig kenarlari
konvekstir ve i¢c kenarlari konkavdir. i¢ kenarin ortasinda bobrege giren ve ¢ikan
olusumlar (a. v. renalis, pelvis renalis ile sinir ve lenf damarlar) bulunur.
Bobreklerin 6n yuzleri sagda, sag bodbrek Usti bezi, karaciger, kolon, ince
bagirsaklar ve duodenum ile komsu iken, solda; sol bobrek Ustl bezi, dalak, mide,

pankreas, kolon ve ince bagirsaklar ile komsudur [9].

Bobreklerin yapisi, frontal kesitlerde bdbrek parankiminde hem renk hem de yapi
bakimindan iki ayri kisim gorulur. Bunlardan biri cortex renalis olup dis tarafta yer
alir ve igerisinde kandan idrari sizen yapilar (corpusculum renale) bulunur. Digeri
ise i¢ kisimda yerlesmistir ve medulla renalis adini alir. Burada toplayici kanallar
bulunur. Medulla renalisten daha i¢ tarafta ve ortada bulunan bosluga ise sinus
renalis denir (Sekil 2.1) [6].

Medulla renalis

Sinus renalis

Cortexs renalis

Sekil 2.1.Bobregin frontal kesiti [10].



Sinus renalis’de calix renalisler, pelvis renalis ve damarlar bulunur. Calix renalis
minorlarin 2-3 tanesi birleserek calix renalis major'u olusturur. Bunlar da kendi
aralarinda birleserek pelvis renalis’i meydana getirirler. Huni seklinde olan pelvis
renalis, birinci bel omuru hizasinda ureterle birlesir. Bobreklere gunde ortalama
olarak 1500 It kan gelir. Bu kandan 1-2 It idrar suzulir. Bobreklerde idrari olugturan

en kuglk birime nefron denir. Bunlarin sayisi her bir bébrekte 1.250.000 kadardir
[6].
2.3. Rat Bobrek Anatomisi

Bobrekler karin arka duvarinda yerlesim gosteren bir ¢ift organ olup fasulye
seklindedir. Her bir bobregin silindir seklinde ureter adi verilen bir kanali bulunur.
Ureter bobregin medial kenarindan damarlarla birlikte seyreder. Ureter kaudalde
arka kaslar boyunca uzanir. Pelvik kanalin yaninda ventrale dogru doner ve
vesikller arteri takip eder. Bu kanal derinde erkek siganlarda duktus deferense
dogru digilerde ise uterus boynuzunda tekrar gorunur ve mesanenin tabanindan
organ bosluguna girer. idrar gecici bir siire mesanede depo edilir. Genellikle
mesane kontraksiyon yapar icerigini korur. Mesane kuguk armut seklinde kas
yapil bir organdir. Vicudun orta hattinda bir ¢ift lateral mezenter araciligiyla pelvik
kanalin Ust kenarina tutunur. Genellikle mezenter bir miktar yag icerir ayrica erkek
sicanlarda ise prostatin bir kismini olusturur. Tabani yani boyun Kkismi

genisleyerek urethra’yi olusturur [11].
2.4. Bobrek Histolojisi

Uriner sistem bir ¢ift bobrek ve bir gift (reter ile tek bir mesane ve lretradan
olusur. Bu sistem, icinde ¢esitli metabolik artik Urlnlerin bulundugu idrar Ureterek
homeostazin devam etmesine yardimci olur. Bobreklerden uretilen idrar Ureterler
aracihgl ile mesaneye gecgerek burada gegici olarak depolanir ve daha sonra
uretradan disari atilir. Bobrekler vicudun sivi ve elektrolit dengesini de ayarlar,
ayni zamanda renin ve eritropoetinin dUretildigi yerdir. Renin kan basincinin
duzenlenmesinde gorev alirken eritropoetin kirmizi kan hucrelerinin  Uretimini

uyarir [12].



Nefronlar; mikroskobik olarak bobregin en kuglik anatomik ve fonksiyonel
Unitesidir. Bir nefron yaklasik 50 ym uzunlugundadir ve her iki bobrekte yaklagik

2,4 milyon kadar bulunur. Her biri kendi basina idrar yapma yetenegindedir [12].

Bowman kapsulunin pariyetal tabakasi ince bir retikiler lif tabakasi ve bazal
lamina ile desteklenen tek katli yassi epitelden olugur. Idrar kutbunda epitel,
proksimal tubul igin karakteristik olan tek katl prizmatik epitele donusur. Glomerul
kapillerlerinin endotel hticreleri ince bir sitoplazmaya sahiptir. Organellerin ¢ogu

sitoplazmanin g¢ekirdek ¢evresinde kalinlastigi kisimda yogunlagsmistir [12].

Proksimal Kivrimh Tabduller; renal cisimcigin idrar kutbunda, bowman kapsultnin
pariyetal yapraginin tek kath yassi epiteli, proksimal kivrimli tibullerde prizmatik

epitelyum seklinde devam eder [12].

Henle kulpu; henle kanali proksimal kivrimli tibullere yapica ¢ok benzeyen bir
kalin inen kol, bir ince kol, bir ¢ikan kol ve yapica distal kivrimli tibullerle ayni olan

bir ¢cikan koldan olugan U seklinde bir yapidir [12].

Distal kivrimh tibul; henle kanalinin ¢ikan kalin kolu kortekse girdiginde histolojik
yapisini korur ancak bukulerek nefronun son kismi olan distal kivrimli tibulleri

olusturur. Bu tubul tek kath kubik epitelle doselidir [12].

Toplayici tibuller ve kanallar; distal kiviiml tabdllerden gecgen idrar birbirlerine
baglanarak daha buylk, duz toplayici kanallari olusturan toplayici tubullere
bosalir. Bu kanallar bellini papiller kanallari adini alir ve piramidlerin uglarina dogru
giderek genigler. Kucuk toplayici tubduller, kubik epitelle doselidir. Bu tubuller
medullanin derinliklerine dogru indikge hulcrelerin boyu uzar ve prizmatik olur.
Medullada gergeklestirilen idrar yogunlastirma isleminde en 6nemli rolu toplayici

kanallar oynar [12].

Jukstaglomeriler Aparat; renal cisimcigin hemen yaninda afferent arteriyolln
tunika mediasinda modifiye diz kas hucreleri bulunmaktadir. Bu hucrelere
jukstaglomeriler hucreler adi verilir. Bu hlcrelerin ¢ekirdekleri elips bigimindedir.

Jukstaglomeruler hucrelerin  salgisi kan basincinin  saglanmasinda ayrica



anjiotensinojen adi verilen plazma proteinini anjiotensin 1 olarak adlandirilan

inaktif dipeptide donusturecek olan renin hormonu Uretmektedir [12].

2.5. Oksidatif Stres

Serbest radikaller vacuttaki fizyolojik aktivitenin dogal bir Grinudur. Serbest
radikaller organizmanin dogustan kazandigi oksidan-antioksidan denge olarak
tanimlanabilecek bir seviyede tutulur. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol
acar. Reaktif oksijen turleri (ROS), reaktif nitrojen turleri (RNS) ve sulfur merkezli
radikaller oksidan sinifina girer. Ancak tum reaktif tirleri radikal degildir. Radikal

olan ve olmayan reaktif turleri Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir [13,14].

Cizelge 2.1.Radikal ve radikal olmayan reaktif tarleri [15].

Reaktif Tiirleri

Radikal Radikal olmayan
Hidroksil ("OH) Peroksinitrit (ONOO)
Alkoksil (L(R)O") Hipoklorit (OCI)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)00") Singlet oksijen (‘O;)
Nitrik oksit (NO") Hidrojen peroksit (H203)
Stiperoksit (O'2) Ozon (03)

Canli organizma icin 6nemli olan yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklari tepkimeler ve etkileri ile c¢esitli klinik durumlarin
patogenezinde rol oynayan serbest radikaller, atomik yorungelerinde eglesmemis
elektron bulundurarak, bagimsiz olarak varolabilen molekullerdir. Eslesmemis
elektronun kazandirdigi en o6nemli Ozellik birgok radikal ile bu elektronun
paylasilabilinmesidir [16-18]. Serbest radikallerin en dnemli tepkimeleri, molekiler
oksijen ve onun reaktif tlrlerinin oldugu tepkimelerdir. Sekil 2.2’de oksijenin orbital

yapisi ve olusan reaktif tlrleri gorilmektedir [19].



Ground State O; Singet O; Sipercksi Percksi iyorm  Singlet O;

Sekil 2.2.0ksijen molekulinin orbital yapisi [18].

Demir, bakir, mangan, molibden gibi gecis metalleri de dig yortingelerinde birer
elektron tasimalarina ragmen radikal karakter gostermez. Serbest radikal kabul
edilen atom ve molekuller elektron dagilimlarinin yani sira termodinamik yapilari
ve lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilir [20,21].

Antioksidan ise; okside olabilen substrata gore ortamda daha az derisimde
bulunan ve bu substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya
engelleyen madde olarak tanimlanabilir. Bu tanima goére antioksidanlarin fizyolojik
roll, serbest radikalleri iceren kimyasal tepkimelerin sonucunda hucresel
bilesenlere gelebilecek zarari onlemektir [22]. Aerobik metabolizmada denge,
serbest radikal olusumu ve bunlarin benzer hizla antioksidan sistemler tarafindan
uzaklastiriimasiyla karakterizedir. Geri donusimsuz oksidatif hasarin birikimi ile
once hucre daha sonra doku ve organ sistemlerinde yapisal ve islevsel

bozukluklar ortaya ¢ikabilir [23].
2.5.1. Serbest radikaller

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekuldir. Genelde
elektronlar atom veya molekllde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekul
stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekule bir elektron ilavesi ya da bir elektron
kaybi onu reaktif hale getirir [24].

Serbest radikaller ¢ temel mekanizmayla olusmaktadir [25,26].
a. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Yuksek enerijili elektromanyetik dalgalar

ve yuksek sicaklik kimyasal baglarin kirlmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag



yapisindaki iki elektronun her biri farkli atomlar Uzerinde kalir ise her iki atom

Uzerinde paylagsolmamigs elektron kalir ve iki tane serbest radikal olusur [25,26].
X:Y—->X-+Y-

b. Normal bir molekulin elektron kaybetmesi veya heterolitik bolunmesi ile:
Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekulden elektron kaybi sirasinda dig orbitalinde
paylasiimamig elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Bu tipteki bolunmede
kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalir ve serbest radikal

degil iyonlar meydana gelir [25,26)].

XY-oX—+Y+

c. Normal bir molekule tek bir elektronun eklenmesi ile: Radikal 6zelligi tagimayan
bir moleklle tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasiimamis elektron
olusuyorsa bu tur indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Molekuler oksijenin
tek elektron ile indirgenmesi radikal formu olan supeoksidin olusumuna sebep olur
[26].

A+e-— A--

Organizmada oksidatif strese neden olan radikal yapimi endojen ve c¢evresel

faktorleri iceren gesitli mekanizmalarla gergeklesir (Sekil 2.3) [22].

Endojen faktorler mitokondriyal sizinti, solunumsal patlama, enzim reaksiyonlari,
otooksidasyon tepkimeleridir. Cevresel faktorlerin baslicalari ise sigara dumani,

hava kirliligi, ultraviyole 1gInlari, iyonize radyasyon ve ksenobiotiklerdir [22].

Cevresel Faktorler Serbest radikal yapimm Endojen Faktérler
\ v /
0,. HiOy
Gegiy Metalleri
Fe™ .Cu”
r
OH*
A
Lipit peroksidasyonu DNA Hasan Protein Hasan
\ v /

Doku Hasan

Sekil 2.3.Vicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasari sonuglari
[22].
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Serbest radikallerin aerobik hicrelerde en 6nemli tepkimeleri molekuler oksijen ve
onun reaktif tarleri (siperoksit anyonu ve hidroksil radikali), peroksitler ve gegis

metallerinin oldugu tepkimelerdir [19].

Reaktif oksijen tirleri

Normal sartlarda oksijen kararli, kokusuz, tatsiz, renksiz, sudaki ¢ozunurlagu
sinirli bir gazdir. Insan hayat igin hem gerekli hem de toksik olan bir molekildr.
Oksijenin iki eslesmemis elektronlarinin ayri orbitallerde ayni yénde dénmesi
sonucunda oksijen radikale hale donusur. Molekuler oksijen elektron transferiyle
suya kadar indirgenir. Bu yol 4 elektron gerektirir ve bu yolda reaktif ara molekuller
olusur. Bunlar superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksi radikalleridir. Bunlar dnemli

oksidatif stres ajanlari olup reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak adlandirilir [27,28].

Superoksit radikali (O,")

Oksijenli ortamda yasam, oksidatif fosforilasyon ile ATP uretimi agisindan dnemli
Olcide vyarar saglarken bazi tehlikeleri de beraberinde getirir. Oksidatif
fosforilasyonun ana bileseni olan oksijene bir elektron eklenmesi ile slperoksit
radikali olusur [29]. Kendiliginden, Ozellikle elektronca zengin bir ortam olan ig
mitokondri zarinda solunum zinciriyle birlikte olusur. SiUperoksit ayrica iskemi-
reperfusyonda aktive olan ksantin oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak da
olusturulur. Lipooksijenaz ve siklooksijenaz ise diger superoksit olusturan
enzimlerdir [30-32]. Stiperoksit ayrica yuksek enerjili elektromanyetik dalgalar gibi
fiziksel ve kimyasal ajanlar ile bazi bilesiklerin otooksidasyonunda ve fagositozda
olusur [33]. Superoksit kimyasi ¢ozelti ortamina bagli olarak farkliliklar gosterir.
Superoksit sulu ¢ozeltide askorbik asit, tiyol gibi molekulleri oksitleyebilen bir
ajandir. Bunun yaninda superoksit guglu bir indirgeyici ajan olup sitokrom c ve

ferrik-EDTA gibi gesitli demir komplekslerini indirgeyebilir [34].

Superoksit, hidrojen peroksit ve molekuler oksijenin olustugu dismutasyon
tepkimesinden dolayi sulu ortamda hizlica kaybolur. Diger taraftan SOD enzimiyle
katalizlenen dismutasyon tepkimesi ise spontan dismutasyondan 109 kat daha
hizhidir [35].

205, +2H+ —-H>0,+0,
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Hidrojen peroksit (H,O5)

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina karsin biyolojik zarlara nufuz
edebilmesi ve daha reaktif oksijen tlrlerinin yapim asamasinda aldigi rolden dolayi
onemlidir. Diger bir onemli iglevi ise hucre igi sinyal molekull olarak gorev
yapmasidir [28]. Hidrojen peroksit superoksit radikalinin dismutasyon tepkimesi
sonucu olusur. Urat oksidaz, glukoz oksidaz, d-aminoasit oksidaz gibi birgok enzim

oksijene iki elektron transfer ederek direk hidrojen peroksit olusturabilirler [25].

Hidrojen peroksitin redoks 06zelligi ve gecgis metalleri varliginda ylksek reaktif
serbest radikalleri olusturmasina karsi vicut, savunma sistemi gelistirmistir.
istenmeyen hidrojen peroksit katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile

hucreden uzaklastirilir [34].

Hidroksil radikali ('OH)

Hidroksil radikalinin major olusumu suyun yuksek eneriji ile iyonizasyonudur.
H,O— OH+H +e’(aq) —H»0,

Hidrojen peroksit ise suUperoksit ile tepkimeye girerek en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak Uzere kolaylikla yikilabilir.
H,0,+0,"— OH+OH-+0,

Bu tepkimeye Haber-Weiss tepkimesi denir ve tepkime katalizbrsuz ortamda

oldukga yavasken, demirin katalizérligunde ¢ok hizhidir.
0, +Fe*" -0 +Fe**

Fe* + H,0, — Fe** + "OH + OH’

0, +H,0, — OH+OH-+0O,

Katalizorlii tepkimede demir énce ferrik formdan (Fe®*) siiperoksit ile ferréz forma
(Fe?") indirgenir. Ferrdz form Fenton tepkimesi ile ferrik forma tekrar
yukseltgenirken "OH ve OH- Uretilir [34,36].

Singlet oksijien (*02)

Singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi igin serbest radikal degildir.
Bununla birlikte donme yonlerinin farkhligindan dolayr oksijenin yuksek reaktif
formudur [34].



12

Molekiler oksijende paylasiimamig ki dis elektron ayni yonde, ayri
yorungelerdedir. Singlet oksijende ise elektron donme yonleri birbirine zittir ve
olusturduklari delta veya sigma formuna gbre ayni veya ayri ydringelerde
bulunurlar. Ayni yoringede ise delta singlet oksijen, ayri yortiingelerde iseler sigma
singlet oksijen formu olusur. Sigma formu delta formuna gore daha enerjetik olup

kolayca delta formuna doénusebilir [18,37].

Nitrik oksit (NO")

NO’ enzimatik olarak nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den sentezlenir.

[NOS]
L-arjinin+NADPH+0O, — L-sitrullin+NO +NADP”

NO" eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen bircok biyomolekul ile kolayca
tepkimeye giremez, 6te yandan peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle kolayca

tepkimeye girerek daha az reaktif molekuller olusturur [28].

Yuksek miktarlarda O, yapimi NO' ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek "OH ve
'NO; olusumuna neden olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO-) ve

peroksinitroz asit (ONOOH) ara Grdnleri olusur [28].
NO™ + O, — ONOO

ONOO +H"—ONOOH

ONOOH—"OH+NO,

2.5.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Oksijen
Aerobik metabolizmasi olan memelilerdeki baslica serbest radikal kaynagi,

oksijenin suya indirgenmesi sirasinda yer alan tek elektron aktarmalari sonucunda
olusan reaktif partikulleridir. Bu reaksiyonlar sirasi ile

0, + H™+e — HO, hidroperoksil radikali

HO, — H™+e™+0,. stiperoksid radikali

O, + 2H"+e — H,0, hidrojen peroksid

H,0,+e —0OH-+OH hidroksil radikali

OH+e+H—H-,0

Superoksid radikali; kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Hizli bir seekilde dismutasyona

ugrayarak H,O, ve O, olusturur. Protonlanmig sekli olan hidroperoksil radikali
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(HO;) daha kuvvetli bir oksidandir. H,O, ise zayif bir oksidoreduktandir. Ortamda
transisyon metalleri (Fe, Cu gibi) olmadiginda oldukga sabittir. Katalaz ve
glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan pargalanir. OH radikali; lipid
peroksidasyonunu uyaran baslica radikal olup superoksid radikalinden veya Fe

iyonlar etkisi ile H,O,'den olusur [38].

Aktive notrofiller

Hipoklorik asid aktive nétrofillerden Uretilen gugli bir oksidandir. Fagosit
sitoplazmasinda bulunan ve HEM igeren bir enzim olan miyeloperoksidaz (MPO),
H,O, ve CI iyonlarindan hipoklorik asid (HOCI) oluflumunu katalize eder. HOCI
superoksid radikali veya demir tuzlar ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini

olusturur [38].
Nitrik oksid

Nitrik oksid ve nitrojen dioksid tek sayili elektron tasir, bundan dolay! da serbest
radikallerdir. Nitrik oksit kendisi zayif bir indirgeyici ajan olmasina karsin endojen
serbest radikaller ile birleserek peroksinitrit radikalini meydana getirir. Bu guglu bir

oksidan olup kolaylikla hidroksil radikalini olusturabilir [38].

Mitokondriyal elektron transport sistemi

Mitokondride oksijenin suya indirgenmesi sirasinda i¢ membranda lokalize
elektron transport zincirinin bir bolumandn otooksidasyonu ile stuperoksid radikali

olusur [38].

Endoplazmik retikulum

Bu hicre ici membranlar sitokrom P 450 ve sitokrom b5 sistemlerini
icermektedirler. Bu sistemler doymamis yag asitlerinin ve ksenobiyotiklerin
oksidasyonunda rol oynar. Bu reaksiyonlarin olusumu sirasinda serbest radikaller

meydana gelir [38].

Peroksizomlar

Peroksizomlar yuksek oranda oksidaz igerdiklerinden gugla bir hicresel H,0,
kaynagi olustururlar. Bu peroksizomal enzimler arasinda; D-Aminoasid oksidaz,

urat oksidaz, acil-KoA oksidaz bulunmaktadir [38].
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2.5.3. Serbest Radikalerin Etkileri

DNA ve Nukleik Asitlere Etkileri

iyonize radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlari ve &lim, serbest
radikallerin DNA ile reaksiyonu ile olusur. Bu olaydan 6zellikle hidroksil radikali
sorumlu tutulmaktadir. Nukleik asit-baz degisimleri ve DNA’da zincir kiriimalari
sitotoksisite’ye neden olur. Tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar
gelisir [39,40].

Proteinlere etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagli olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bagd ve siilfir igeren
molekdillerin serbest radikallerle etkilesimi ylksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri iceren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Immungulobin G ve albumin gibi disiilfit bag

fazla olan proteinlerin ise Ug¢ boyutlu yapilari bozulur [34,36,41].

Karbohidratlara etkileri

Monosokkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Agiga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
Ozelliklerinden dolay! antimitotik etki gostererek etki eder ve bdylece kanser ve

yaslanmaya neden olabilirler [41].

Serbest oksijen radikalleri bag dokunun énemli bir bileseni olan hiyallronik asit

gibi karbohidratlarin parcalanmalarina da yol agabilirler [29].

Lipitlere etkileri

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yagd asitlerine etkileri lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarin yapisi lipit ve proteinden
olusmaktadir, lipit peroksidasyonu lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar
verir [18]. Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) reaktif
oksijen turleri tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi
urunlere yikilma tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu
sonrasinda agiga g¢ikan urunler zar gegirgenligini ve akiskanlhgini ciddi sekilde
etkileyip hlcre ve organel igeriklerinin ayrilmasina neden olan kopma ve

kirlmalara yol acar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasari geri
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donusumsuzdir [29,34]. Zincir reaksiyonu seklinde olan lipit peroksidasyonu,
organizmada olusan radikal etkisiyle ¢oklu doymamig yag asitleri Uzerindeki
metilen grubundan bir hidrojen atomu uzaklastiriimasi ile baslar. Bu reaksiyon
baslangi¢ reaksiyonu olarak isimlendirilir. Hidrojen atomu uzaklagmasi ile karbon
atomu Uzerinde eslesmemis elektron kalir ve bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit
radikali(L-) niteligi kazanir [13,29,34,42].

LH + R — L +RH

Olusan lipit radikalinin molekull i¢i ¢ift baglarinin pozisyonunun degismesiyle
konjuge dienler olusur. Bir alkenin iki ¢ift bagi arasinda bir tane tekli bag varsa bu
yapl1 konjuge dien olarak isimlendirilir. Bu sekilde molekuler dizenleme saglanmis

olur.

Lipit radikalinin molekuler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali
(LOO-) olusur.

L-+0, —-LOO-

Peroksil radikali diger komgu yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusmasina neden olurken kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipit
hidroperoksitlerine (LOOH) donuglr. Boylece peroksidasyon basladiktan sonra
kendi kendine yayilabilmekte ve ¢ok sayida yag asidi zinciri lipit hidroperoksitlerine
donusebilmektedir. Bu tepkime ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir
[13,29,34,42].

LH+ LOO-— L-+LOOH

Oldukga kararl olan lipit hidroperoksitleri lipit peroksidasyonunun ilk Grinudur.
Lipit peroksidasyonunun surekli olarak devam ettigi durumlarda E vitamini gibi
zincirleme tepkimeyi sonlandirici bir antioksidan ile lipit peroksidasyonu

sonlanabilir [43].

L +E Vit -LH+E Vit

E Vit+L" —LH+Okside E Vitamini
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Gecis metalleri varliginda lipit hidroperoksitleri bu metallerin redoks dongusuyle
birlikte lipit peroksidasyonunu baglatabilecek radikallerin olusumuna neden olabilir.
Lipitlerden arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal Uuretimine
“‘enzimatik lipit peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipit
peroksidasyonuna ise “non-enzimatik lipit peroksidasyonu” denir. Lipit
proksidasyonunun son bileseni olan MDA peroksidasyona ugramis c¢oklu
doymamis yag asitlerinin bolinmesiyle olusan u¢ karbonlu bir dialdehidtir ve
oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin kullanilir. Bu dialdehid biyolojik
ortamda makromolekullerin NH, ve/veya SH gruplarina bagli veya serbest olarak
bulunur. Olugsan MDA; deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hucre
yuzey bilesenlerinin agregasyonu gibi zar ozelliklerinin degismesine yol acgar
[29,44].

Polimorf nuveli Iokositler (PMNL)

Reperfuzyon hasarini 6nlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da I6kosit
adhezyon molekuillerine kargi monoklonal antikorlarla yapilan c¢aligmalar,
reperflizyonda mikrovaskuler permeabilitedeki artistan baslica nétrofillerin sorumlu
oldugunu géstermistir [19]. I/R ile l6kosit aktivasyonu, kemotaksis ve lokosit
endotel hiucre adhezyonu meydana gelir. Diger taraftan, PMNL yUksek miktarda
SOR (retme kapasitesine de sahiptir. iskemi reperfiizyon hasarinda PMNL’in rolii
ile ilgili bazi mekanizmalar ileri strGlmustir [21]. Bunlar mikrovaskuler oklizyon,
SOR salinmasi, sitotoksik enzim salinmasi, vaskuiler permeabilite artisi ve sitokin
salinmasinda artis seklinde siralanabilir. PMN’lerin aktivasyon ve migrasyonlari
endotel hiucrelerinde ve l6kositlerde bulunan adhezyon molekulleri araciligiyla olur.
Selektinler olarak bilinen adhezyon molekdillerinin L, P ve E selektin olmak Uzere
bilinen ¢ Uyesi vardir. /R, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir. Bu
molekul, PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) adl reseptoru ile
etkileserek dusuk afiniteli I0kosit endotel baglantisini olusturur (I6kosit rolling).
ikinci asamada, l6kosit beta2 integrinler (CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile
endoteldeki interselluler adhezyon molekilt 1 (ICAM-1) arasindaki etkilesim
sonucunda I6kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir. Uciincli asama ile,
trombosit-endotel hicresi adhezyon molekili 1 (PECAM-1) ile endotel hicre
baglantilar arasindaki etkilesim ile |0kosit transmigrasyonu gercgeklegir. Aktive

IOkositler damar disina ulasinca hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslar
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(kemotaksis) [22]. Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli kemotaktik
maddeler arasinda C3a ve interlokin-1 (IL-1), |6kotrien B4 (LT-B4), trombosit
aktive edici faktor (PAF) ve prostaglandin (PG) turleri vardir. Aktif I6kositler ntkleer
transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB) aktivasyonuna ve timoér nekrozis faktor (TNF-
a) sentezine yol agar [20]. Lokositlerin Urettigi serbest radikallerle etkilesen bu
maddeler, mast hucrelerinden selektin ve ICAM gibi adhezyon molekillerini
mobilize eden inflamatuvar mediyatérlerin salinmasini uyarirlar. Aktif nétrofiller
saliverdikleri maddelerle yol agtiklari hasarin yani sira, damar iginde olusturduklari
hicre topluluklan (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar endoteline

yapisarak mikrovaskuler tikanmaya da neden olur [45].

Programli hucre olumu olarak bilinen apoptozisin gelismesi, normalde immun
sistemin ve vlcut homeostazinin vazgegilmez bir bilesenidir [23]. Hucresel olum
yolagindaki duzensizlikler, iskemi-reperflizyon hasarinin yani sira, kanser,
otoimmun hastaliklar, immun sistem bozukluklari ve norodejeneratif hastaliklara
da yol acabilmektedir. Dokuda aktive I0kositlerin baslattigi yanit su mekanizmalar
ile gercgeklestirilir: Fosfolipaz A, aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri
(prostoglandinler ve ldkotrienler) sonucu Uretilir [25,46]. Lizozomal enzimler
salgilanarak degranulasyon sonucu SOR Uretimi gercgeklesir. Bu drtnler endotel
hasari ve doku zedelenmesinin gugli aracilaridir ve baslangigtaki inflamatuvar
uyaranin etkisini guclendirirler. Bazi durumlarda lizozomal enzimler hucre disina
salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya yogunlugunu azaltmaya
yonelik bu inflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiler permeabilite artisi, 6dem,
tromboz ve parankim hicre 6limu de gerceklesir. Gorevini tamamlayan |6kositler
apoptoza ugrar ve lenfatik dolasim yoluyla makrofajlar araciligiyla ortamdan
uzaklagtiniir [45,46]. iskemik dokunun reperfiizyonu, endotele bagli olarak
arteriyollerde dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde I6kosit tikaglarinin
olusmasina ve sivi filtrasyonunu artirir. Post-kapiller venullerde ise plazma
proteinlerinin damar disina sizmasina ve mikrovaskiler fonksiyonun bozulmasina
neden olur. Reperfizyonun baslangic ddéneminde, mikrosirkilasyonun tim
segmentlerinde aktive edilmis endotel hucrelerinden fazla miktarda O, olusurken
NO olusumu ise azalir. Superoksit radikali ile NO arasindaki dengenin bozulmasi,
endotel hucrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina ve

I0kosit-endotel hicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekillerinin
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biyosentezinin artmasina neden olur [25,26]. Serbest radikallerin olusumunda ve
I/R hasarinda 6nemli bir kaynak olan nétrofiller azurofilik graniillerinde oksidan
etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz ezimlerini igerir. Bu enzimler
oksidan doku hasarinda aktive nétrofillerde ksantin-oksidaz'in artmasi ile SOR’un
salinmasi saglar. iskemi sonrasi reperflizyonun baglamasi ile dokuya gelen
oksijenin yaklasik %70'i NADPH-bagimli oksidaz ile sUperoksit iyonlarina
oksitlenmektedir. Genellikle stperoksit iyonu spontan dismutasyonla hidrojen
perokside donugur. Hidrojen peroksit ise klorir iyonlarinin varliginda
miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asit

gugclu bir oksidandir ve birgok biyolojik molekulle kolayca reaksiyona girebilir [47].

Endotel hiicresinin rolu

I/R hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri énemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hicrelerinin aktivasyonuna ve iglevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel
hacreleri SOR igin potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR Uretim
kaynagidir. Endotel, mikrovaskiler homeostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve
NO’yu uretir. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme
egilimindedir. Venlerde ise bunun tersi séz konusudur. /R hasarinda endotelin/NO
orani endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde
vazodilatasyon olur. Endotel hicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive
edilir; 16kosit adhezyon molekdillerinin tretimi artar. SOR etkisi ile endotel hicreleri
hasara yanit olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2), GM-CSF, buylime
faktorleri, endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA2) salgilarlar. Aktive olan endotel
hicreleri ek olarak kendi bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama
yetenegindedir [48]. Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi dusuktur, ancak
metal igeren bilesikler ve radikaller ile blylk bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle
lipit radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik
derisimde duretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOj3)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik
oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz enziminin induksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif nitrojen oksit turleri olusur. Bu reaktif

turler NO’in  dolayll etkilerinden sorumludur ve hucresel molekullerin
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nitrozilasyonuna, nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin ve

enzimlerin aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler [49].
2.6. ISKEMi-REPERFUZYON
2.6.1. iskemi

Iskemi; dokunun oksijen (O,) ve diger metabolitlere olan gereksiniminin dolasimla
saglanamamasi ve bu suregte olugsan atik Urdnlerin  yine dolagimla
uzaklastirlamamasi olarak tanimlanir. iskemik hasarin derecesi hipoksinin
derinligine ve siddetine baglidir. Sonugcta iskemiye bagl doku hasarinda hicresel
enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hicre élumuane yol
acmaktadir. iskemi sonucunda reversible ve irreversible olmak lizere 2 tiirlii hasar

meydana gelir.

Reverzible (Geri Donisumlit) Hasar

Ug veya dort dakikalik iskemi, yliksek enerjili fosfat olan fosfokreatinin ile adenozin
trifosfat (ATP) depolarinin bosalmasi ve enerji bagimli membran iyon
pompalarinin normal iyon gradiyentini gerceklestirememesine sebep olur. Hipoksi
ilk olarak hucrenin aerobik solunumunu yani mitokondrilerde meydana gelen
oksidatif fosforilasyona etki eder. O, basincinin azalmasi hudcre igi ATP
azalmasina dolayisiyla hucre igindeki birgok sistemleri etkiler. Plazma
membraninin ATP enerjili sodyum (Na+) pompasr’'nin aktivitesi azalarak Na+'un
hiicre icinde birikimi ve potasyumun (K") hiicre disina gegisine neden olur. Na*
artigi suyun izoosmotik artigi ile birlikte olup akut hicresel sismeye neden olur. Bu
sisme, inorganik fosfatlar, laktik asit ve purin nukleozitleri gibi diger metabolitlerin

birikimi ile artan ozmotik yukle daha da artar [52].

Hicresel ATP’de azalma ile birlikte adenozin monofosfattaki (AMP) artis
fosfofriktokinaz enzimini uyararak anaerobik glikoliz hizini artirir ve hucre igin
gerekli olan enerji saglanir. Aerobik glikolizin durmasi ve anaerobik glikolizin
devam etmesi sonucunda, aerobik glikolizle elde edilen ATP’nin ancak % 7’si elde
edilmektedir [53]. Boylece glikojen hizla tukenir ve bu durum histolojik olarak
karbonhidratlarin boyanmasinin (6rnegin periodik asit-Schiff [PAS] boyasi)

azalmasi ile gosterilebilir. Artan glikoliz de fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit
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ve inorganik fosfatlarin birikimine neden olarak hucre igi pH'nin dismesine yol
acar [54].

Bir baska hasar ise ribozomlarin grandlli endoplazmik retikulumdan (GER)
ayrilmasi ve polizomlardan monozomlarin olusumu ile protein sentezinde
azalmadir. Hipoksi duzelmez ise mitokondrial fonksiyonun daha da koétulesmesi ve
membran permeabilitesinin artmasi daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur.
Hucrenin ana hatlar, mikrovilluslar gibi ultrastrakturel 6zelliklerin kaybi ve hucre
yuzeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Mitokondriler, endoplazmik retikulum
ve gercekte tum hicrelere ozmotik regulasyonun kaybindan dolayr g¢ogunlukla
sismig gorunur. Eger O, eski seviyesine donerse tum bu degisimler reversibledir,

bununla beraber eger iskemi devam ederse irreversible zedelenme geligir [55].

irreversible (Geri Donlisiimsiiz) hasar

Morfolojik olarak irreversible hasarlanmada mitokondrilerin daha gsiddetli
vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde, kalsiyjumdan (Ca’t) zengin
yogunluklarin birikimine ayni zamanda plazma membranlarinin genis hasarina ve
lizozomlarin sismesine de neden olur. Ozellikle iskemik alan yeniden kanlandirilsa

hiicre icine Ca®** akisi olur ve Ca*"

a bagh degisiklikleri ortaya c¢ikarir. Asiri
gecgirgen membranlardan proteinlerin, esansiyel koenzimlerin ve ribonukleik
asitlerin kaybir devam eder. Hucrelerden ATP’nin olusumu igin dnemli metabolitler
de gecebilecedinden hicre ici yuksek enerijili fosfatlar daha fazla azalir. Lizozomal
membranlarin zedelenmesi enzimlerin sitoplazma icine ge¢gmesine yol acgar. Asit
hidrolazlar, iskemik hicrenin azalmis hicre i¢i pH’sinda aktifleserek sitoplazmik ve
nukleer elemanlari pargalar. Hicre 6limunden sonra hicresel elemanlar lizozomal
hidrolazlarla sindiriimeye devam eder. Hucresel enzimlerin hicre digina yaygin
olarak geg¢mesinin yani sira interstisyumdaki hicre digi makro molekullerin de
hicre icine gecisi s6z konusudur. Oli hiicreler sonunda “myelin sekiller” olarak
tanimlanan blyuk helezon seklinde fosfolipid kitleleri haline doénudsebilir. Bu
fosfolipid ¢cokeltiler daha sonra ya diger hlicreler tarafindan fagosite edilir veya yag
asitlerine parcalanir. Bu yag asitlerinin kalsifikasyonu Ca®" sabunlarinin
olusumuna sebep olur. Hucre ici proteinlerin parcalanarak hicre membranindan
gecerek periferik dolagsima katilmasi kan serum 6rneklerinde dokuya 6zgu hicre

hasarinin bir gostergesidir [56].
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irreversible hasar mekanizmalari

Hipoksi icin yukarida tanimlanan olaylar dizisi en bagindan itibaren 6lumcul olarak
zedelenen hucrenin lizozomal enzimlerle sindirimine kadar bir buatun gibidir.
irreversibiliteyi iki olay belirler. Birincisi mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun
(oksidatif fosforilasyon ve ATP dretiminin  kaybi) kan akimi ve/veya
oksijenlenmenin duzelmesinden sonra da geri dondurilmesindeki yetersizlik,

ikincisi ise membran fonksiyonlarinda ileri derecede bozuklugun gelisimidir [57].
Hucrenin hasarlanma mekanizmalarinda 4 ana sistem etkilenir. Bunlar:

1- Hicre membran butunligu, hicre ve organellerinin iyonik ve osmotik dengesi
2- Aerobik solunum, mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve ATP olusumu

3- Protein sentezi

4- Hucrenin genetik aparati

2.6.2. Reperfiuzyon

Reperfuzyon, kan akiminin ve bununla birlikte Oz’'nin hipoksik dokuya tekrar geri
donmesi anlamina gelir. Eger hucre irreversible sekilde hasara ugramadiysa, bu
sayede enerji depolari ve hucresel hemostazis geri kazaniimig olur [58].
Reperfuzyon iskeminin tek basina olusturdugu hasardan ¢ok daha fazla hasar
olusturabilir [59].

Ksantin oksidoreduktaz, hipoksantin gibi purinlerin iki agsamali oksidasyonu ile
ksantin iizerinden Urata déniismesini saglayan bir enzimdir. in vivo olarak bu
enzim, dehidrogenaz (D sekli) ve oksidaz (O sekli) olarak iki sekilde bulunabilir.
Dehidrogenaz sekli serbest oksijen radikali olusumuna neden olmazken, oksidaz
sekli elektron kabul edici olarak molekuller oksijeni kullanir ve superoksit (O3)
radikalinin ortaya c¢ikmasina neden olur. Ksantin oksidorediktaz'in normal
dokularda dehidrogenaz sekli bulunurken iskemi, irreversible proteoliz ve yan
gruplarin reversible oksidasyonu sonucunda oksidaz sekline doénusebilir [60,61].
iskemi ile hiicre icindeki ATP ve ADP gibi yiiksek enerjili adenin bilesikleri AMP’ye
indirgenir. Sonugcta hicre igci AMP konsantrasyonu artar. Artmis bulunan AMP’den
adenozin ayrilir. Adenozin sirayla inozin ve hipoksantine donusur. ATP azalmasi

nedeniyle membranlarin iyon gradiyentini koruyamamasi nedeniyle huicre igine
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Ca'" girisi olur [62]. Hiicre igine giren Ca', proteazlari aktive ederek ksantin
dehidrogenazdan ksantin oksidaz olugmasini saglar. Ksantin oksidaz araciligi ile
de hipoksantinden ksantin, bundan da geri donugumsuz olarak urik asit olusur.
Reperflzyon sirasinda dokuya gelen bol miktarda O, molekllinden, bu
reaksiyonlar sirasinda superoksit ve hidrojen peroksit (O,".,H,05) olugur. Bununla
birlikte hipoksantin yikilmaya baslamadan 6nce, yeterli oksijen akimi saglanirsa,
hipoksantin ve diger bilesiklerden tekrar ATP olusur [54,62]. iskemi ve

reperflizyonda meydana gelen biyokimyasal mekanizma asagida 6zetlenmistir.

Normal sartlarda:

WTH (NAD" yi kullanaralk)
Hipoksan » Ksantin ve tirik asit

iskemide:

ATP —— parcalamir —— AMP ve ADENOZIN

ADENOZIN hiicre disina gecer ——s inozin ve hipoksantin

AMP =—— Hipoksantin
¥DH — 30

Reperfuzyon ile:

X0 (0,1 kullanarak)
Hipoksantin » Ksantin + O,

Hio
Ksantin + 20, + H,0 Urik asit + O, + H,O,

iskemi-reperflizyon (i/R) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktorler ileri
surulmagtur. Bunlar birbiriyle iligkileri karmasik, hucresel ve humoral olaylar
serisidir [63,64].
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Ozellikle; serbest oksijen radikalleri, polimorf niiveli I6kositler (PMNL), kompleman
sistemi ve endotel hucreleri olmak Uzere baslica dort faktor hasarin nedenleri

arasinda yer almaktadir (Sekil 2.4).

iskemi
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybi)
Doku hasari
+
Reperflizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
Serbest radikaller l
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasar
v v v v v v v
Membran bitinlGginin Notrofil birikmesi NOl Adhezyon Kompleman PGL, | Sitokinler
bozulmas! v v molekiilleri  aktivasyonu I_I}:{BA ; :t;?
Fagositoz Lokosit tikac l l i i
v v
02 radikali * |s|-cem|' Vazokenstriksiyon, trombosit agregasyonu, notrofil kemotaksisi

v v |

Artrmus doku hasari «

Sekil 2.4.i/R hasarinda yer alan olaylar dizisi [65].

2.7. Antioksidan Sistem
Vucutta serbest radikallerin normalin Gzerinde olusumunun engellenmesi ve bu
radikaller nedeniyle olugan hasarlarin Onlenmesi amaciyla gelismis savunma

sistemine antioksidan savunma sistemi ya da antioksidanlar denir (Sekil 2.5).

Solunum

Protein g enzimleri B D
Hasan IVWW \ \
4 W’V Mitokondnal

Hasar
% SER \

Membran DNA \

Hasan N RER o)y |

\ Nucleus
DNA AMMW (DNA} Ca?*
Hasan \

Gegirgenlikte
attty

Lipid Peroksidasyom

Sekil 2.5.Radikallerin yol agtigi hticre hasari [66].



24

Antioksidanlar; endojen-eksojen kaynakli, serbest radikal olusumunu onleyenler-
mevcut radikalleri etkisizlestirenler; enzim olan-enzim olmayanlar seklinde farkh
olarak siniflandinimaktadir.

a-Toplayici (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutarak zararli etkilerini

engelleme veya zayif yeni bir molekule ¢evirme islemine denir. Antioksidan
enzimler, trakeobronsial mukus ve kiguk molekuller bu tir etki gostermektedir.

b- Bastirici (quencer) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir

hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif sekle dénustlren olaya denir.
Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin ve antosiyanidler bu tir etkiye sahiptirler.

c- Onarici (repair) etki: Serbest oksijen radikallerinin yarattiklari hasarlar onarici

etki sayesinde onarilir.

d- Zincir_kirici_(chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyen etki olup; hemoglobin,
seruloplazmin ile minerallerin etki gosterme tarzidir [36]. Hucre ve organ
sistemlerini reaktif oksijen tlrlerine karsi koruyabilmek icin organizma karmasik bir
sistem geligtirmistir. Bu sistem endojen ve eksojen orjinli, etkilesimli ve birlikte
calisan cesitli bilesenler icerir [36]. Antioksidan sistem hasar Oncesi radikal
olusumunu onleyerek oksidatif hasari onarir, hasara ugramis molekulleri temizler
ve mutasyonlari dnler. Noétralize olmasi gereken cesitli reaktif ara Uranleri ve
indirgenmesi gereken okside biyomolekilleri etkileyen hem lipofilik hem hidrofilik

fazda pek ¢ok antioksidan Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir [66,67].
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Cizelge 2.2.Antioksidanlarin hidrofilik ve lipofilik 6zellikleri [66].

Antioksidan Faz Eiki

Siiperoksit Disntaz{SOD) Hidrofilik O "nin HyOzve Oy’
dismmtasyonn

Katalaz(CAT) Hidrofilik H:Ox'nin HyO ve Oy'e
dismmitasyonu

Glutatyen peroksidaz{GSH-Px) Hidrofilik veya P-O0H 'nin B-OH mdirgenmesi

Lipofilik

Ghutatyon rediktaz (GSH-Rd) Hidrofilik Olside glutatyonun
imdirgenmesi

Glutatyen S Transferaz (GST) Hidrofilik R-OO0OH nin G5H ile
konjugasyonn

Metallotieninler Hidrofilik Gegis metalleriyle
nitralizasyon

Tiyoredoksinler Hidrofilik B-5-5-R'nin BE-S5H'a
indirgemmest

Glutatyon Hidrofilik R-5-5-F'nm B-5H"a mdirgenmes
Serbest radilkal temizlevicisi
GSH-Px ve GST nin kofaldGri

Uhbikinen Lipofilik Serbest radikal temizleyicisi
Lipid percksidasyonunda korun

Askorbik asit Hidrofilik Serbest radikal temizleyicisi
Tokoferol kazanimm
Enrimlerin redakte formda konmmes

Earctenler Lipofililc Serbest radikal temizleyicisi
02" baskalayics

Tokoferol Lipofilil: Selenyum absorbsiyonumu arttinr
Serbest radikal temizleyicisi
Lipid percksidasyonunda korun

Selenyum Amfifilik Tiyoredoksin GSH-Px vapitas:

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakl olmak Uzere ikiye ayrilirken endojen
antioksidanlar da enzim olan ve enzim olmayan olmak Uzere kendi arasinda ikiye

ayrilir. Antioksidanlarin siniflandirilmasi asagida siralanmaktadir.
2.7.1. Endojen antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olmak Uzere iki sinifa ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar
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Glutatyon peroksidaz (GSHPx), SOD, GST, CAT, Mitokondriyal sitokrom oksidaz
sistemi, Hidroperoksidaz [65].

Enzim olmayan endojen antioksidanlar

Melatonin, Seruloplazmin, Transferin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin,

glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin, Albtimin [65].
2.7.2. Eksojen antioksidanlar

Vitamin eksojen antioksidanlar
a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit (vitaminC), Folik asit (folat) [65].

ilac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol,pterin aldenhit,
tungsten),NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler,kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar), rekombinant siperoksit dismutaz,
trolox-C (vitamin E analogu), endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px)
aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein) nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar (mannitol,albimin), demir redoks dongusu inhibitorleri
(desferroksamin),nétrofil  adezyon inhibitorleri,  Sitokinler (TNF ve IL-

1),Barbituratlar,Demir selatorleri [65].

Redikte glutatyon (GSH)

Tripeptid yapidaki GSH (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) oksidatif ve elektrofilik stres
ve radyasyona karsi hucrelerin korunmasinda énemli rol oynar (Sekil 2.6). GSH
sitozolik GSH redoks déngustinde substrat olarak rol alirken, ROS’a karsi direkt

olarak da savunma yapabilir.

5H
0 /l/
2 NH~ \r/
COOH 0

Sekil 2.6.Redukte Glutatyon (GSH)

Hucrede milimolar derisimde bulunan GSH primer olarak redikte formda (GSH)
bulunur ancak okside formda disulfud dimeri (GSSG) olarakta bulunabilir [68,69]..

GSH’In hucresel seviyesi y-glutamil transpeptidaz, aminoasit transporterlari,
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glutatyon sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduktazi igeren ¢oklu bir

enzim sistemi tarafindan korunur [70].

Glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi tepkimesini
katalizler. 1957°'de Mills tarafindan kesfedilmistir [71].

GSH-Px
H,0,+2 GSH —— 2 H,0 + GSSG

GSH-Px
ROOH + 2 GSH— ROH + GSSG + H,0

Glutatyon Peroksidaz enzimi iki gruba ayrilabilir: selenyum badimh ve selenyum
bagimsiz. Selenyum baglh grupta hidrojen peroksit ve diger organik peroksitleri
indirgeyen bes Uye vardir, selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz ise
hidrojenperoksit ile ihmal edilebilir bir aktiflige sahip olup sadece organik

hidroperoksitleri redtikler [70].

Selenyum bagimh Gyelerden, GSH-Px 1 veya hucresel GSH-Px batun hicrelerde
eksprese edilen, tetramerik yapida, sitozolik bir enzimdir. Eritrosit, bobrek ve
karacigerde yuksek miktarda bulunur. GSH-Px 2 veya gastrointestinal GSH-Px
insanlarda karaciger ve gastrointestinal kanalda eksprese edilir; bobrek, kalp,
akciger, plasenta ve uterusta bulunmaz. GSH-Px 3 veya plazma GSH-Px
plazmanin lipit kismindan izole edilmis bir glikoproteindir, akciger, plazma ve diger
ekstrasellller sivilarda bulunur. GSH-Px 4 veya fosfolipit GSH-Px sitozolde,
mitokondri ve hlcre zarinda bulunur. GSH-Px 5 veya epididimal GSH-Px
selenyum bagl degildir ve yalniz epididimiste eksprese edilir. GSH-Px 6 hlcresel

GSH-Px ile homoloji gosterir, burun epiteli ve embriyolarda eksprese edilir [71-73].

Glutatyon rediiktaz enzimi (GSH-Rd)

Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagh flavo enzim olan Glutatyon Reduktaz
tarafindan redikte formuna (GSH) indirgenir [22,28,71].
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GSH-Rd
GSSG + NADPH — 2GSH + NADPT

Glutatyon rediktazin kahtimi otozomal dominanttir, 8. kromozom Uzerindedir.
Glutatyon peroksidaz ile benzer doku dagihmi gosterir. Glutatyon reduktaz flavin
adenin dinukleotid (FAD) icerir, NADPH’tan bir elektronun GSSG’nin disulfid
baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarina

karsi gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur (Sekil 2.7) [42].

2 GSH NADP*

e ‘)Cm-
Pento
GSSG NADPH #— oopa;

Yolu

Sekil 2.7.Glutatyon redoks dongusu

Glutatyon-S-Transferaz Enzimi (GST)

GST memeli turlerinde elektrofilik bilesenlerin  GSH ile konjugasyonunu
katalizleyen izoenzimlerin olusturdugu coklu bir gen ailesinden olusur; alfa, mu,
teta, pi,zeta, sigma, kappa ve omega olarak goOsterilen 8 esas gen sinifi ile
dizenlenmigtir.Alfa kromozom 6’da, mu kromozom 1’de, teta kromozom 22'de, pi
kromozom 11'de, zeta kromozom 14’de, sigma kromozom 4’de, kappa ve omega
kromozom 10’da kodlanir [42,74]. GST karsinojenleri, ¢cevresel etmenleri, ilag ve
genis spektrumlu kasenobiotikleri metabolize eder. Mikrozomal GST belirlendiyse
de GST aktivitesi esasen sitozoliktir [71]. GST iki subuniteden olugsmus dimerik bir
proteindir. Bu subuUnitelerden her biri glutatyon baglanma bdlgesi (G bolgesi) ve



29

buna komsu elektrofilik substrata baglanan nispeten hidrofobik olan bagka bir
bdlge daha igerir. Bunun yaninda gesitli izoenzimlerde transport veya duzenleyici
fonksiyonu oldugu disunulen substrat baglanmayan bolge de belirlenmistir. GST,
hidroksialkenler, lipit peroksidasyonunun Urlnlerinden propenaller ve DNA
hidroperoksitleri gibi endojen zararli bilegiklerin detoksifikasyonunu saglayabildigi
icin oksidatif strese karsi savunmaya katilir, bunun yaninda epoksidler ve kinonlar
gibi maddelerin biotransformasyonunda elektrofilik ksenobiotikler ve/veya reaktif

ara urunler olusabilir [42,70].

GST enziminin teta ve alfa siniflari selenyum baglh olmayan Glutatyon peroksidaz
aktivitesi gosterir, GST pi formu lipit hidroperoksitleri ve hidroksialkenler,
malondialdehitler ve propenalleri inaktive eder. GST pi ayrica hassas SH- grubuyla
ROS ile direkt reaksiyona girerek disulfid yapiminin inaktif olmasina neden olur
[70].

Siperoksit dismutaz enzimi (SOD)

Reaktif oksijen tlrlerine karsi primer antioksidan enzim SOD’dur. Formlari
arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bdlgesi ve hicresel dagilim farki vardir.
Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken, Okaryotlarda Mn,CuZn ve
ekstraselliler SOD (EC-SOD) bulunur [75].

Mn-SOD homotetramer yapidadir, her subunitesinde bir Mn iyonu bulunur ve 88
kDa agirhgindadir. Hicresel Mn-SOD icerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi
yuksek metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir. CuZn-SOD 32 kDa
agirhginda olup memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir
sisteminde bulunur. iki protein subtinitesi icerir her subiinitede Cu ve Zn atomlari
bulunur. EC-SOD ise en ¢ok vaskulatir, akciger, uterus ve tiroid bezlerinde
bulunur [76,77]. SOD, sUperoksit molekllinin hidrojen peroksite ve molekuler
oksijene tepkimesini katalizler [22,28,36].

SOD

20y +2H ——» Hy03 + 05
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Tepkimede siiperoksit anyonu Cu*? ve bir arjinin rezidiisiiniin guanido grubuna

*23 transfer olurken Cu'! ve

+1s

baglanir. Bu sekilde superoksitten bir elektron Cu

molekiiler oksijen olusur. ikinci stiperoksit anyonu Cu*"dan bir elektron, baglanma

ortagindan ise iki elektron alarak hidrojen peroksiti olusturur [36,76].

SOD-Cu™” — SOD-Cu™! + 0,
SOD-Cu™! + 0y +2H — SOD-Cu™ + H,0,

Katalaz enzimi (CAT)

CAT cogu organizmada bulunan ve hem igeren homotetramerik bir enzimdir.
Peroksizomlarda ylksek derisimlerde bulunur. Katalaz yapi ve iglevlerine goére
bifonksiyoneldir. Tum prokaryot ve Okaryotlarda bulunur. Her subunite bir hem
grubu ve NADPH molekulu igerir. Birgok katalazda NADPH molekull yuzeye yakin
ve sikica baghdir. Bu kofaktér peroksitin oksijene doéntsiminde katalazin
inaktivasyonunu korudugu ve etkisini arttirdigi gozlenmigstir. Katalaz hidrojen

peroksitin su ve molekuler oksijene dismutasyonunu katalizler [78].

CAT
2HO0y ——» O+ 2HH0

CAT ayrica fenol, alkol gibi farkli substratlarin, hidrojen peroksitin ¢ift reduksiyonu

ile detoksifikasyonunu sadlar.

CAT
H-O0.+RH; ————» R +2H0

Glukoz-6-fosfat eksikliklerinde NADPH’In olgun eritrostlerdeki dusukluginin
katalazda inhibisyona neden oldugu ve hemolizin GSH-Rd/GSH-Px'den ¢ok
katalazdan kaynaklandigi dustunulmektedir [28].

Tivoredoksin sistem

Tiyoredoksin sistem oksidoreduktaz enzim aktivitesi gosteren tiyoredoksin (Trx) ile
tiyoredoksin reduktazi (TrxR) iceren iki antioksidan enzim sistemi icerir. Memeli ve

prokaryotik hudcrelerde bulunur. Tiyoredoksin rediuktaz NADPH kullanarak
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tiyoredoksinin disulfit aktif bolgesini ve pek g¢ok substrati redukler. Yapilan
calismalarda, tiyoredoksinin insanda immun sistem duzenlenmesiyle iliskili oldugu
ve farkli genlerce kodlanan Ug farkli varyanti gosterilmistir. Tiyoredoksin rediktaz
izoenzimleri, her subUnitesinde bir FAD bulunduran NADPH bagl
oksidoreduktazlardir. Tiyoredoksin reduktazin ilk saflastiriimasi 1977'de yapilmigtir
[28].

Ubikinon (Koenzim Q)

Ubikinon esas olarak mitokondride elektron transport zincirinin bir pargasi olarak
kullaniimaktir, bunun yaninda ubikinon dusik derisimlerde plazmada ve hicre
zarlarinda lipit peroksidasyonuna kargi koruyucu antioksidan olarak bulunur.
Ubikinonun yenilenmesi lipoamid dehidrogenaz ve kismen tiyoredoksin reduktazi

da iceren enzim ailesinin diger tyeleriyle gergeklestirilir [79,80].

Askorbik asit (C Vitamini)

Askorbik asit insan plazmasinda ve hucre zarinda bulunan, zar gegebilen major
antioksidanlardan biridir. Suda ¢6zlnebilir disik molekuler adirlikhi bu antioksidan
kollojen sentezi, demir absorpsiyonu ve hucrelerin redoks durumunun
korunmasinda gereklidir. Tokoferoller, peroksidler ve superoksit gibi reaktif oksijen
turlerini  redikler. Askorbik asitin antioksidan olarak esas gorevi lipit
hidroperoksitlerin olusumunu engellemektir. Bu da aterosklerotik plak olusumunu

engellemede 6nemli rol Gstlendigini gosterir [81].

Karotenler (A Vitamini)

Alkoller(retinoller), aldehitler(retinaller) ve retinoik asitler basta olmak Uzere A
vitamininin gesitli tarleri bulunur. A vitamininin en etkili ve en yaygin turia -
karoten’dir. Suda ¢b6zinmeyen bu bilesik havada okside olarak inaktif Grinler
olusturur. A vitamininin antioksidan etkisi yaninda gerekli oldugu sistemik etkiler
hiacre ve intraselliler zar dayaniklihdinin saglanmasi, epitel dokunun

batanligundn surdurdlmesi ve glikoprotein sentezidir [82].

Tokoferoller (E Vitamini)

Dort farkl tokoferol formu bulunur. Bunlar a, B, y, &’dir. Biyolojik olarak en yaygin
ve en aktif E vitamini sekli olan d-a-tokoferoldir. Yagda ¢o6zinen fakat suda

¢o6zinmeyen bu bilesikler oksijen bulunmayan ortamlarda asit ve sicakhga
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dayaniklidir. Eglesmemis elektronlarla reaksiyona giren ve indirgeyebilen hidroksil
grubu icerir. Radikal reaksiyonlari sirasinda zincir kirici etkiye sahiptir. Glutatyon

ve askorbik asit ile antioksidan etkisi artar [83,84].
Flavonoidler

Flavonoidler gesitli sebze, meyve ve otlarda bulunan polifenol grubu igeren dogal
kimyasallardir. Dogada alti binin Uzerinde flavonoid vardir. Antioksidan,
antiarteriyosklerotik, antiinflamatuvar, antitimér, antitrombojenik, antiviral,
antialerjik etkileri vardir. Flavonlar, flavonollar, flavanonlar; katesinler, isoflavonlar,
antosiyanidinler olarak alti sinifa ayrilir. Flavonoidler, 6nemli metal selatorleri ve
serbest radikal temizleyicisi gibi rol oynarlar. Flavonoidler tarafindan
temizlenebilen ve formasyonlari inhibe edilebilen reaktif oksijen Urlnleri;
superoksit anyonlari, hidroksil radikali, alkol radikali, peroksil radikali ve
perhidroksi radikalidir. Flavonoidler, radikallerin reaktif kisimlariyla etkileserek,

reaktif oksijen Urunlerini stabilize eder [85].

Selenyum

Selenyum yiyeceklerde selenosistein 6ncli maddesi olan selenitler, selenatlar ve
selenometiyonin olarak bulunur. In vitro hayvan deneylerinde Se bilesiklerinin
apoptozisi ve transforme hucrelerde hucre siklusunu indirgedigi gosterilmis ve

bundan dolayi da kanser hicre gelisimini durdugu ileri suralmustar [86].

Urik asit

insanlarda piirin niikleozidleri olan adenozin ve guanozin katabolizmasin temel
Urlnd Urik asittir. insan dokularinda trat oksidaz bulunmadigi igin birikir. Urik asit
singlet O,, peroksil radikalleri, ozon ve HOCI igin gugla bir temizleyicidir ve

endojen bir antioksidan olarak kabul edilir [87].
Bilirubin
Bilirubinin buyudk bir kismi dmrind dolduran eritrositlerin  pargalanmasindan

kaynaklanir ve dolasimdan karaciger tarafindan alinir ve biyotransformasyona

ugrar, safra ve idrarla atilir. Antioksidan olarak peroksil radikalleri toplar [84].
Taurin

Organizmada sistein ve metiyoninden sentez edilen taurin protein yapisina

katimaz ve dokuda serbest olarak bulunur. Taurinin, safra asitlerinin
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konjugasyonu, kolesterol atihmi, osmoregulasyon, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, hicre membraninin stabilizasyonu, ve hucrei¢i kalsiyum
seviyelerinin modulasyonu gibi énemli biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlari
vardir. Oksidan bir bilesik olan HOCI'yi N-klorotaurine dénustlrerek hlcreiginde
oksidan hasar olugsmasini engeller. Biliribin, superoksit ve hidroksil radikali
toplayicisi, albimin ise LOOH ve HOCI toplayicisidir. Seruloplazmin olasilikla
SOD’a benzer mekanizmayla etki gdsterir. Ferrdz demiri (Fe+?) ferrik demire
(Fe+®) vyilkseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil radikali
olusumunu inhibe eder. Transferrin ve laktoferrin dolagimdaki serbest demiri,
ferritin ise dokudaki demiri baglar. Sistein superoksit ve hidroksil radikali
toplayicisidir. Ebselen selenyumlu bir bilesiktir; GSHPx aktivitesini glgclendirir ve
lipoksijenaz yolunu inhibe eder. Sitokinler basta katalaz olmak Uzere antioksidan
enzimleri aktive ederler; ancak proteolitik enzimleri aktive ettikleri igin zararli da
olabilirler. Demir gelatorleri hicre icine girerek serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlegtirirler, boylece Fenton reaksiyonunu ve sonugta hidroksil radikali
olusumunu inhibe ederler. Bu 06zelliklerinden dolayr reperfizyonda
kullaniimalarinin faydali oldugu kaydedilmistir. Desferroksamin serbest Fe®"i
baglar. Oksipurinol allopurinolin metabolitidir, dogrudan hidroksil radikali ve
hipokloriti azaltici yonde etki eder. Mannitol hidroksil radikalini toplayici etki
gosterir. Kan kolesterolinl distrmede kullanilan probukol’un lipit peroksidasyonu

zincir reaksiyonunu kirici etkisi vardir [65].
2.8. Melatonin

Melatonin’in ilk kez Lerner ve arkadaslari tarafindan 1958’de pineal bezden
salgilandigi  kesf edilmigtir [88]. Melatoninin  bu ddénemde tanimi
“‘melanophorecontracting hormon” olarak yapiimis ve gerek kurbaga derisindeki
melanoforlarin beyaz gorunistine neden oldugu icin ve gerekse serotoninden

turedigi icin bu isim verilmigtir [89].

Melatonin, memelilerde baslica pineal bezden ayrica over, lens ve kemik iligi
hicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir
hormondur [90]. Retinada sentezlenen melatonin retinal pigment epitel
fonksiyonunun ve fotoreseptorlerdeki gece-gindiz varyasyonuna karsi retinanin

verecegi yanitin dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Deride; pigment granullerin
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degisiminden ve derin dokularin gunesin zararli radyasyonuna Kkarsi
korunmasindan sorumlu olan melatonin, gastrointestnal kanalda enterokromofin
hiucrelerde sentezlenmekte ve post-prandial olarak dolasima katiimaktadir.
Nitekim melatoninin postprandiyal plazma dlzeyindeki artiglar 6dun sonrasi
hipnotik etkisiyle iliskisi dogrulanmaktadir. Safrada sentezlenen melatonin ise
okside kolesterol turevlerine ve safra asitine kargi safra yollarinin mukozasini ve

epitelini oksitdatif hasara karsi kormaktadir [91].

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin, $ekil 2.8) sentezinde birinci basamak
triptofanin pinealositler icine alinmasi ve orada pineal bir enzim olan N-

asetiltransferaz (NAT) tarafindan N-asetil serotonine donustiralmesidir.

H,CO_,
|~ N3 CH,~CH,-N—C—CH,

—. 2

Melatonin
(H-asetil-3-metoksitrptamin)

1
i
H

Sekil 2.8.Melatoninin kimyasal yapisi [92].

N-asetil serotoninin melatonine donusumu diger bir pineal enzim olan
hidroksiindol-o-metiltransferaz (HIOMT) araciligi ile olur (Sekil 2.9). Sentezin
dizenlenmesi primer olarak geceye, diger bir deyigle karanhga baghdir.
Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hlcreleri olan pinealositlerden hizla
salgilanmaktadir. Salgilanma hizi 29 mg/gun’dir [93]. Sentezden sorumlu N-
asetiltransferaz’in aktivitesi dolayisiyla melatonin sentezi spesifik c-AMP-bagiml
transkripsiyon faktorleri ve fotoperiyodik sartlar tarafindan duzenlenir. Isik altinda,
retinadan baslayan noéronal impulslar, hipotalamusta suprachiasmatic nukleus
(SCN) ve diger hipotalamik yapilara aktarilir. Uyari SCN ve periventrikiler nukleus
(PVN) aracih@ ile superior servikal gangliyona geger. insanda karanligin
bagslamasi ile postganglionik sempatik liflerden salgilana noradrenalin esas olarak
B1 reseptorlere baglanarak, depolardaki serotonin ve NATnin intrasellUler
salgilanmasini saglar. Noronlarda ve pineal bezdeki biyokimyasal sinyallerin bu
dongusu insanda melatonin anabolizmasini  hizlandinr ve ayni zamanda
melatoninin gln ici ritme bagh olarak sentez ve salgilanmasini saglar [94]. Gece

saat 20.00-23.00 arasi yukselen melatonin diuzeyi 01.00-05.00 saatleri arasi doruk
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degerlere ulasir ve gundiz duser. Saglikli kisilerde plazma melatonin dizeyi
gunduz 0-20 pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir. Bir gunde
yaklasik 30 mg (%80 i gece) melatonin Uretilir [91].

5- hidroksitriptofan
S-HTP- 3
dekarboksilaz Pinealosit
Serotonin

serctonin-
N-asetiltransferaz

inir u N-asetilserotonin

\ Hidroksiindol-o-
\ Metiltransferaz

Melatonin 4

2\

Sekil 2.9.Karanlk/ aydinhk uyari ile melatonin sentezinin duzenlenmesi [53].

2.8.1.Melatoninin fizyolojik etkileri- (SCN noronlari ve sirkadyen ritm lizerine
etkileri)

Melatonin fotoperiyod ile ilgili bilgiyi vicudun fizyolojisine aktararak sirkadyen
ritmin ve organizmanin fonksiyonlarinin duzenlenmesinde rol oynar. Melatonin
sekresyonunun aydinlik/karanlik siklisu ile iligskisi bu hormonu endojen bir
senkronizér olarak disiindirmektedir [95,96]. insanda pekgok biyokimyasal,
fizyolojik ve davranigsal degiskenlerde oldugu gibi plazmadaki melatonin duzeyleri
de 24 saatlik periyod iginde duzenli inis c¢ikiglar gosterir. Bu sirkadiyen ritm
hipotalamusda SCN’deki santral pacemaker’lar tarafindan kontrol edilir ve ritmin
baslica ayarlayicisi dig ortamdaki aydinlik/karanlik siklusudur (Sekil 2.10). Gece

IsIga maruz kalindiginda pineal fonksiyonlar akut olarak baskilanir [97].
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Sekil2.10.Melatoninin ritim dizenleyici rolt [53].

Melatoninin endojen senkronizor rolinde kortizol salgilanmasi ile iligkisi de
onemlidir. Adrenal bezde bulunan melatonin reseptorleri fizyolojik dozlarla
uyarildiginda ACTH-aracil kortizol olusumunu baskilar [98]. Melatonin ile kortizol
iligkisi her iki hormonunda immun sistemde etkileri yonunden énemlidir. Melatonin
ve kortizol duzeyleri ters yonde hareket eder. Kortizol aksam yatma saatlerinde
dusuktur, oysa melatonin kortizol tam olarak dustukten birka¢ saat sonra pik
yapar. Normal salgilama duzeninin bozulmasi saglgin bozulmasi ya da kanser
riski acisindan bu durum onemlidir. Arastiricilar dusik melatonin ve yuksek
kortizol seviyelerinde c¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikabilecegini bildirmiglerdir. Yani
bu iki hormon arasindaki denge saglikli olmak igin dnemlidir. Bunu belirlemede
melatonin-kortizol indeksi immun fonksiyonlar hakkinda bilgi verirken, ayrica
depresyon, kalp hastaligi, osteoporoz ve kilo alimi ile ilgili durumlarin

belirlenmesinde bir marker olarak kullaniimisgtir [99,100].
2.8.2.Eksojen melatonin uygulamasi ile ritmin degigimi

Melatoninin Jet Lag'da kullanimi Melatonin aksama dogru veya aksam verildiginde
plazma melatoninin profilindeki degisim “phase advance” olarak tanimlanmis (24
saatlik uyku/uyaniklik siklistinde 23.00/07.00 saatleri arasi gergeklesen uykunun,
20.00/04.00’e kaymasi). Buna karsilik melatonin sabah saatlerinde verilirse olusan

melatonin profil degisikligi “phase delay’dir (24 saatlik uyku/uyaniklk siklistnde
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ileri kayma olur ve 20.00/04.00 saatleri arasi uykunun 23.00/07.00 e kaymasi)
[101]. Melatoninin sirkadyen ritm duzenleyici etkisinden faydalanilarak zaman
dilimini atlayan yolculuklarda kullanimi (6zellikle pilot ve diger ucak goérevlilerinde)
onerilmektedir. Bu amacla; doguya yapilan yolculukta, 6n kosullama amaci ile
gidilecek olan yerdeki yatma zamanina karsilik gelen saatlerde o bdlgeden
ayriimadan 3 gun 6once 5 mg melatonin uygulamasina baslanir, kalkis guninde
ayni uygulama yapilir ve varildiktan sonra 2 gun sureyle uygulama surdurular.

Batiya yolculukta ise sadece ugus sonrasi dnerilmektedir [102].
2.8.3.Melatonin duzeylerinin yaga bagh degisimi

insanda fetiiste melatonin sentezine iliskin bir bulgu yoktur benzer sekilde
koyunlarda yapilan ¢alismada da fetliste herhangi bir aktiviteye rastlanmamistir.
Melatonin anneden fetusa ve st yoluyla yenidogana gecebilir ve dolayisiyla fetus
ve yeni doganda sirkadyen ritm bu yolla olusur. Melatonin konsantrasyonu yasa
bagli degisim gosterir, yeni doganda sekresyon ¢ok dusuktlr, dogumdan kisa bir
sure sonra artarak 1-3 yas arasi pik yapar ve sonra tekrar duser. Bundan sonra
sekresyon puberte ve adolesan donemde sirkadyen hale gelir. Yirmili yaslardan
sonra melatoninin sentez ve salgilanma hizi azalarak 60’li yaslarda en dusuk

seviyelere ulasir [103].
2.8.4. Hormonun Farmakokinetigi

Suda kismen ve lipidlerde yiksek oranda c¢6zinen melatonin dolasima
saliverildiginde dokulara ve hucrelere kolaylikla girebilmektedir. Jelatin kapsuller
ya da tablet seklinde oral uygulanan melatonin insanda yaklasik 60 dakikada pik
plazma duzeyine ulasir. Bifazik eliminasyon yarilanma omru 3 ve 45 dakikadir.
Oral uygulamada ilk gecis etkisine maruz kalir. Melatonin esas olarak karacigerde
once hizla 6-hidroksidopamine, sonra bir dizi reaksiyon ile N-asetil-5-metoksi-6-
hidroksitriptamin’e ve daha sonra da sulfat veya glukronid ile konjuge olarak 6-
sulfatoksimelatonin’e (veya 6-hidroksimelatonin sulfat) dontsar ve idrar ile atilir.
idrarda %1 oraninda degismemis sekli bulunmaktadir [104]. Son yillarda tiikiiriik
melatonin dizeyi de pineal fonksiyonlarin bir gostergesi olarak kabul gérmektedir
[105].
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2.8.5. Melatonin reseptorleri ve etki mekanizmasi

Melatonin suya gore lipid ¢ozinurligunun yuksek olmasi nedeniyle hucrelere
rahatga girebilmektedir. Bu nedenle etkileri sadece membrana yonelik degildir.
Sulu ortamda kismen c¢ézinmesi de intrasellller etkilerinin olusmasina katkida
bulunur. Son c¢alismalar melatoninin nukleusta yuksek konsantrasyonda
bulundugunu ve melatonin igin spesifik baglanma noktalarinin oldugunu
gOstermistir. Bu bulgulara gore melatonin etkilerinin tiroid ve steroid hormonlara
benzer sekilde nukleustaki molekuler olaylarla iligkili olabilecegi ileri surGimuagtar.

Melatonin agonisti 2-[I'?

liodomelatonin ile yapilan radyoreseptor tayinler ve in
vitro kantitatif otoradyografi ¢alismalarinda beyinde ve insan dahil olmak Uzere
bazi vertebrali tirlerde periferik dokularda melatonin reseptérlerinin varligi ve bu
reseptorlerin G-proteinleri ile kenetli oldugu belirtiimistir. Melatoninin ML1 ve ML2
olarak bilinen farkli farmakolojik familyalara ait membran bagiml iki tip reseptoru

tanimlanmistir. Giiglii melatonin agonisti 2-[1'?°

liodomelatonin kullanilarak yapilan
incelemelerde tavuk ve tavsan retinasinda ML1 reseptdrlerinin yliksek afinitel
(Kd~75pM ) reseptorler oldugu, buna karsilik ML2 reseptorlerinin ayni melatonin
agonistlerine dusuk afinite gosterdigi belirlenmigstir [93,106]. ML1 reseptdrlerinin 3
alt tipi vardir. Mel1a (Bu reseptorler MT1 reseptorleri olarak da isimlendirilmistir;
Kd; 20-40 pM), Mel1b (MT2 reseptorleri; Kd; 160 pM), Mel1c (MT3 reseptorleri;
Kd;20-60 pM). ML1 reseptorleri serebellum, hipokampus dahil olmak Uzere
noronal yerlesim gostermektedir. Ayrica SCN, hipotalamus, talamus, preoptik alan,
retinanin pleksiform tabakasi ve serebral korteksin pek c¢ok bdlgesinde MLA
reseptorlerinin varhigi gosterilmistir. Noéronal olmayan ML1 reseptorleri, serebral ve
caudal arterlerde, hipofizeal pars tuberaliste, ovaryum, bobrek ve ince barsaklarda
bulunmustur. ML2 reseptdrlerinin memeli hicrelerinde spesifik dagilimi henuz iyi
aciklanmamigtir [91]. ML1 reseptorleri renal fonksiyon, uyku, sirkadiyen ritm,
ureme ve serebral arter kontraktilitesinden sorumludur. Bu reseptorler memeli
retinasinda Ca+2-bagimli dopamin saliveriimesi ve retinal fotopigment disklerinin
fagositozu gibi 1s1ga bagimli olaylarda rol oynar. ML1 reseptdr aktivasyonu (Gl
proteinleri araciligi ile) adenilat siklaz inhibisyonu ile 3’5’ c-AMP duzeyinde
dismeye neden olur. Ayrica sadece ML1 reseptorlerinin, fosfolipaz aktivasyonu
araciligi ile arasidonat saliveriimesini stimule ettigi gosterilmistir [107]. Dusuk
afiniteli ML2 reseptdrlerinin de G-proteinleri ile kenetli oldugu ve sinyal iletiminde
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ML1 reseptorlerine benzer davranigta bulundugu ileri sdrtlmektedir. Ancak
ML1T’lerden farkh olarak ML2 reseptdrlerinin aktivasyonunun fosfoinozitid (PI)
hidrolizi ile kenetli oldugu ve selektif ML2 antagonisti uygulanimi bu hidrolizi geri
cevirdigi belirtiimistir [108]. ilging olarak gliclii a1-adrenerjik antagonist prazosin
ML2 reseptorlerine yuksek afinite gostermekte ve melatonin ile olusan fosfoinositol
hidrolizini etkili bir sekilde azaltmaktadir. Ancak non-selektif a-adrenerjik
antagonisti fentolamin ve nispeten selektif olmayan serotonin antagonisti
metizerjid, melatonin ile olusan fosfoinozitol hidrolizine etkisiz bulunmustur. ML2

reseptorlerinin fizyolojik Gnemi tam olarak agiklanmamistir [109].
2.8.6. Biyoyararlanim ve yan etki

Oral uygulanan melatoninin biyoyararlanimi degiskenlik gdsterir. 1-5 mg oral
dozlar alindiktan 1 saat sonra serum melatoninini gece ulasilan plasma duzeyinin
10-100 katina gikarir ve 4-8 saat icinde duser. Dusuk dozlar (0.1-0.3 mg) glnduz
alindiginda gece ulasilan melatonin pik konsantrasyonunu verebilir. Amerikada
cesitli “ilag marketleri’nde melatoninin 0.2 mg, 0.3 mg, 0.5 mg, 1 mg, 2.5 mg, 3
mg, 5 mg’ hk preperatlari mevcuttur. Ayrica likid formda (1 mg/mL, 1 mg/4 ml)
preperatlari da mevcut olup melatonin preperatlari igin herhangi ciddi bir yan etki
bildirilmemistir. Endokrin sistemdeki belirgin etkilerine ragmen yuksek farmakolojik

dozlar serum LH artirabilir ve prolaktinde disme yapabilir [110].
2.8.7. Melatonin Antioksidan Etkileri

Melatonin hidroksil ve peroksil radikallerinin gugli bir supurtctsudur. OH radikalini
notralize edici etkisi glutatyondan 5 kat ve ROO" inaktivasyonunda ise E
vitamininden 2 kat fazla etkilidir. Ancak melatoninin peroksil radikali Gzerine olan
etkisi tartismalidir. $SOyle ki bazi arastiricilar melatoninin, peroksil radikaline karsi
supurucu etkisinin E vitamininden daha dusuk oldugunu dolayisi ile lipoperoksil
radikaline karsgi daha az nétralize edici etkisinin bulundugunu belirtmiglerdir. Bazi
calismalarda ise melatoninin antioksidan ve serbest radikal sUpuricu etkisinin
reseptdr aracili olmadigi ve bu etkilerin fizyolojik konsantrasyonlarin Utzerinde
olustugu bildiriimektedir [111-113]. Melatonin ayrica inflamasyon reaksiyonlari
sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile olusan ve toksik bir oksijen turevi olan
(HOCI)e karsi da supurtcu etki gostermektedir. Ancak melatoninin H,O, ve Oy
radikalleri Uzerine direkt supuricu etkisi zayiftir. Melatoninin H,O, ile reaksiyonu
sonucu N1-asetil-N2-formil-5-metoksi knturamin (AFMK) olustugu, AFMK nin ise
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katalazla N1-asetil-5-metoksi knlramine donusturaldigu ve antioksidan etkiye
sahip bu metabolitlerin melatoninin supuricu etkisini artirdigi bildirilmistir [114].
Melatoninin serbest radikaller Uzerinde dolayli etkileri de vardir. Melatonin,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O, radikalini
H,O,'ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmayi 6nler. NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS)

enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir [113-115].

Antioksidan savunma sistemi ile iligkili diger bir enzim sitokrom P450 enzimidir. Bu
enzim ksenobiyotik metabolizmasi araciligi ile serbest radikal olusumunu artirir.
Melatonin’in P450 aktivitesini azaltarak serbest radikal olusumunu ve dolayisi ile
oksidatif hasari azalttgr  gosterilmistir [113,115]. Melatonin fizyolojik
konsantrasyonlarda serebellumda NOS aktivitesini baskilayarak néral ve
kardiyovaskuler fonksiyonlarin fizyolojik duzenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
sekilde melatoninin serbest radikal olusumunu onleyici olarak etki etmektedir. NO
tek basina bir serbest radikaldir ve O,.” varliginda ONOO" olusumunu artirir.
Melatonin ile NOS aktivitesinin baskilanmasi NO olusumunu azaltarak bu yolak
uzerinden oksidatif hasari azaltmaktadir [116,117]. Melatoninin serbest radikaller
Uzerindeki supuricu etkisi onun ayni zamanda guclu bir antiinflamatuar ajan
oldugunu da agiklamaktadir. inflamasyonun uyariimasiyla doku hasarina giden
yolak Uzerinde cesitli kademelerde melatonin ile blokaj bu ajana antiiflamatuar ve
doku koruyucu etki saglamaktadir. Sekil 2.11’de inflamasyonun indikledigi
adhezyon molekul ekspresyonu, NF-kB, iNOS, PG, slUperoksid ve peroksi nitrit
radikallerinin doku hasarindaki roli ve melatoninin bu etkenlerin olusumlarinin
baskilanmasi ile antiiflamatuar etkisi 6zetlenmistir. Cesitli inflamasyon
modellerinde  (yanik hasari, sepsis, iskemi/reperfizyon gibi) nétrofil
aktivasyonunun dokularda neden oldugu oksidan hasarlari melatonin anlamli

olarak geri ¢gevirmistir [118-122].
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Sekil 2.11.Doku hasarina yol agan inflamatuar yolakta melatoninin etkileri [123].
2.8.8. Melatoninin immiinolojik Etkileri

ilk defa Maestroni ve arkadaslari melatoninin immdinolojik rolinii gdstermistir.
Farelerin devamh 1sida maruz kalmasi veya gece [-adrenerjik reseptor
blokorlerinin uygulanimi gibi melatonin olusumunun inhibe edildigi sartlarda immun
fonksiyonlarin baskilandigi gorulmastir. Sonraki galismalardan alinan sonuglar
melatoninin  humoral ve hucresel immun vyanitt artirdigini  desteklemigtir.
Melatoninin bu etkisi normal sartlarda belirgin degildir. Yaslanma, viral hastaliklar,
kortikosteroid kullanimi veya akut stress gibi immun sistemin baskilandigi

durumlarda etki belirgin hale gelmektedir [124-126].
2.8.9. Melatonin’in bazi ilag toksisitesini azaltici ve etkinligini artirici etkileri

Melatonin bir¢ok ilacin neden oldugu c¢esitli dokularda oksidan hasarla karakterize
yan etkilere karsi koruyucu etkisinin gosterilmesi, bu ilaglarin kullanimini sinirlayici
yan etkileri azaltilarak, tedavinin etkinligini artirmasi ve Ozellikle kanser
hastalarinin yasam kalitesinde olumlu etkisi ile 6nem kazanmaktadir. S6z konusu
ilaglar arasinda doksorubisin, sisplatin, bleomisin, gentamisin, indometasin,
izoniyazid, fenobarbital, karbamazepin, haloperidol, siklofosfamid,

asetaminofendemir ve eritropoietin sayllmaktadir [92].
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2.8.10. Kardiyovaskiler sistem

Son yillarda elde edilen bulgular melatoninin kalp-damar sistemine etkilerinin
reseptor ve non-reseptdor aracili oldugunu goOstermistir. Melatonin serebral
arterlerde  vazokonstriksiyona ve periferdeki damar yataklarinda ise
vazodilatasyona neden olmaktadir. Myokard infarktus riski ve ani 6lum riski olan
koroner kalp hastalarinda melatonin duzeyleri dusuk bulunmustur [127,128].
Benzer sekilde LDL-kolesterol dizeyleri yuksek olanlarda ve ayrica hipertansif
hastalarda melatonin duzeyi duguktur ve melatonin uygulamasinin kan basincini

dusurdugu gosterilmistir [129].
2.8.11. Kemik koruyucu etki

Melatoninin kemik Uzerine etkisi direktir. Melatonin sekresyonunun baskilanmasi
serumdaki kalsiyum konsantrasyonunu dusurtrken, melatonin uygulamasi ise
artirir [130]. Melatonin kemik iliginde bol miktarda bulunmasi melatonin kemik
hicrelerindeki etkilerinin  muhtemelen otokoid etkiler araciligi ile oldugunu
dusundurmektedir. Melatonin ayrica doz bagimhi olarak kemik matrix
proteinlerinide artirir. Osteoblastik bir protein olan osteoprotegerin melatonin ile
artmigtir [131]. Gunumuzde yaygin olarak postmenapozal dénemde osteoporoza
karsi kullanilan bifosfonatlara ilave olarak melatonin uygulamasinin gerek direkt
kemik Uzerine olumlu etkileri ve gerekse bu ilaglara baglh yan etkileri azaltarak

kemik koruyucu etkiyi guclendirebilecegi dugsunulmektedir [132].
2.8.12. Melatoninin Merkezi Sinir Sistemi lizerine etkileri

GunUumuzde serbest radikallerin yaslanma ile iligkisi oldugu bilinmektedir. Beyin
dokusunun oksidatif hasara olduk¢a duyarli olmasi, yaslanma ile birlikte
makromolekillerde oksidatif hasar birikimi ve inflamasyon gelisimi melatonin
tedavisinin yasa bagh merkezi sinir sistemi fonksiyonlarindaki degisime karsi
koruyucu olabilecegini dusundirmids. Yash hayvanlarda yapilan c¢alismada

melatonin in ndrogenezi artirdigi belirlenmistir [133].
2.8.13. Melatonin ve uyku

Uyku Uzerine etkilerinin muhtemelen kronobiyotik etkiler oldugu ve ayrica
melatoninin damarlarda vazolilator etkiye bagl olarak core temperatiri dusurerek
uykuyu indukledigi, uykuya dalig suresini kisalttigi ve uyku kalitesini arttirdigi
bilinmektedir [92].
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Melatoninin yukarida bahsedilen etkileri disinda migren, reproduktif sistem, timor
hdcrelerinde direkt onkostatik ile antikanser ve apopitotik etkisinin oldugu yapilan

calismalarla gosterilmigstir [134-136].
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3. GEREG ve YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi ilag Arastirmalari Yerel Etik
Kurulunun 13/133 nolu karar ile onay alindiktan sonra baslatiimis ve calisma
suresince yapilan tum islemler etik kurul yonergesinde belirtilen kurallara uygun
olarak gergeklestirilmistir. Bu galismada Erciyes Universitesi, Tip Fakdltesi, Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM) yetigtirilen Wistar
albino taru disi sicanlar kullanildi. Kafesler iginde tutulan siganlara ginin normal
dizeninde 21°C ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortaminda su ve besin ihtiyaglari
saglandi. Calismanin iskemi reperfuzyon asamasi DEKAM'da, histopatolojik kismi
Erciyes Universitesi Patoloji AD ve Histoloji-Embriyoloji AD, biyokimyasal agamasi
ise Erciyes Universitesi Betll-Ziya EREN Genom ve Kok Hiicre Merkezin'de

yapimigtir.

3.1. Kullanilan Gerecgler

3.1.2. Kullanilan aletler

Hassas terazi (Schimadzu, Libror, AEG 220)

Homojenizator (Heidolph DIAX 900)

Vorteks (Heidolph Reax 2000)

Benmari (Heto)

Santrifuj (Hermle Z 380K)

Sogutmali santrifij (Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323K)
pH metre (Jenway)

Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601)

3.1.3. Kullanilan kimyasallar

Melatonin, potasyum fosfat (KPO,, dH,O, Comassie Brillant Blue G 250
(Amresco), etanol, orto-fosforik asit, serum albimini (BSA) fraksiyon V (Sigma),
1X Bradford ayiraci, sodyum dodesil sulfat (SDS), asetik asit (HAc), tiyobarbitrik
asit (TBA), n-Butanol-piridin (nBu-Pri) c¢o6zeltisi, 1,1,3,3 tetrametoksipropan,
ksantin, nitroblue tetrazolium (NBT), sodyum karbonat (Na,COs), bakir klortr
(CuCly), ksantin oksidaz (XO), amonyum sulfat ((NH4).SO,) ve kloroform

kullaniimistir.
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3.2. Uygulanan Yoéntemler

3.2.1. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak siganlar rastgele segilerek her grupta 7 rat olacak sekilde
kontrol (1), I/R (2), melatonin (3) ve melatonin+I/R ve 3 deneysel olmak Uzere 4
gruba ayrildi.

Deney sonucunda siganlar anestezi altinda sakrifiye edilerek bobrek dokulari
cikarildi. Soguk serum fizyolojikle yikandiktan sonra bir kismi histopatolojik
inceleme icin %10’luk formalin ile tespit edilerek parafine gémuldd. Parafin
bloklara gomulen dokulardan 5 ym kalinhginda kesitler alinarak hematoksilen-
eozin (HE) boyasi ve TUNEL ile boyandi.

Bobrek dokusunun diger pargasi ise spanca sarilarak deney asamasina kadar -
80°C’de muhafaza edildi (Resim 3.1).

Resim 3.1.A-Ratin sakrifiye edilmesi, B-Bdbregin karin igerisinden

cikarilmasi,C-Bobregin  kesilerek formaline konulmasi ve -80°C’ye
kaldiriimasi

Melatoninin hazirlanisi

Bir hayvan icin, 25 mg melatonin hassas terazide tartilarak 1 ml’lik etanol
icerisinde ¢ozuldukten sonra Uzerine serum fizyolojik eklendi. Karisim
vortekslenerek melatonin hazir hale getirildi. insilin enjektoriiyle 2 ml cekilerek
siganlara intraperitoneal (i.p) injeksiyon yapildi.

3.2.2. iskemi reperfiizyon teknigi

Calismamizda agirhklari 200-250 gram, 28 adet disi Wistar Albino turli sigan
kullanildi. Siganlarin, 80 mg/kg dozda ketamine hydrochloride (Ketalar, Pfizer,
Groton, CT) ve 10 mg/kg xylazine hydrochloride (Rompun; Bayer, Leverkusen,
Germany) kombine intraperitoneal injeksiyonu ile derin anestezisi saglandi.

Siganin sol tarafinda son kaburganin altindan baslayarak asagiya dogru
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tiraglanarak deri gorunur hale getirildi. Sigan duz bir satiha sag tarafi Uzerine
yatirilarak sabitlendi. Siganin sol tarafinda son kaburganin altinda parmakla palpe
ederek bobredin yeri tespit edildikten sonra tiraglanan bdlgeye steril spancgla
batikon sUrlldu. Steril bisturi ve pens yardimiyla yukaridan asagiya dogru 2-3
cm’lik bir insizyon acildi (Resim 3.2). Bisturi ucuyla karin bosluguna girilerek
makas yardimiyla insizyon alani bobregin c¢ikabilecedi boyuta getirildi. Pens
yardimiyla yag dokusu ile beraber bobrek de disari ¢ikartildi.

Resim 3.2.Sigana insizyonun uygulanigi

Daha sonra bobregin Uzerindeki yag dokusu temizlenerek renal damar gorunur
duruma getirildi. Bébrege zarar vermeden damara 38 mm’lik buldog damar klempi
yerlestirilerek 45 dakikalik iskemi baglatildi. Operasyon bdlgesinin Uzerine steril
spang yerlestirildi. iskemi boyunca siganin i¢ organlarinin su kaybetmemesi yani
kurumamasi igin spang 3-5 dk aralikla vicut sicakligindaki steril serum fizyolojikle
islatildi. Derin anestezi boyunca vucut 1sisinin dismemesi igin hayvanin karin ve
sirt bdlgesine sicak su balonlari kondu. Operasyon sirasinda anesteziden ¢gikma
belirtileri (g6z kapagi refleksinin hizlanmasi kas uyarisinin artmasi vb) gosteren
hayvanlara 40 mg/kg dozda ketamine i.p verilerek anestezinin devami saglandi.
iskemi silresi tamamlandiktan sonra damar klempi gikartildi. Reperfiizyonu
basladiktan sonra yag dokusu ile birlikte bdbrek karin boslugu icerisine yerlestirildi.

insizyon dikilmeye baslanmadan énce, karin ici organlarin anatomik konumlarina
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yerlesmelerini kolaylastirmak amaciyla karin bogluguna vicut sicakligina getirilmis
1-2 ml steril serum fizyolojik dokuldu. Deri alti bag dokusunun ve kas tabakasinin
dikilmek suretiyle kapatiimasi i¢in atravmatik igneli 6—0 nolu Vicryl (emilebilir)
kullanildi. Deri alti bag dokusu ve kas dokusu basit slrekli dikislerle kapatildi. Deri
dikigleri icin travmatik igneli 4—-0 nolu Vicryl kullanilarak basit ayri dikislerle deri
kapatildi. Sizinti kanamasi olup olmadigi kontrol edilip kanama olmadigi
belirlendikten sonra dikis hatti batikonla silindi (Resim 3.3).

Resim 3.3.A-Bobregin karin boslugundan cikariligi, B-Renal damara
buldogun yerlestiriimesi,C-Iskeminin baslamasi,D-Reperfizyon basladiktan
sonra si¢anin dikilmesi
I. Grup (n=7) (Kontrol):Hayvanlara herhangi bir ilag enjeksiyonu ya da iskemi
reperflizyon igslemi yapilmadi.
[I.Grup (n=7) (I/R): Herhangi bir ila¢g enjeksiyonu yapilmadan sol renal arter 45
dakika iskemiye sokuldu ve iskemiden ¢ikarilip reperflizyonundan emin olduktan
sonra kapatilarak, 24 saat yasamalarina izin verildi.
II.Grup (n=7) (Melatonin grubu): Hayvanlara, 25 mg/kg dozunda melatonin i.p
olarak enjekte edildi ve iskemi reperfliizyon islemi uygulanmadi.
IV.Grup (n=7) (Melatonin+I/R grubu): Gruptaki tim hayvanlara 25 mg/kg dozunda
melatonin i.p olarak enjekte edildi ve enjeksiyondan bir saat sonra hayvanlar 45
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dakika iskemiye sokuldu, iskemiden sonra reperfuzyonunda 24 saat yagsamasina
izin verildi.
3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1. Bobrek doku hiicrelerinin homojenize edilmesi

Bobrek doku ornekleri enzim aktivitesi galigilacagi zaman -80°C’den ¢ikartildi. 500
mg doku 1/10 oraninda (w/v) serum fizyolojik ile cam-cam homojenizator
kullanilarak homojenize edildi. Homojenat sogutmali santrifijde 12.000 rpm’de 20
dakika santriflj edildi. Supernatantlarin bir kismi MDA analizi, katalaz enzim
aktivitesi ve protein tayini icin ayrildi. Kalan supernatantlar 5/3 (v/v)
etanol/kloroform karigimi ile 1/1 oraninda karistirildi. Sogutmali santrifujde 12.000
rom’de 20 dakika tekrar santrif(jj edildi. Ust tabaka SOD ve GST enzim aktivitesi
icin ayrildi.

3.3.2. Sigan bobrek doku 6rneklerinde protein tayini

Homojenat ve supernatantlardaki protein miktari Lowry metoduna goére yapildi
[137]. Protein standarti olarak BSA (Sigma) kullanildi. 0.02- 0.25 mg/ml
konsantrasyon araliginda standartlar kullanilarak standart grafik cizildi ve egimden

numunelerdeki protein miktari mg/mL olarak hesaplandi.

Metodun Prensibi: Alkali ortamda proteinler Cu?+ ile Cu++-peptid (protein)
kompleksi olusturarak fosfo molibdat-fosfo tungstat reaktifini (Folin-Ciocalteau-
Phenol reaktifini) redukleyerek mavi-mor renkli UGrin olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru
orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde su 6nemli noktaya dikkat edilmesi metodun
iyi islemesi acisindan dnemlidir. Reaktif yalniz asidik ortamda dayanikli olmasina
ragmen metod gereg@i rediklenme olayi alkali ortamda (pH=10)gerceklesmektedir.
Bu yuzden folin reaktifi alkali bakir-protein kompleksine ilave edildikten hemen
sonra iyice karistirlmalidir. Boylelikle folin reaktifi bozulmadan dnce rediklenme

gerceklesir (Sekil 3.1).
Reaktifler:

A reaktifi: 0.59.CuS0O4.5H,O ve 1.0g.Nas-Sitrat bir miktar deiyonize suda

¢ozuldukten sonra 100 ml'ye tamamlanir.
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B reaktifi: 20g.Na,CO3 ve 4.0g.NaOH bir miktar deiyonize suda ¢ozuldikten

sonra litreye tamamlanir.
C reaktifi: 50ml B ¢ozeltisi + 1.0ml A ¢ozeltisi karisimi.

D reaktifi (Folin-Ciocalteau Cdzeltisi):d6nceden hazirlanan reaktif deiyonize suyla

esit oranda dilue edilerek kullanilir.

Protein Standart Grafigi
y = 2,48x

0.6
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Protein (mg/ml)

Sekil 3.1.Protein standart egrisi

3.3.3. Sigan bobrek doku 6rneklerinde Malondialdehit (MDA) tayini

Malondialdehit tayini Van Ye TM ve arkadaslarinin tarif ettigi metoda goére calisildi
[138].

Metodun prensibi: iki mol TBA asidik ortamda ve 85-100 °C sicaklikta bir mol
MDA ile birleserek mor renkli TBA-MDA kompleksini olugsturur. Bu kompleksin

verdigi absorbans 532 nm’de spektrofotometrik olarak dlgulir (Sekil 3.2).
" oH o s ﬂ OH HO N SH
B J sl Y \( 0 H M
2 ‘ + / —— ‘ + o~
N J AN AN N\ AN

HO OH OR

TBA MDA TBA-MDA

Sekil 3.2.TBA-MDA kompleksi olusumu.
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Reaktifler
1. Fosfat Tamponu: 100 mM, pH:6 izotonik Na;HPO4/KH2PO4
2. % 20’lik TCA ¢ozeltisi
3. % 1’lik TBA ¢ozeltisi

4. MDA standardi: 1,1,3,3-Tetraetoksi propan standart ¢ozelti olarak
kullanildi. 1,1,3,3-Tetraetoksi propandan 6nce10 mM’lik stok ¢ozelti hazirlandi,
stok cozeltiden uygun seyreltmelerle 10, 25, 50, 75 ve 100 uM’lhk standart
cozeltiler hazirlanarak standart grafik gizildi. Absorbans = f( Konsantrasyon)

grafiginin egiminden numunelerdeki MDA miktarlari uM olarak olarak hesaplandi.
Deneyin Yapiligi:

Doku orneklerinde MDA miktarlari Olcimua icin daha Once hazirlanan ham
homojenat 5000xg de 20 dakika santrifij edilerek sUpernatantlar alindi. Her bir
ornek numune igin kor calisildi. Numune tlplerine tampon ¢ozelti, etanol, TBA,
TCA ve numune eklenirken, kor tuplerine TBA haric¢ digerleri eklenerek hazirlandi.
60 dakika kaynar su banyosunda (85-100 °C) bekletildikten sonra ¢esme suyu
altinda sogutuldu, 5000 g'de 20 dakika santriflj edildi. Stpernatantlari ayrildi.
Daha sonra kor tuplerine TBA eklendi iyice karistirildi ve 532 nm.’de her bir tipun

absorbansi distile suya karsi okundu (Sekil 3.3).

MDA Standart Grafigi
y = 0,006x
0.8
0.7
» 0-6 /
S 05
£ 0.4 —
203 /
< 0.2 ——
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0 I I I I I
0 20 40 60 80 100 120

[MDA] pM

Sekil 3.3.MDA standart egrisi
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3.3.4. Sican bobrek doku orneklerinde Katalaz (CAT) aktivitesinin olgimu
Metodun prensibi: CAT Kkatalitik aktivitesiyle H,O,, bozunarak su ve oksijene

yikilmaktadir.

CAT
2H-0- > 2H.,O0 + O

H,O, ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir maddedir. Maksimum
absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina ilave edilen H,O2'nin
CAT tarafindan su ve oksijene pargalanmasi 240 nm’de absorbans azalmasi ile
kendini gosterir (e: 0.04098 mM™.cm™). Absorbansta gozlenen bu azalma

ortamdaki CAT enzim aktivitesi ile dogru orantili bir egilim gostermektedir [139].

Kullanilan reaktifler
1.Fosfat tamponu (50 mM, pH=7.0)

2. Tamponlanmis H,O, ¢ozeltisi
Cozeltilerin hazirlanigi

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7.0): a) 6.81 g KH,PO4 ve b) 8.90 g Na,HPO,4 x
2H,0 tartilip ayri ayr distile suda ¢dzildukten sonra hacimleri ayri ayri distile su
ile 1000 ml'ye tamamlandi. Kullanilacagi vakit a’dan 1 hacim b’den 1.5 hacim
alinarak karistirildi (pH=7.0 olmali) (2°C de saklanir) (fosfat tamponu bakteriyal

kontaminasyon olmadigi surece stabildir, kullanilabilir).

H,0, ¢ozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1.11 g/ml
olan % 30 g'hk H202 ¢ozeltisinden 0.31 ml alinir ve 50 mM’lk fosfat tamponu
(pH=7.0) ile 100 ml'ye seyreltildi (taze hazirlanir).

Deneyin yapiligi

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayri deney tupline alindi. Numune tupinde
doku supernatanti tamponlanmig H,O, c¢Ozeltisi ilave edilerek daha once 240
nm’de A=0 ayari yapilip saniyede 0.,1.,2. ve 3. Dk’da absorbans okundu.

Kor tuplunde fosfat tamponu ve doku slUpernatanti ilave edilerek karistirildi. 30
saniye sonra 240 nm’de absorbanslari okunarak kaydedildi. Kor tupu H,O,

icermemektedir.
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Sonuglar bu deney igin ekstinksiyon katsayisi 0.004 (0.00394) mM*/mm™‘dir. CAT

aktivitesi doku i¢in lU/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.3.5. Sican bobrek doku orneklerinde Siperoksid Dismutaz (SOD)

aktivitesinin élgimu
Durak | ve ark. tarafindan tanimlanan yéntem kullanildi [140].

Metodun prensibi: Bu yontem, ksantin/ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile
olusan superoksit radikallerinin ortamda bulunan (nitroblue tetrazolium) NBT'yi
indirgemesi esasina dayanir. Renksiz NBT iyonu, superoksit radikali ile
indirgendiginde 560 nm’de maksimum absorbans veren mavi renkli formazona

donusdr.

Kullanilan reaktifler

1.Stok ksantin: 3 mmol/L

2.NBT: 150 uymol/L

3.Na,CO3: 400 mmol/L

4.BSA: 1 g/L

5.CuCly: 0.8 mmol/L

6.X0O enzim ¢ozeltisi: 1/100 (v/v) 2 M’k amonyum sulfat ¢ozeltisi ile dilie edildi.
7.Kloroform/etanol: 3/5 (v/v)

Reaktif karigimi

40 ml 10 kat dilue edilmis stok ksantin ¢ozeltisi
+ 20 mI NBT

+12 ml Na,CO3

+ 6 ml BSA karistirildi. 250 ml’'ye tamamlandi.

Deneyin yapilisi

2.9 ml reaktif karisimina 50 ul supernatan ve 50 pyl XO ¢ozeltisi eklendi.
25°C’de 20 dakika inkibasyondan sonra ttplere 0,8 mM CuCl,’den 1 ml eklendi ve

560 nm’de 6rneklerin absorbanslari okundu.

Kor abs - N - abs
% inhibisyon = \—or4Dbs-Numune abs, .,
Kor abs
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% 50 inhibisyonu 1U aktivite kabul edilerek hesap yapildi. SOD enzim aktivitesi

dlglimiinde, elde edilen sonuglar U/mg protein seklinde ifade edildi.
3.3.6. Sigcan bobrek doku orneklerinde Glutatyon-S-Transferaz (GST)
aktivitesinin élgimu

Metodun prensibi:  1-Chloro-2,4-dinitrobenzene  (CDNB)+ GSH—S-2,4-
dinitrophenylglutathione (DNPG)+H" +CI" Reaksiyonu geregi olusan DNPG'nin 340
nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanir (DNPG ¢: 10 Mt.cm™)
[141].

Cizelge 3.1. GST dlguim tablosu

Reaktif (mL) KOR NUMUNE
Fosfat Tamp. 1.6 15
CDNB 0.2 0.2
37°C de 10 dakika inkiibasyon
GSH 0.2 0.2
Serum/Homojenat Fokkkx 0.1

Cizelge 3.1'de goruldugu gibi her bir numune ve kor icin gerekli ¢ozeltiler eklenip
kanistinldiktan sonra, 340 nm de d.suya karsi absorbans’in sifir ayari yapilir. Daha
sonra kor'un absorbansi okunarak, numunelerin absorbanslari 0., 1., 2., 3., 4. ve
5. dakikalarda okunur, hesaplamada lineer bodlge dikkate alinir ve absorbans
farklarindan 1 dakikadaki absorbans degisimi (AAbs/dak) bulunur.
Kullanilan reaktifler
1. Tampon ¢ozelti: 100 mM, pH: 6.5 Na;HPO4KH,PO, (sirasi ile 2.13 gr.
Na;HPO,ve 11.56 gr KH,PO,4 tartilp 1L lik ¢ozelti hazirlanir.)
2. CDNB( 1-Kloro2,4-Dinitrobenzen): 25 mM, absolu etanolde ¢oézunur
(Mw: 202.6 g/mol). 5065 mg/ 100 mL saf etanol (Final
konsantrasyon:2.5.mM)
3. GSH: 50 mM (Tamponda ¢ozulur, 307.3 g/mol). 1.5365 g/100 mL
tampon (final kons. 5 mM)
Aktivite (IU/mL): AAbs. Ve DNP’nin € de@erinden yararlanilarak hesaplandi (€:10
M™.Cu™ DNPG igin)

Spesifik aktivite ise: lU/mg protein olarak verildi.
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3.4. Histopatolojik inceleme

Sicanlardan elde edilen bobrek dokulari serum fizyolojikle yikandiktan sonra
%10’luk formalinde tespit edildi. Daha sonra rutin histolojik doku takip yéntemlerin

gegcirilerek parafin bloklara géomuldu.

3.4.1. Hematoksilen-Eozin ve PAS boyama yontemi

Sakrifiye edilen siganlardan alinan bobrek dokulari %10’luk formalin igerisine
kondu. Bodbredin fiksasyonu sonrasi rutin histolojik takip asamalarindan
gecirildikten sonra parafin bloklara gdmulda. Boébrek dokularinin bulundugu parafin
bloklardan alinan 5 um’lik kesitler poli-lizinle kapl lamlara alindi. Elde edilen ve
deney gruplarina ait olan bdbrek dokularina hematoksilen-eozin boyamaya ek
olarak bobrek dokularinda bazal membran yapilarinin ve tubdllerin daha net
gorilebilmesi icin periyodik asit schiff (PAS) boyama metotlari uygulandi.

H&E ve PAS ile boyanan preparatlarin histolojik degerlendirmesi icin DP 70 dijital
kamera ile donatiimig Olympus BX51 i1sik mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya)
kullanildi. Hazirlanan preparatlardan kontrol ve deney gruplarina ait bobrek
dokularinin parankima yapilari incelenerek goruntuler elde edildi ve histopatolojik

olarak degerlendirildi.
3.4.2. TUNEL boyama

Kontrol ve deney gruplarina ait bobrek kesitlerinde apoptotik hicrelerdeki DNA
sarmal kiriklarinin in situ saptanmasinda en duyarli ve en hizli metot olarak
TUNEL(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick end Labeling)
isaretleme yontemi kullanilmistir. Ozetle, poli-Llizinle kapli lamlara alinan 5um’lik
kesitler ksilende deparafinize edildi, azalan alkol serilerinden gecirildi ve oda
sicakliginda PBS (phosphate buffer saline)’de 5 dk inklbe edildi. 15 dk proteinaz
K ile inkibe edilen kesitler distile su ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini bastirmak icin %30’luk H,O, ile muamele edildi. Sonraki basamaklar
icin kitte (Apoptaqg In Situ Cell Death Detection Kit, Millipore, S7110) bulunan ve
uretici firma tarafindan énerilen boyama metoduna uygun olarak immunofluoresan
boyama yapildi. Bunun igin, PBS ile yikanan kesitler TdT enzimi ile 37°C’de
karanlik ve nemli ortamda 60 dakikada inklbe edildi. Tekrar PBS ile yikanan
kesitler oda sicakliginda anti-digoxigenin conjugate ile tepkimeye girdi. Batin
inkibasyon basamaklari nemli ortamda yerine getirildi. Goruntu elde etmek igin
slaytlar immunofluoresan mikroskobunda (Olympus BX 51) incelendi.
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Gruplardaki TUNEL+ hucre sayilarini kargilastirmak igin, 1sik mikroskobu altinda
ayni buyutmede olacak sekilde (X400) her kesitten rastgele 10 farkh alan segildi.
Korteks ve medulla ayrimi yapilmaksizin segilen bu alanlarda yesil yansimalar ile
ayirt edilen TUNEL+ hucreler Image J software programi kullanilarak dikkatli bir

sekilde sayildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak karsilastirildi.
3.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statictics 21 istatistik paket
programinda degerlendirildi. Biyokimyasal degiskenler tek yonlu variance analizi
(ANOVA) ile ¢oklu karsilastirma analizine ise Student-Newman-Keuls testi ile
bakildi. Histopatolojik verilerin normal dagilimina Shapiro-Wilk testi uygulandi.
Apoptoz degiskenlerine Kruskal-Wallis analiziyle, ¢oklu karsilastirma analizine ise
Dunn testiyle bakildi. Sonuglar ortalama + SD (standart deviasyon) olarak verildi

ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal ve Histopatolojik Bulgular

Rat bdébrek dokularina ait enzim aktivite sonuglari gruplara gore Cizelge 4.1 ve
4.1-45 de gorulmektedir.

Sekil

gorulmektedir.

Histolojik bulgular

ise Resim

Cizelge 4.1.Rat bobrek dokularina ait Ortalama + Standart sapma olarak
SOD, CAT ve GST enzim aktivite degerleri ile MDA miktari.

1-14 de

Gruplar SOD CAT GST MDA
(U/mg p) (IU/mg p) (IU/mg p) (umol/mg p)
Kontrol (K) 11.2+0.36 20.416.33 2.16+0.41 3.140.12
iskemi/reperfiizyon (I/R) 14.3+0.99/ 23.8+10.57A 4.23+0.984 4.5£0.234
Melatonin (M) 9.89+0.29% 19.9+3.61\W 1.4820.43% 2.1+0.03¥
Melatonin+l/R (M+I/R) 13.6+0.364\ 24.3+11.31A4\ 3.370.36/ 1,920.25W%
istatistiksel degerlendirme (ANOVA ve Student-Newman-Keuls testi)
Gruplar SOD CAT GST MDA
K-I/R P<0.05/4 p>0.05 P<0.054 p>0.05
K-M P<0.05W p>0.05 P<0.05W P<0.05W
K-(M+I/R) p>0.05 P<0.054 P<0.054 P<0.05W¥
I/R-M P<0.05W¥ P<0.05W P<0.05W P<0.05W
I/R-(M+I/R) p>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05W
M-(M+I/R) P<0.05/4 P<0.05/4 P<0.054 p>0.05

Cizelge 4.1 ve Sekil 4-8 den de goruldugu gibi SOD aktivitesi kontrole gére M
grubunda anlamli derecede dusuk iken, I/R grubunda kontrole gore anlamli
derecede artis go6zlendi (p<0.05). Ancak, kontrol grubuna gére M+I/R grubu
karsilagtinldiginda SOD aktivitesinde bir artis s6z konusu olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). Ayrica I/R grubuna gére M grubundaki
azalma istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), I/R grubuna gére M+I/R
grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05).
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Gruplar arasi CAT aktivitesi incelendiginde kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastinldiginda M+I/R grubunda artma s6z konusu olup, istatistiksel olarak
anlaml bir fark gézlenirken (p<0.05) diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
degisme gozlenmedi (p>0.05). Ayrica I/R-M grubunda kontrole gére azalma, M-
(M+I/R) grubunda ise artis olup istatistiksel olarak anlamlydi (p<0.05).

GST enzim aktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna gore I/R ve M+I/R grubunda
artis go6zlenirken kontrol grubuna gére M grubunda anlamh bir azalma
gorulmekteydi (p<0.05). Ayrica I/R grubuna gére M grubunda gdére anlamli bir
azalma gozlenirken M grubuna gore M+I/R grubunda ise artis olup istatistiksel

olarak anlamlydi (p<0.05).

Gruplar arasi MDA duzeyleri incelendiginde kontrol grubuna gére I/R grubunda
artis gozlenirken istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05). Kontrol grubuna gére M
ve M+I/R gruplarinda azalma s6z konusu olup istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0.05). Ayrica M grubuna gére M+I/R grubunda bir azalma s6z konusu olmasina

ragmen istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.05).

Aktivite (U/mg p)

Kontrol I/R M M+I/R

Gruplar

Sekil 4.1.Kontrol, I/R, M ve M+I/R verilen rat bébrek dokularina ait
SOD aktiviteleri



Aktivite (IU/mg p)

Kontrol I/R M M+I/R

Gruplar

Sekil 4.2.Kontrol, I/R, M ve M+I/R verilen rat bobrek dokularina ait
CAT aktiviteleri

Aktivite (IU/mg p)

Kontrol I/R M M+I/R

Gruplar

Sekil 4.3.Kontrol, I/R, M ve M+I/R verilen rat bdbrek dokularina ait GST

aktiviteleri
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Mmol (umol/mg p)

Kontrol I/R M M+I/R

Gruplar

Sekil 4.4.Kontrol, I/R, M ve M+I/R verilen rat bébrek dokularina ait
MDA duzeyleri

Ol¢iim parametreleri

25
20

M Kontrol
15

/R
10 b M

H M+I/R
5
0

SOD CAT GST MDA

Sekil 4.5.Kontrol, I/R, M ve M+I/R verilen rat bébrek dokularina ait
enzim aktiviteleri
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4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1. Hematoksilen-Eozin ve PAS ile boyanmis bobrek dokusu kesitleri

Isik mikroskopik degerlendirmede kontrol ve deney gruplarina ait olan bébrek
dokulari degerlendirildi. Kontrol grubun bdbrek kesitlerinde, doku parankimasinda
bobrek cisimcikleri (renal korpuskulleri), proksimal ve distal kivrintili tabuller,
peritibuler kapillerler ve medullar 1ginlar dizgun vyerlesimliydi. Herhangi bir
manupulasyona maruz kalmayan bu grupta, glomeriller ve tubuller normal

histolojik 6zellik gosterdi (Resim 4.1. ve 4.2).

iskemi/reperflizyona maruz kalan grubun bobrek dokusu histolojik olarak
incelendiginde, kontrol grubuna gore son derece dnemli ve anlamli dejereneratif
degisiklikler gosterdigi gézlendi. Bu gruba ait bobrek dokularinin histopatolojik
incelenmesinde, hem interstisyel bag dokusu alanlarinda hem de renal
korpuskullerin glomerullerinde belirgin hemoraji incelendi. Kontrol grubu ile
karsilastinildiginda, tabdl hicrelerinde de belirgin hasar mevcuttu. Ayrica, I/R
hasarina ugramis bobrek dokusunda tubulUs epitel hucrelerinde anlamli nukleus
kaybi saptandi. Ozellikle de proksimal tibul epitel hiicrelerinin apikal yizeyindeki
firgamsi kenar kaybi PAS+ boyama ile oldukga belirgin gézlendi (Resim 4.1 ve
4.2).

iskemi/reperflizyona maruz kalan gruba ait bobrek dokularinda agir renal hasar
go6zlenirken, melatonin uygulanan iskemi/reperfizyon grubunda bu bulgularda

onemli derecede bir azalma vardi.
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Resim 4.1.Her bir gruptaki sican bébrek kesitindeki 11k
mikroskobundaki goruntiusu (H&E). A-Kontrol grubu
B-Melatonin uygulanan grup C-I/R uygulanan grup, D-I/R ve
melatonin uygulanan grup (H&E; buyuklik, x400).

Resim 4.2.PAS ile boyanan kesitlerin fotomikrografik gérintisu
A-Kontrol grubu B-Melatonin uygulanan grup C-1/R uygulanan grup
D-1/R ve melatonin uygulanan grup (PAS; buyuklik, x400).
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4.2.2.Apoptozun degerlendirilmesi

Apoptotik hicre sayilar her bir grup ve her bir denek igin ayri ayri hesaplandi.
TUNEL+ hlcre sayisi iskemi reperflzyon grubunda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artmistir. Melatonin grubunda ise TUNEL+ htcre sayisi

kontrol grubuna yakindi.

Kontrol grubu herhangi bir manudpulasyona maruz kalmadigi icin TUNEL+ hucre
sayisinin ortalama degeri 2, melatonin grubundaki ortalama hucre sayisi 4,
melatonin+I/R grubundaki ortalama hicre sayisi 3,5 ve I/R grubunda ise ortalama
hicre sayisi 13 olarak tespit edildi. Kontrol grubunda ortalama huicre sayisi en
dusuk olmasi beklenen bir bulgudur. Gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
kontrol ve melatonin arasinda fark gbzlenmez iken I/R ile kontrol, I/R ile
melatonin+l/R ve I/R ve melatonin gruplari arasinda anlamh fark goézlendi
[(p<0,05), (Sekil 4.6)].

Bu karsilastirmada dikkate deger olan melatonin uygulanmig olan grubun
uygulanmamis olan gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha dusuk
TUNEL+hlcre sayisina sahip olmasidir. Bu bulgu da melatoninin iskemi-
reperflzyon hasarinda koruyucu etkisine diger bir dnemli kanitini gostermektedir.

Ayrica primer antikoru icermeyen negatif kontrol amaciyla kullanilan kesitlerde

TUNEL pozitif isaretlenme gozlenmemistir (Resim 4.3).
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e LUNEL

LI\ felatonin+IR

Resim 4.3.TUNEL ve yesil immunofloresan yansitan hicreler

TUNEL+ hiicre sayisi

Sekil 4.6.Her bir deneysel gruptaki TUNEL+hucre sayisini gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Anaerobik oksidatif solunum son derece énemli ve hlcreye zarar vererek dlime
neden olmaktadir. Hipoksinin en énemli nedeni arteriyel ya da venéz kan akimi
bozukluguna bagli organ ve dokunun yetersiz perflizyonuna yol agan iskemidir.
Reperfuzyon, iskemiye maruz kalan doku ya da organlarin yeniden kanlanmasi ve
oksijenlenmesi olayidir. Reperflizyon hasari ise iskemi periyodunu izleyen yeniden
kanlanma doéneminde doku ya da organlarda meydana gelen hasar olarak
tanimlanir. Hucre icine molekuller oksijenin girisiyle hizla olugan serbest oksijen

radikal (SOR) turevleri reperfuzyon hasarinin nedenlerinden biridir [142].

Bobrek iskemisi; abdominal aorta yonelik cerrahilerde suprarenal klempaj sonrasi,
bdbrek transplantasyonu kismi nefrektomi, kardiyopulmoner bypass, sepsis, ¢esitli
urolojik girisimler ve hidronefrozis gibi gesitli klinik durumlarda gortiliir. Iskemiden
sonra gelisen akut bobrek yetmezligi, glomerdler filtrasyon hizinda azalma, tubuler
nekroz ve bdébrek damarlarinda direnc artisi ile karakterizedir. iskemi ve
reperflizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi, ATP’nin
azalmasi, hiicre ici Ca®+ artisi ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasina 6nculik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asiri
miktarda SOR olusarak oksidatif strese neden olur. i/R hasarinin fizyopatolojisinde
SOR’nin 6nemli bir rol oynadidi bildiriimektedir [143,144]. Serbest radikaller
nukleik asitler, serbest amino asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler,
karbonhidratlar ve bad dokusu makromolekulleri de dahil olmak Uzere, canli
organizmalarin yapisindaki hemen hemen tim biyomolekdiller ile reaksiyona
girerek bunlar Uzerinde geriye donusli veya donussuz etkiler meydana
getirebilmektedirler [144]. iskemi sirasinda kiigiik oranda SOR olusmaktaysa da,
reperflizyon doneminde dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan daha fazla
miktarda serbest radikal olusmakta ve bunlar da lipid peroksidasyonuna yol acarak
hasari artirmaktadir [145].

Dokularda, oksidatif strese kargi enzimatik ve enzimatik olmayan olmak Uzere ikKi
turll antioksidan mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan enzimatik olanlardan en
onemlileri SOD, CAT, GPx ve GST iken enzimatik olmayan ise GSH, hemoglobin
vs'dir [146].
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Bobrek kan akimindaki azalma veya kesilme ve sonradan olusan reperfuzyon ile
birlikte cesitli derecelerde doku hasari olusmaktadir. Bébrek /R hasarinda, iskemi
sonrasi bobrek fonksiyon bozukluklarinda SOR en 6énemli roli oynamaktadir [144].
Ayrica reperflizyonu takiben SOR’da hizla ylikselme oldugu ve buna bagl olarak
lipit peroksidasyon duzeyinde artis oldugu bildirilmektedir [145]. Hucreler oksidatif
hasari onleyen ya da kismen azaltan mekanizmalara sahiptir. Doku hasarinin
olusmasi ile iskemik dokuda oksidanlara bagli olarak iskemi siiresince glutatyon
miktarinin azaldigi ve SOD, CAT ve GPx gibi enzimlerin inaktivasyonunun
hizlandigi ve buna bagl olarak hucrelerin reperfuzyon sirasinda hizla olusan
oksijen radikallerinin etkisine daha duyarli hale geldigi rapor edilmektedir. /R
hasarinin geriye dénebilmesi, bobrek tibuller hicrelerinin nefron boyunca hasarli

epitelyum hdcrelerinin yerini alma ve yenilenme yetenegine baglidir [147].

Memelilerde melatonin basta pineal bez olmak Uzere over, lens ve kemik iligi
hicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir

hormondur [3].

Melatonin en zararl radikal olan -OH radikalini ortadan kaldiran ¢ok gugli bir
oksidandir. Bu yluzden, gunumuze kadar bilinen en gugllu antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Melatonin OH- radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon
radikaline dontiserek ortamda bulunan O, radikalini tutarak antioksidan aktivite
gOsterir [148].

Melatoninin antioksidan olarak 6nemli bir 6zelligi de lipofilik yapida olmasidir. Bu
sayede hemen hemen hicrenin butin organellerine ve hucre cekirdegine
ulasabilmekte hatta kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri de kolayca gecebilmektedir.

Boylece ¢ok genis bir yayllimda antioksidan aktivite gostermektedir [149].

Yagmurca ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada melatonin verilen grubun Ginko
Biloba (GB) uygulanan grup ile tubuler nekroz-atrofi, tibuler vakuoler degisiklikler
ve glomerller hasar parametreleri agisindan karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi, ancak vaskuler konjesyon-trombozis
ve interstisyel infiltrasyon parametreleri dikkate alindiginda istatistiksel anlamlilik

ifade edecek sekilde melatoninin daha iyi sonug¢ verdigini belirtmektediri. Yine GB
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uygulanan grubun tum parametreler acisindan sisplatin  grubu ile
karsilastirildiginda belirgin duzelme gosterdigi ve bununda istatistiksel olarak
anlaml oldugu nu goéstermislerdir [149]. Bizim g¢alismamiz da ise I/R'ye maruz
kalan grubun bdbrek dokusu kontrol grubuna goére anlamli dejereneratif
degisiklikler gosterdigi gozlendi. Bu gruba ait bobrek dokularinda hem interstisyel
bag dokusu alanlarinda hem de renal korpuskullerin glomerullerinde belirgin
hemoraji incelendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ttbul hucrelerinde de
belirgin hasar mevcuttu. Ayrica, I/R hasarina ugramis bobrek dokusunda tlbulis
epitel hiicrelerinde anlamli niikleus kaybi saptandi. Ozellikle de proksimal tibiil
epitel hucrelerinin apikal yluzeyindeki firgamsi kenar kaybi PAS+ boyama ile
oldukga belirgin goézlendi. I/R grubuna ait bobrek dokularinda agir renal hasar
g6zlenirken, M+I/R grubunda bu bulgularda énemli derecede bir azalma vardi
(Resim 4.1 ve 4.2).

Aktoz ve ark. yapmis oldugu calismada kontrol grubuna operasyondan 72., 48.,
24. saat ve 30. dakika 6nce 1 mL/kg serum fizyolojik i.p. olarak vermisler. I/R,
I/R+Melatonin ve IR+Vitamin E gruplarina ise iskemi olusturmadan 6énce 10 mg/kg
melatonin ve 100 mg/kg vitamin E’yi sirasiyla 72., 48., 24. saatlerde ve 30.
dakikada uygulamiglar. 60 dakikalik iskemiden sonra 60 dakika reperflizyon
saglandiktan sonra kan ornekleri ve bobrek dokularini almiglar. 1/R’de Ure, kreatin
ve MDA seviyelerinde dnemli bir artis, SOD ve katalaz aktivitelerinde ise azalma
oldugunu gostermigler. Histopatolojik bulgular ise IR grubu bobrek dokularinda
tubuler epitelyum tabakada kast olustugu ve tubuler nekroz olustugunu
gostermigler. IR+Melatonin grubunda MDA seviyesinde Onemli bir azalma
olmasina karsin SOD aktivitesinde artma oldugunu gézlemlemisler. IR+Melatonin
grubunda ise I/R grubuna gore tibuller nekroz ve kast sekillenmesinde dikkate
deger bir azalma oldugunu belirlemisler. Sonug¢ olarak melatoninin fonksiyonel,
biyokimyasal ve morfolojik hasara karsi koruyucu etki gosteren etkili bir
antioksidan oldugunu goéstermislerdir [150]. Yapmis oldugumuz c¢alismada SOD
aktivitesi kontrole gore M grubunda anlamli derecede dusuk iken, I/R grubunda
kontrole gore anlamh derecede artis gdzlendi. Ancak, kontrol grubuna gére M+I/R
grubu karsilastirildiginda SOD aktivitesinde bir artis s6z konusu olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamsizdi. Ayrica I/R grubuna gore M grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma go6zlenirken, I/R grubuna gore M+I/R grubundaki azalma
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ise istatistiksel olarak anlamsizdi. Gruplar arasi CAT aktivitesi incelendiginde
kontrol grubu diger gruplar ile kargilastiriidiginda M+I/R grubunda artma s6z
konusu olup anlamli bir fark gézlenirken diger gruplarda anlamsizdi. Gruplar arasi
MDA duzeyleri incelendiginde kontrol grubuna goére I/R grubunda gdzlenen artis
istatistiksel olarak anlamsizdi. Kontrol grubuna gore M ve M+I/R gruplarinda
azalma s0z konusu olup istatistiksel olarak anlamliydi. Ayrica M grubuna gore
M+I/R grubunda bir azalma s6z konusu olup istatistiksel olarak anlamsizdi.
Biyokimyasal parametreler arasindaki farkliliklar melatonin etki etme siresine,

dozuna ve I/R suresine bagl olabilir.

Kurcer ve ark.’nin yapmis oldugu calismada bobrek I/R hasarinda diyabet
olusturularak melatoninin koruyucu etkisini incelemigler. 15 gun boyunca
melatonin 4 mg/kg/gln i.p olarak vermigler. Diger gruplara gére kontrol grubunda
MDA seviyesinin daha yuksek oldugunu bulmuglar. Sonu¢ olarak boébrek I/R
hasari sonrasinda melatoninin tedavi edici etkisini gostermiglerdir [151].
Calismamizda gruplar arasi MDA duzeyleri incelendiginde kontrol grubuna gore
I/R grubunda artma, M ve M+I/R gruplarinda ise azalma s6z konusu olup

melatonin dozu ve diyabet, parametreler arasindaki farkliligin nedeni olabilir.

Hagar ve ark. sol bobrekte 45 dakika iskemi 24 saat reperfuzyon ve sag bobrek
nefroktomisi yapilarak uygulanan modelde serum kreatinin ve Ure dizeyleri ile
MDA duzeylerinin I/R grubunda sham kontrol grubuna gére anlamli diizeyde arttigi
GSH ve serum NO dizeyinin de anlamh dizeyde azaldigi bildirilmistir [152]. Bizim
calismamizda da ortalama deder olarak MDA duzeyinin I/R grubunda kontrol
grubuna goére arttigi gézlenmistir. Bu durum I/R esnasinda olusan oksidatif strese
bagl olarak MDA duzeyindeki artigs beklenen bir sonug olup istatistiksel olarak da
anlamliydi.

Korkmaz ve Kolankaya'nin siganlarda sag bobrek nefroktomisi yaptiklari ve sol
bdbrekte 45 dakika iskemi 3 saat reperfizyon suresi uyguladiklari modellerinde
MDA dlzeylerinin arttigi ve GSH dizeyinin anlaml azaldigi rapor edilmigtir [153].
Bizim galismamizda ise MDA duzeylerinin I/R grubuna gére M ve M+I/R gruplarina

gore anlaml bir azalma s6z konusuydu.
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Sener ve ark.’nin yapmis oldugu calismada bobrekte I/R olusturarak melatoninin
koruyucu etkisini arastirmiglar. Sigcanlara sag nefrektomi yaptiktan sonra 45
dakikalk iskemiye maruz tuttuktan sonra sirasiyla 1, 3, 6, 24, 48 saat ve 1 hafta
reperfiizyon gerceklestirdiler. iskemiden 15 dakika énce 10 mg/kg melatonini deri
altindan vermigler. Reperfuzyon sonucunda bobrek dokularini alarak histolojik
incelemelerini ve MDA, GSH, MPO ve PO duzeylerine bakmislar. GSH'da azalma;
MDA, MPO ve PO’da ise artma oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak bodbrek
doku hasarina karsi melatoninin koruyucu etkisinin olabilecegini ifade etmiglerdir
[153]. Bizim galismamizda MDA duzeyinin I/R grubunda kontrol grubuna gore artis
gozlenirken, I/R grubuna gore M ve M+I/R gruplarina gére anlamli bir azalma s6z

konusuydu.

Sener ve ark.’nin yapmis oldugu baska bir ¢alismada bizim bulgularimiza paralel
bir sonug goriimektedir. 12 saatlik sure igerisinde 2 ve yarim saat suren iskemi
olusturmusglar. Bu protokoli 3 gun tekrarlamiglar. Tedavi gruplarinda 5 mg
melatonini giinde 2 kez reperflizyon sirasinda i.p olarak sigana enjekte etmislerdir.
Bobrek dokularini alarak biyokimyasal parametrelere bakmislar. Bunun sonucunda
lokal tedavide MDA artigini melatoninin engelledigi gozlemlemiglerdir [154]. Bizim
¢alismamizdaki bulgular lokal ve sistemik melatoninin uygulanmasinin antioksidan

etki gostererek bobrek dokusunu oksidasyona karsi korudugunu gostermektedir.

Kurcer ve ark.’nin yapmis oldugu bir calismada erkek siganlara nefrektomi
uygulandiktan sonra 1 saat iskemide bekletip 2 ve 24 saat reperfizyonda
bekletmisler. iskemiden 10 dakika 6nce 10 mg/kg melatonini i.p.olarak hayvanlara
enjekte etmigler. I/R bdbrek MDA, MPO, TOS’da énemli bir artisa sebep olmustur.
Dolayisiyla bdbrek I/R hasarindaki koruyucu etkisi melatoninin antioksidan
Ozelliginden kaynaklandigini gostermigler [155]. Bizim ¢alismamizda MDA
dizeyleri incelendiginde kontrol grubuna goére I/R grubunda artis gdzlenirken
istatistiksel olarak anlamsizdi. Kontrol grubuna gére M ve M+I/R gruplarinda
azalma so0z konusu olup istatistiksel olarak anlamliydi. Ayrica M grubuna gore
M+I/R grubunda bir azalma s6z konusu olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamsizdi.
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Bu durum melatoninin iskemiden 30 dk once ve dozun 25 mg/kg olarak

verilmesine bagl olabilir.

Sezgin ve ark. bobrek I/R hasari Gzerine melatonin ve 1,25-dihydroxyvitamin D3
(VD3) etkisini arastirmiglar. Bobrek dokusunda MDA, GSH, NO seviyelerini ve
SOD aktivitelerini degerlendirmigler. Bobrek I/R hasari olusturulan grup kontrol ile
karsilastinldiginda GSH seviyesi ve SOD aktivitesinde azalma NO seviyesinde ise
artma oldugunu goéstermigler. Bununla birlikte melatonin, VD3 ve melatonin+VD3
uygulanan gruplar I/R ile Kkarsilastirildiginda ise GSH seviyesi ve SOD
aktivitesinde artma NO seviyesinde ise anlamh oldugunu gdstermisler. Ayrica
MDA seviyesine bakildiginda kontrol ve I/R gruplari arasinda bir fark yoktu. Fakat
uygulanan tim gruplar kontrol ve I/R gruplariyla ile karsilastirildiginda MDA
seviyesinde azalma oldugunu vurgulamislardir. Bu bilgilere dayanarak melatonin
ve VD3'Un bobrek hasari Uzerine yararl etkiye sahip oldugunu destekledigini
belitmigler [156]. Yapmis oldugumuz calismada MDA seviyesine bakildiginda
kontrol grubuna gore I/R grubunda artis gozlenirken istatistiksel olarak anlamsizdi.
Diger gruplar kontrol ve I/R gruplariyla ile karsilastirildiginda MDA seviyesinde
azalma oldugu gozlendi. Bu azalmanin I/R sonrasinda bobrekte olusan hasara
kargsi melatoninin koruyucu etkisi oldugunu desteklemektedir. SOD aktivitesi
kontrole goére M grubunda anlamli derecede dusuk iken, I/R grubunda kontrole
gore anlamli derecede artis gozlendi. Ancak, kontrol grubuna gére M+I/R grubu
kargilastinldiginda SOD aktivitesinde bir artis s6z konusu olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamsizdi. Ayrica I/R grubuna goére M grubundaki azalma
istatistiksel olarak anlamli iken, I/R grubuna gdre M+I/R grubundaki azalma
istatistiksel olarak anlamsizdi. Gruplar arasi CAT aktivitesi incelendiginde kontrol
grubu diger gruplar karsilastirildiginda M+I/R grubunda artma s6z konusu olup
anlamh bir fark gozlenirken diger gruplarda anlamsizdi. GST enzim aktivitesi
incelendiginde, kontrol grubuna goére I/R ve M+I/R grubunda artig gdzlenirken
kontrol grubuna gore M grubunda anlamli bir azalma gorulmekteydi. Ayrica I/R
grubuna gore M grubunda gore anlamlh bir azalma gozlenirken M grubuna gore
M+I/R grubunda ise artis olup istatistiksel olarak anlamliydi. Bu farkhlik uygulanan

melatonin antioksidan 6zelligi ile dozu ve VD3’Un etkisinden kaynaklanabilir.
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Sinanoglu ve ark. I/R sonrasinda doku hasarina ve bobrek fonksiyon bozukluguna
onculik eden biyokimyasal ve apoptotik olaylar Uzerine melatonin ve VD3’lUn
koruyucu etkisine bakmiglar. Reperflzyondan sonra bdbrek dokularinda
histopatolojik ve biyokimyasal parametreleri degerlendirmigler. Ratlarda bébrek I/R
hasarina kargi bobreklerdeki serum kreatin, BUN, alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz ve apoptoza bakmislar. Buna ek olarak VD3 melatonin ile birlikte
verilen grup melatonin ve VD3 tek basina verilen gruplarla karsilastirildiginda ise
apoptoz ve histolojik degisikliklerde onemli derecede bir azalma oldugunu
belirtmigler. Bobrek tubuler apoptozu Uzerine koruyucu etki melatonin ve VD3
beraber verildiginde daha etkili oldugunu bulmuslar [157]. Biz de ¢alismamizda
TUNEL+hlcre sayisi I/R grubunda kontrole goére istatistiksel olarak anlamli
derecede arttigini, M grubunda ise TUNEL+hicre sayisi kontrol grubuna yakin
oldugunu bulduk. Ayrica gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol ve
melatonin arasinda fark gdézlenmez iken I/R ile kontrol, I/R ile melatonin+I/R ve I/R

ve melatonin gruplari arasinda anlamli fark oldugunu gézlemledik.

Ahmadiasl ve ark. 10 mg/kg melatonin uyguladiktan sonra 45 dk iskemi olusturup
24 saat reperfuzyon sonrasinda SOD, CAT ve GPx duzeylerninin bdbrek
dokusunda azaldidini bulmuslardir. Bu bulgu ile uyumlu olarak oksidatif strese
benzer sekilde I/R sirasinda ROS birikimi ve antioksidan enzim aktivitesinde
azalma sonucunda protein, lipid ve DNA gibi hiucre bilesenlerine hasar verdigini
gostermiglerdir. Ayrica Mel+EPO birlikte kullanildigi zaman SOD, GPx ve CAT
duzeylerinde artis gozlemiglerdir [158]. Bizim galismamizda ise SOD ve CAT
aktiviteleri acisindan deg@erlendirildiginde kontrole gére I/R grubunda artma s6z
konusu olup SOD aktivitesi istatistiksel olarak anlamli iken CAT aktivitesi
istatistiksel olarak anlamsizdi. Bu farkhlik galismamizda uyguladigimiz melatonin
dozunun yuksek (25 mg/kg melatonin) olusu ve iskemiden 30 dk 6nce verilmis
olmasindan kaynaklanabilir. CuUnkd hayvanlar kisa sureli ve yuksek dozda

melatonine maruz kaldigindan akut bir uygulama yapilmigtir.

Sehajpal ve ark.’nin yapmis oldugu calismada, iskemiden 30 dk 6nce 4 mg/kg
melatonin ratlarara uygulamiglar. Sonra ratin sol bdbregini 40 dk iskemiye maruz
biraktiktan sonra 24 saat reperfuzyonda bekletmisler. Daha sonra bdbrek

dokusunda oksidatif stres miyeloperoksidaz aktivitesi, tiobarbiturik asit reaktif
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maddeler, superoksit anyon uretimi, glutatyon dizeyi ve katalaz aktivitesi
Olcimlerini  degerlendirmigler. Buna gore GSH  aktivitesi agisindan
degerlendirildiginde kontrol grubuna goére I/R grubunda azalma oldugunu tespit
etmiglerdir [159].

Biyokimyasal parametreler olarak SOD, CAT ile GST enzim aktivitelerine ve MDA
dizeyine bakildi. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda SOD, CAT ve GST enzim
aktivitelerine baktigimizda melatonin grubu (lll.grup) hari¢ diger gruplarda bir artis
s6z konusuydu. Bu durum I/R sonrasinda olusan oksidatif stres sonucunda bdbrek
dokularinda hasar olusumuna karsi uygulanan melatoninin kisa sureli olup akut bir

hasar olugsturmasina bagl olabilir.

Histopatolojik olarak bébrek dokularini inceledigimizde ise iskemi/reperfiizyona
maruz kalan grubun bobrek dokusu histolojik olarak incelendiginde, kontrol
grubuna gore son derece dnemli ve anlamli dejereneratif degisiklikler gosterdigi
gozlendi. Bu gruba ait bobrek dokularinin histopatolojik incelenmesinde, hem
interstisyel bag dokusu alanlarinda hem de renal korpuskullerin glomerullerinde
belirgin hemoraji incelendi. Kontrol grubu ile kargilastirildiginda, tabul hucrelerinde
de belirgin hasar mevcuttu. Ayrica, I/R hasarina ugramis bobrek dokusunda
tibllus epitel hiicrelerinde anlamh niikleus kaybi saptandi. Ozellikle de proksimal
tubul epitel hicrelerinin apikal yuzeyindeki fircamsi kenar kaybi PAS+ boyama ile
oldukca belirgin gdzlendi. iskemi/reperfiizyona maruz kalan gruba ait bdbrek
dokularinda agir renal hasar gozlenirken, melatonin uygulanan iskemi/reperflizyon

grubunda bu bulgularda 6nemli derecede bir azalma vardi.

TUNEL boyama yontemi ile hucre sayilari her bir grup ve her bir denek icin ayri
hesaplanarak iskemi reperflizyon grubunda kontrole goére istatistiksel olarak
anlaml derecede artis oldugu gozlemlendi. Bu karsilagtirmada dikkate deger olan
melatonin uygulanmis olan grubun uygulanmamis olan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha dusuk TUNEL+ hilcre sayisina sahip olmasiydi. Bu
bulgu da melatoninin iskemi-reperfizyon hasarinda koruyucu etkisine diger bir

onemli kanitini gostermektedir.
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Yapmis oldugumuz c¢alismamizda digi siganlara I/R reperflizyon uygulayarak
bobrek dokularinda hasar meydana getirerek melatoninin koruyucu etkisine
bakildi. Biyokimyasal parametreler agisindan diger arastirmacilarin yapmis oldugu
calismalarla kiyaslandiginda SOD, CAT ile GST enzim aktivitelerinde ve MDA
dizeyinde istatistiksel analiz sonucunda anlamli degerler elde edildi. Bu durum
I/R’nin olusturdugu oksidatif stres sonucunda bobrek dokularinda hasar meydana
getirdigini gostermigtir. Bobrek dokusunda olugan hasar melatoninin koruyucu
etkisinden yararlanilip kisa sureli uygulanarak akut bir hasar olusturulmustur.
Olusan bu hasar histopatolojik agidan degerlendirildiginde ise melatoninin anlamli
bir koruyucu etkisi oldugunu desteklemektedir. Bu farhliklar disi hayvan kullanimi,
iskemi ile reperflzyon suresine, melatonin dozuna veya iskemiden &nce

melatoninin verilme suresine bagl olabilir.

Sonug olarak melatoninin I/R hasarinda, apoptozdaki etkilerinin mekanizmasini,
apoptozda oksidatif stresin 6nemini ve melatoninin antioksidan etkisini ortaya
cilkarmistir.  GUnUmuzde serbest radikallerin kanser, kardiyovaskiler ve
norodejeneratif hastaliklar basta olmak lGzere cesitli patolojilerde ve yaslanmadaki
rollerinin gosterilmesi antioksidan kullanimini gindeme getirmis ve bu konuda
calismalar giderek hiz kazanmigtir. Melatonin diger pek ¢ok antioksidan ile
kiyaslandiginda gerek guclu radikal sUpuricu etkisi gerek antioksidan enzim

aktivitelerini artiric ozelligi ile guncelligini korumaktadir.
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