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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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GFR :Glomeriil filtrasyon hizi
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OZET

DENEYSEL BOBREK iSKEMi REPERFUZYON HASARINDA BETA
GLUKANIN OLASI KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Mavi Bulut A. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
Anabilim Dah Yiiksek lisans Tezi, Aydin, 2017.

Bu ¢alismada bobrek dokusunda olusturulmus iskemi ve reperfiizyonun yaratacagi oksidatif

strese kars1 beta-glukanin olasi koruyucu etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Calismamizda 30 adet 300-350g agirliginda Wistar albino cinsi erkek sican kullanilmistir.
Siganlar, Sham kontrol, Iskemi reperfiizyon (IR), iskemi reperfiizyon + beta glukan (IR + BG)
olmak Uzere gruplandirilmistir (n=10). Sham kontrol grubuna sol nefrektomi yapilmis, sag
bobrege herhangi bir uygulama yapilmadan histolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in alinmustir.
IR grubunda sol nefrektomi yapildiktan sonra sag bobrege nontravmatik mikrovaskiiler klemple
45 dakika iskemi uygulamasi yapilip ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanmistir. Sag
bobrek dokulari incelenmek tizere alinmistir. IR + BG grubunda siganlara 10 giin boyunca 100
mg/kg beta glukan per oral (p.o.) gastrik gavaj araciligiyla verilmistir. Sol nefrektomi ardindan

sag bobrege 45 dakika iskemi ve 60 dakika reperfiizyon uygulamasi yapilmistir.

Biyokimyasal inceleme sonucunda doku MDA degeri IR grubunda Sham grubuna kiyasla
anlaml bir artig gostermistir (p<0,05). IR + BG grubunda ise IR grubuna kiyasla anlamli bir
azalma kaydedilmistir (p<0,05). Doku MPO degerleri IR grubunda Sham grubuna kiyasla
anlamli bir artis gozlenirken, IR + BG grubunda IR grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir azalma olmamistir. Doku KAT diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamistir. Doku GSH
degerleri IR grubunda Sham grubuna kiyasla anlamli bir azalma géstermistir (p<0,05). IR + BG
grubunda IR grubuna kiyasla anlamli artis bulunmustur (p<0,05). Histopatolojik
degerlendirmede de IR + BG grubunda IR grubuna kiyasla daha az hasar tespit edilmistir.

Bu veriler beta glukanin bobrek iskemi reperfiizyon hasarinda koruyucu bir etkiye sahip

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan, betaglukan, bébrek, iskemi, reperfiizyon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF
BETA GLUCAN AGAINST EXPERIMENTAL RENAL ISCHEMIA
REPERFUSION DEFECT

Mavi Bulut A. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Physiology
(Medicine) Graduate Program, Master Thesis, Aydin, 2017

In this study, it was aimed to investigate the possible protective effects of beta-glucan against

oxidative stres that is caused by ischemia and reperfusion injury in kidney tissue.

In the study, 30 Wistar albino male rats weighing 300-350g were used (n=10). Rats were
randomly grouped into three groups of Sham control, ischemia reperfusion group (IR), ischemia
reperfusion + betaglucan group (IR + BG). Sham group had left nephrectomy, the right kidney,
taken for histopathologic and biochemical examination. After left nephrectomy in IR group,
ischemia procedure was applied for 45 minutes via nontraumatic microvascular clamp, then
reperfusion was applied for 60 minute in the right kidney. In the IR+BG group, rats were
administered per oral (p.0.) 100 mg/kg beta glucan via gastric gavage for 10 days. Reperfusion
was applied for 60 minutes to the right kidney and ischemia application for 45 minutes. Before
application, rats were not fed for 24 hours. 10 mg / kg xylazine and 50 mg / kg ketamine was

administered according to their weight.

As a result of biochemical examination MDA values showed a significant increase in IR group
compared to Sham group (p<0,05). In IR + BG group, there was a significant decrease
compared to IR group (p<0,05). Tissue MPO values in IR group showed a significant increase
compared to Sham group, in the IR + BG group there was not a significant decrease. There was
not a significant difference in tissue catalase levels. Tissue GSH values showed a significant
decrease in IR group compared to Sham group (p<0,05). In the IR + BG group a significant
increase was found compared to IR group (p<0,05). Less damage has been revealed in the IR
+ BG group compared to IR group in the histopathologic examination.

All these datas show that beta glucan may have an antioxidant effect on renal ischemia

reperfusion injury.

Keywords: antioxidant, betaglucan, ischemia, kidney, reperfusion

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, arteriyel ya da vendz kan akimmin azalmasiyla organ ve dokunun yetersiz
kanlanmas1 sonucunda olusan oksijen yoksunlugudur. Buna bagli olarak hiicresel diizeyde
enerji depolarinin tilkenmesi ve toksik metabolitlerin  birikmesiyle hiicre 6limdi
gerceklesmektedir (Sener G. ve Yegen B.C, 2009). Bobrek iskemisi; bobrek nakli, kismi
nefrektomi, kardiyopulmoner by-pass, sepsis, ¢esitli tirolojik girisimler ve hidronefrozis gibi
farkli klinik durumlarda gozlenebilen, akut bobrek yetmezligi, glomeriil filtrasyon hizinda
azalma, tiibliler nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisiyla karakterize edilebilen bir
durumdur (Aydogdu N. ve ark, 2005; Conesa LE. ve ark, 2001). Iskemik dénemde hiicrede
metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile
hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin 5’-trifosfat (ATP) ve fosfokreatinin gibi
yiilksek enerjili fosfat sentezi azalir (Jennigs R.B. ve Reimer K.A, 1991). iskemik dokuya hem
hicrenin rejenerasyonu hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi
gerekir. Ancak iskemik dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile
olusan hasara kiyasla ¢cok daha ciddi bir hasara yol agar (Aydogdu N. ve ark, 2005). iskemi ve
reperfiizyon sirasinda ATP’nin azalmasi, hiicre igi kalsiyum (Ca*?) artis1 ve hiicre iskeleti ile
membran fosfolipitlerinin bozulmasina 6nciiliik eden proteaz ve fosfotazlarin aktivite artiginin
yani sira olusan asir1 miktardaki serbest oksijen radikalleri yolu ile oksidatif stres hasari
ortaya ¢ikmaktadir (Laurent B. ve Ardaillou R, 1986). Dokularda oksidatif hasara karsi
enzimatik ve nonenzimatik antioksidan mekanizmalar vardir. Antioksidan enzim sistemleri;
iki superoksit dismutaz (CuzZnSOD ve MnSOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzimleridir (Dobashi K. ve ark,2000). Non-enzimatik endojen antioksidanlarin en
onemlilerinden biri glutatyon (GSH)’dur (Meister A. ve Anderson ME, 1983; Slusser SO. ve
ark, 1990).

Beta glukanlar; ekmek mayasinin hiicre duvarindan (Saccharomyces Cerevisiae) elde
edilen glukoz polimerleridir ve temel besin maddelerinden olan tahillarin ana yapisini
olusturur (Jamas S. ve ark, 1990). Beta glukanin fonksiyonel fagositik hiicreler olan
granulosit, monosit, makrofaj ve dendritik hiicrelerin fagositoz yetenegini arttirdigi
bilinmektedir (Soltys J. ve Quinn MT, 1999). Beta glukan araciligiyla natural killer hiicreler
(NK), makrofaj, monosit ve notrofillerin aktive oldugu, total lokosit sayisinin arttigi,

interlokin-1 (IL-1), timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve prostaglandin E2 dretiminin de



uyarildig1 gosterilmistir (Novak M. ve Vetvicka V, 2009; Bedirli A. ve ark, 2003). Immiin
sistem (zerine etkileri bilinen beta glukan toksik ve yan etkisi bildirilmemis gugli bir
imminostimiilator olarak tanimlanmis, ayrica antioksidan ve organ koruyucu oOzelligi
bildirilmistir (Sandvik A. ve ark, 2007; Vetvika V. ve ark, 2002). Ilk olarak T-lenfositler
tizerinde bu hiicrelerin c¢ogalmasimni saglayan tanimlanamayan bir reseptoriin varligi
anlasilmig; daha sonra makrofaj komplementer DNA (cDNA) ekspresyonu ile bu reseptoriin
bir glukan reseptorii olan Dectin-1 oldugu ortaya konulmustur (Brown GD. ve Gordon S,
2001).

In vitro ve hayvan denemeleri maya ve mantarlardan elde edilen 1,3-glukanlarin
bagisiklikla ilgili hiicrelerin fonksiyon ve yanitinda artig yaratabildigini gostermistir. Olson ve
ark (1996) Saccharomyces Cerevisiae (S. Cerevisiae)’dan elde edilen beta glukanin
sicanlardan izole edilen alveolar makrofajlar sayesinde in vitro TNF iiretimini artirdigi
gostermistir. Bayrak O. ve ark (2008) bir caligmasiyla beta glukanin, bobrek iskemi
reperfuzyounda siperoksit dismutaz (SOD) diizeyini artirdigni ve bdobregi reperflizyon
hasarindan korudugu ortaya konmustur. Babayigit H. ve ark (2005) da sicanlar iizerinde
yaptig1 bir ¢alismada, abdomen sepsis modelinde beta glukanin serumda miyeloperoksidaz
(MPQO) diizeyini azalttigini ve akciger hasarinin diizeltilmesinde olumlu etkilerinin oldugunu
gostermistir. Erkol H. ve ark (2011) calismalarinda beta glukanin karaciger dokusundaki
glutatyon (GSH) diizeyini artirdigint ortaya koymustur. Bu sonu¢ da beta glukanin
antioksidan etkiyi artirdigin1 gostermektedir.

Giliniimiizde antioksidan ve organ koruyucu maddelerin 6neminin artmasiyla birlikte
giinlik kullanimlart da siklikla artmaktadir. Renal iskemik hasarlarin tedavisinde beta
glukanin olas1 olumlu sonuglarinin saptanmasi, bu tedavi alanina kazandirilmis yeni bir artt
deger olarak ortaya cikacaktir. Konu ile ilgili gergeklestirilecek ileri ¢alismalar sonucunda
multidisipliner yaklasimlar gelistirilebilecek, insanlik i¢in faydali bir bilimsel ¢alisma ortaya
konacaktir. Beta glukanin tedavi edici olarak verildigi bir bobrek iskemi modeline literatiirde
az rastlanmistir. Calismamizda beta glukanin bobrek iskemi reperfiizyon hasari {izerine olasi

koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler; periton boslugunun disinda ve karin arka duvarinda yer almaktadir. Yetiskin
bir insanda ortalama bir bobregin agirligi 150 gramdir. Her bobregin orta kisminda bobregin
arteri, veni, lenfatikleri, sinirlerinin ve {ireterlerin girip ¢iktig1 cukur bir bdlge olan hilum
yapist vardir (Guyton A. ve Hall J, 2013).

Bobregin dis kismina korteks adi verilirken i¢ kismina medulla adi verilmektedir.
Bobregin medullasinda koni seklinde 8-10 adet bobrek piramitleri bulunmaktadir. Ureterin st
ucunun bulundugu bolge bobrek pelvisidir. Burada major kaliksler agik ceplerde asagiya
dogru uzanir ve burada tiibtllerden idrar toplayan minor kalikslere ayrilir. Ureter daha sonra
idrar1 mesaneye tasir ve buradan Uretrayla viicut digina atilir (Guyton A. ve Hall J, 2013)

Insanda her bobrek idrar olusturma yetenegine sahip 1.000.000 civarinda
nefrondan olusur. Her nefron glomeriil kapiller ag ile tiibiillden olusur. Glomeriil kapiller

agdan kandan biiyiik miktarda siv1 filtre olur. Tiibiilde ise filtre edilen sividan idrar olusur.
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Sekil 1: Bobregin makroskobik anatomisi (Schiinke M, 2015)



Idrar olusumu sirasinda oncelikle glomer(il kapillerinden filtre olan sivi Bowman
kapsull icine ve daha sonra proksimal tubul i¢cine ve ardindan Henle kivrimina akar. Her
kivrimin bir inen bir de ¢ikan kolu vardir. Cikan kalin kolun sonunda, duvarlarinda 6zellesmis
epitel hiicrelerinden olusan ve nefron fonksiyonlarinin kontroliinde ©6nemli bir rol alan
makula densa yer almaktadir. Sivi makula densadan sonra distal tubiile dogru devam eder.
Distal tiibiili birlestirici tibdller ve korteksin toplayici tiibiilii izler. Toplayict kanallarin
birlesmesiyle daha genis toplayici kanallar olusur. Her bobrekte bu yolla idrar toplayan
yaklasik 250 kadar genis kanal vardir (Guyton A. ve Hall J, 2013).

Iki gesit nefron bulunmaktadir. Glomeriilii korteksin dis kismima yerlesmis olanlara
korteks nefronlar1 denmektedir. Bu nefronlarin Henle kivrimlari ¢ok kisa mesafeye
inmektedir. Glomerilleri korteksin nispeten daha derin kisimlarina yerlesmis olanlara
jukstamedullar nefronlar denir. Bu nefronlarin Henle kivrimlari uzundur ve medullanin

derinliklerine kadar iner (Guyton A. ve Hall J, 2013).

— Eferent arteriyol
- Aferent arteriyol
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Bowman
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——Mediiller
toplayic kanal

idrar

ince kismi

Vaza
rekta Jukstamediiller nefron Kortikal nefron

Sekil 2: Jukstamedullar ve kortikal nefron (Widmaier E ve ark, 2014)



2.2. Sican Bobreginin Anatomisi

Sicanlarda uzun ve kisa nefronlar bir arada bulunmaktadir. Sican bobregi iiretere tek bir
kaliksle baglanir (Sharp P.E. ve La Regina M.C, 1998). Sigan bobreginin uzunlugu 1,6 cm
civarinda, genisligi 1 cm, kalinlig1 ise 0,9 cm civarindadir. 180 - 280 g agirligindaki bir
sicanin bobrek agirligi 2,7 — 3 g civarindadir (Nur I.H. ve Yoldas A, 2011).

Insan bébregi ile sigan bdbregi kiyaslanacak olursa insan bébregi boyutu yaklasik 12 x
6 X 4 cm iken sican bobregi ortalama 1,6 x 1 x 0,9 cm’dir ve insanda yaklasik 5-6 papilla
varken sigan bobreginde 1 tane papilla vardir yani sigan bobregi iinipapillerdir. Insanda tek bir
bobrekte yaklasik 850000-1200000 nefron varken sigan bobregindeki nefron sayisi yaklasik
30000-31000 civarindadir. Insana oranla daha az renal tubulii vardir ve bobrek pelvisi basittir,
iriner boslugu c¢ok kiiciiktiir. Medulla hacminin korteks hacmine orani1 acgisindan
degerlendirildiginde, insan bobregine ¢ok yakin bir oranda; 1:2 oranindadir ki bu oran
tavsanda 1:16 “dir (Cakir O.0. ve ark, 2014).

Sicanlarda genellikle renal arterler a. mesenterica superior’a yakin bir orjin almakta;
sag renal arter sola gore daha cranialde yer aldig1 i¢in a. mesenterica cranialis’in Ust 6ninden
orjin almaktadir. A. renalis’ler hilus iginde iki dal vermektedir ki baz1 kaynaklar ilk segmental

dallar1 ‘a.segmenta renalia’ olarak tanimlamistir (Dursun N, 1996; Grene E.C, 1963).

2.3. Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerin en onemli gorevleri plazmayr filtre ederek viicudun ihtiyacina gore
maddeleri degisik hizda viicuttan uzaklastirmaktir. Ayn1 zamanda filtrattaki gerekli maddeleri
de kana geri dondirmektedir. (Guyton A. ve Hall J, 2013).

Bobrekler, yabanct kimyasal maddelerin ve metabolik yikim iiriinlerinin, ilaglarin ve
hormon metabolitlerinin viicuttan atilmasinda da goérevlidir. Metabolik artik iirtinler arasinda
aminoasit metabolizmasindan tre, nikleik asitlerden Urik asit, kas kreatininden kreatinin,
hemoglobin yikiminin son iiriinleri (biliiribin gibi) ve degisik hormon metabolitleri sayilabilir.
(Widmailer E, Raff H ve Strang K, 2014).

Bobrekler, su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde de etkin goreve sahiptir. Su ve
bircok elektrolitin alinmas1 genellikle kisinin beslenme aliskanliklar1 ile ilgilidir ancak
maddelerin alinigina gore atim hizin1 bobrekler ayarlamaktadir (Widmailer E, Raff H ve
Strang K, 2014).



Arter basincinin diizenlenmesinde bobrekler 6nemli rol oynamaktadir. Kisa siireli arter
basincinin diizenlenmesinde renin salgilamasi bilyiik rol oynarken, uzun siireli arter basincinin
duzenlenmesi su ve sodyum atilimina baghdir (Widmailer E, Raff H ve Strang K, 2014).

Bobrekler asit atarak viicut sivilarinin tampon stoklarini asit-baz dengesini agisindan
duzenlemektedir. Sadece bobrekler yoluyla gergeklesen protein metabolizmasinda olusan
stlfirik asit ve fosforik asit bu dengede 6nemli yer almaktadir (Widmailer E, Raff H ve Strang
K, 2014).

Bobrekler, kemik iliginden eritrosit yapimini uyaran eritropoietini salgilamaktadir. 1,25-
dihidroksi vitamin D3 yapimimin diizenlenmesinde bébrekler vitamin D'nin aktif seklini
yaparak kalsiyumun gastrointestinal sistemden emilmesini saglamaktadir. (Widmailer E, Raff
H ve Strang K, 2014).

Uzun sireli a¢hik durumunda, glikoneojenez ile glikoz sentez edilmesini bobrekler
saglamaktadir (Widmailer E. ve ark, 2014).

Viicuttaki atik maddelerin idrarla atilmasi iic basamak ile gergeklesmektedir. 1k
basamak glomeriil kapillerinde gerceklesen glomeriiler filtrasyondur. ikinci basamak bobrek
tiibiillerinden kana bir takim maddelerin geri emilimidir. Uglincti basamak ise kandan bobrek

tiibiillerinde baz1 maddelerin sekresyonudur (Guyton A ve Hall J, 2013). Matematiksel olarak;

Idrarla atilma hiz1 = Filtrasyon hiz1 — Geri emilim hiz1 + Sekresyon hizi

Arter

Eferent
arteriyol

Glomertiler
kapiller

Aferent
arteriyol

1. Glomertiler
slizme

2. Tibuler
salgilama
3. Tiibiler
Bowman geriemme
boslugu
Perittibller

Borucu kapiller

Ven

idrar
atilmasi

Sekil 3: Idrar atim1 (Widmaier E ve ark, 2014)



2.3.1. BOobrek Kapiller Sistemi

Bobrek kapiller sistemi; birbirinden efferent arteriyol ile ayrilmis, glomeriil ve
peritubuler olmak lzere iki kapiller sistemden olusmaktadir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Glomertl hem dallanma hem de anastomoz yapan bir kapiller agdan olusmaktadir.
Bowman kapsiilii ile sarilan glomeril kapilleri epitel hiicrelerle ortiilmiistiir (Guyton A ve
Hall J, 2013).

Kortikal nefronlarin tibul sistemi peritibller kapiller ag ile ¢evrelenmistir ve
jukstamedullar nefronlarin Kkapiller sistemi ‘vaza rekta’ denen Henle kivrimi boyunca
ozellesmis bir kapiller agdan olusmustur. Idrarin yogunlasmasinda medullada yer alan bu
Ozellesmis kapiller agin biiyiik katkisi vardir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Glomeril kapillerinde yaklasitk 60 mmHg’lik basing varken, peritiibiil kapillerindeki
basing yaklasik 13 mmHg’dir. Bu basing farki sivinin glomerl kapillerinde hizli bir sekilde
filtre olmasini saglarken peritiibiil kapillerinde geri emilim olmasini saglamaktadir (Guyton A

ve Hall J, 2013).

2.3.2. Glomeruler Kapillerin Ozellikleri

Glomeril kapilleri iki arteriyol arasinda yer alirken sistemik kapiller arteriyol ile veniil
arasinda yer almaktadir.

Glomertil kapillerinde basing sistemik kapillerin yaklasik iki kati kadardir. Sistemik
kapillerde basing arteriyol ugta yaklasik 30 mmHg, vendz ugta yaklagik 10 mmHg iken
glomeriil kapillerde basing afferent arteriyolde yaklasik 60 mmHg, efferent arteriyolde ise
yaklagik 58 mmHg’dir (Guyton ve Hall, 2013).

Glomerul kapillerinde sadece filtrasyon olurken, peritibul kapilleri geri emilimi
saglamaktadir ancak sistemik kapillerlerde siv1 arteryel ugta filtre edilirken geri emilim vendz
ucta meydana gelmektedir (Koyli H, 2014).

Glomeriil kapillerinde kapiller zar1 kapiller endoteli, bazal membran ve epitelyum hiicre
(podosit) tabakasi olmak iizere ii¢ tabakadan olusurken sistemik kapillerlerde endotel ve bazal
membran olmak zere sadece iki tabakadan olusmaktadir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Kapiller endoteli pencere denen binlerce kiigiik delikten olusmaktadir. Bu pencerelerden
plazma proteinlerinin gegmesine engel olan durum pencerelerin genis olmasina ragmen,

filtrasyon bariyerinin negatif yiiklii glikoproteinlerden olusmasidir. Ayrica filtrasyonun
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olabilmesi icin molekul biiyiikliigii olarak yarigapinin 18 Angstrom (A°)’dan kiglk olmasi
gerekmektedir. 18-36 A° arasindaki molekiillerin filtrasyonu degisik derecelerde olurken 36
A°’dan blylk molekdller filtre olamazlar. Ayrica molekiil biiyiikliikleri esit olan maddelerden
pozitif yikler kolayca filtre olurken, bazal membran ve podositlerin negatif yiiklii olmasi
plazma proteinleri gibi negatif yiiklii maddelere sinirlama getirmektedir (Guyton A ve Hall J,
2013).

2.3.3. Glomerdl Filtrasyon Hizini Belirleyen Etmenler

Glomeriil filtrasyon hizin1 (GFR) belirleyen iki tane etmen vardir. Bunlardan biri net
filtrasyon basinci, digeri glomeriil kapiller filtrasyon katsayisidir. Net filtrasyon basincini

Starling gucleri belirlemektedir.

GFR = Net Filtrasyon Basinci X Filtrasyon Katsayisi

2.3.3.1. Filtrasyon Katsayisi

Filtrasyon katsayisi (Kf) , glomerul kapillerinin yiizey alani genisligini ve sivi
iletkenligini gosteren bir Olglimdiir. GFR’nin net filtrasyon basincina boliinmesiyle
hesaplanmaktadir (Koyli H, 2014).

Kt = GFR / Net filtrasyon basinc1
Kf=125/10=12,5 ml/dk/mmHg

Bobregin 100 gramina goére hesaplandiginda bu deger 4,2 ml/dk/mmHg olarak
bulunmaktadir. Diger dokularin filtrasyon katsayilari ile kiyaslandiginda bu deger glomerl
kapillerinde yaklasik 400 kat fazladir (diger dokularda Kf=0,01ml/dk/mmHg).

Kfnin artist GFR’yi arttirirken, azalmasit GFR’nin azalmasina neden olmaktadir.
Filtrasyon yapan glomeriil sayisinin azalmasi ya da glomeril kapiller membran kalinliginin
artmasi filtrasyon Kkatsayisin1 azaltmakta dolayisiyla GFR’yi disiirmektedir. Kronik
hipertansiyon ve diabetes mellitus gibi baz1 hastaliklar filtrasyon katsayisini

azaltabilmektedir. Ayrica glomeriil arteriyollerine vazodilatasyona sebep olan ilag ve



hormonlar filtrasyon katsayisini arttirmakta; vazokonstriksiyona sebep olanlar ise filtrasyon
katsayisini diigiirmektedir (Guyton A ve Hall J, 2013).

2.3.3.2. Starling Gugleri

Glomerll kapillerinde ve Bowman Kkapsiilii i¢inde olusan hidrostatik ve onkotik
basinglar Starling gliglerini olusturmaktadir. Filtrasyonu saglayan en biiyiik giic glomeriil
kapiller hidrostatik basinci, buna karsi gelen gucler ise glomeriil kapiller onkotik basinci ve
Bowman kapsilli hidrostatik basmcidir. (Normalde Bowman kapsiilii onkotik basinci
filtrasyona yardimci bir kuvvet olsa da saglikli bir bobrekte glomeriil kapillerinden protein
gecisi olmadigr igin Bowman kapsiilii onkotik basinct degeri etkisizdir ve 0 olarak kabul

edilir) (Guyton A ve Hall J, 2013).

Net Filtrasyon Basinci = glomeriil kapiller hidrostatik basinc1 — (Glomerdl kapiller onkotik

basinci + Bowman kapsiilii hidrostatik basinci)

Net Filtrasyon = Pe- ( []c + Pg)

Net Filtrasyon Basinci = 60 — (32 + 18) = 10mmHg

Aferent ' i ! Eferent
_arteriyol _“ Glomeriil Glomeril . arteriyol
a - hisrostatik kolloid ozmotik e
basinci basinci -

(60 mmHg) (32mm Hg)

A

Bowman
kapsilii
‘ basinci
\ (18 mm Hg)
: Glomertil Bowman Glomeriil
Notfilrasyon _ hictostatic _ kapsili _  onkotik
(10 mm Hg) basinci basinci basinci

(60 mm Hg) (18 mm Hg) (32 mm Hg)

Sekil 4: Starling gucleri (Guyton A ve Hall J, 2013)



Glomertiil Kapilleri Hidrostatik Basinci; glomeriil filtrasyonunu saglayan tek kuvvet
olan glomerdl kapilleri hidrostatik basinc1 yaklagik 60 mmHg’dir. Glomerul kapilleri
hidrostatik basincindaki degisiklikler dogru orantili olarak GFR’yi etkilemektedir. Basing
artis1t GFRyi arttirirken, azalmasi1 GFR’nin azalmasina sebep olmaktadir (Guyton A ve Hall J,
2013).

Glomer(l hidrostatik basincini {i¢ degisken belirlemektedir:

1. Arter basinci
2. Afferent arteriyol direnci

3. Efferent arteriyol direnci

Arteryel basing artist glomeriil hidrostatik basincinin artmasimi saglayarak GFR’yi
arttirmaktadir. Ancak bu arteryel basing artis1 bir takim tampon mekanizmalar sayesinde
dengede tutulmaktadir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Afferent arteriyoldeki direng artist glomeriil hidrostatik basincinin azalmasina sebep
olmakta, dolayisiyla GFR’yi azaltmaktadir. Afferent arteriyolde vazodilatasyon da glomerl
hidrostatik basinci arttirarak GFR’yi arttirmaktadir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Efferent arteriyol direnci de orta dereceye kadar glomeriil hidrostatik basmcini
arttirmasindan dolayr GFR’yi arttirmakta ancak ileri derecedeki bir vazokonstriksiyon
glomerl hidrostatik basincindan bagimsiz GFR’yi diisiirmektedir. Bu diisiise sebep olan olay;
efferent arteriyol daralmasina bagl olarak bobrek kan akiminin azalmasi ve bundan dolay1
filtrasyon fraksiyonunun ve glomeril onkotik basincinin artmasidir. Onkotik basing plazma
protein konsantrasyonundaki artisin Donan etkisine bagl olarak artmasina baglidir ki bu artis
hidrostatik basincindaki artisi agmakta ve GFR azalma egilimine girmektedir (Guyton A ve
Hall J, 2013).
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Sekil 5: GFR ve arteriyol direncleri (Guyton A ve Hall J, 2013)

Glomeriil Kapiller Onkotik Basinci; glomeriil kapiller onkotik basinct afferent
arteriyoler ugta yaklasik 28 mmHg, efferent arteriyolde ise yaklasik 36 mmHg olmakta,
ortalama 32 mmHg olarak hesaplanmaktadir. Arteryel plazmanin onkotik basinci ve filtrasyon
fraksiyonu, glomerdl kapiller onkotik basincini belirleyen etmenlerdir (Guyton A ve Hall J,
2013).

Arteryel plazmanm onkotik basmcinin artigi glomeriil kapillerindeki onkotik basincin
artisgina sebep olmakta ve GFR’yi azaltmaktadir. Glomeriil kapillerindeki filtrasyon
fraksiyonu protein konsantrasyonunu belirleyen bir etmendir. Bu da glomerul kapiller onkotik
basinct belirlemektedir. Filtrasyon fraksiyonu; GFR / bobrek plazma akimi seklinde
hesaplanmasindan dolay1 filtrasyon fraksiyonundaki artis GFR artisi ile gerceklesebildigi gibi
bobrek plazma akiminin azalmasiyla da gergeklesebilir. Bobrege gelen akimin sadece %20’si
filtre edildiginden filtrasyon fraksiyonu %?20’dir. Filtrasyon fraksiyonundaki artig, plazma
proteinlerini konsantre ederek glomeriil onkotik basinci arttiran bir sebep olmaktadir (Guyton

A ve Hall J, 2013).

11



+Filtrasyon

ayl
R Normal

(mm Hg)

ozmotik basinci
N W W W w w
o O N A O © O
1 1 1 L 1 L 1

Glomeriiliin kolloid

* Filtrasyon
payi

Aferent - Eferent
ug Glomeriil kapilleri ug
boyunca uzaklik

Sekil 6: Filtrasyon fraksiyonu ile onkotik basing iliskisi(Guyton A ve Hall J, 2013)

Bowman Kapsiilii Hidrostatik Basinci; Bowman kapsiilii hidrostatik basinc1 yaklagik 18
mmHg’dir. Bowman kapsiilii i¢inde hidrostatik basing GFR ile ters orantili olarak artmakta ya
da azalmaktadir. Bowman kapsiilii hidrostatik basing artist GFR’yi azaltir ve Bowman
kapsiilii hidrostatik basincindaki azalma GFR’yi arttirmaktadir. (Guyton A ve Hall J, 2013).

Idrar yollar1 tikamkliklariyla ilgili baz1 patolojilerde Bowman kapsiil basinci artarak
GFR’de 6nemli dlciide azalmaya yol acabilmektedir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Bowman Kapsiilii Onkotik Basinci: Filtrasyon bariyerinden normal kosullarda plazma
proteinleri gecemedigi icin Bowman kapsiilii onkotik basmcinin GFR iizerine etkisi
diisiiniilmemektedir. Ancak bazi patolojik durumlarda, glomeriil kapiller zarinin negatif ytikii
kaybolabilmektedir. Bu tiir durumlarda diisiik molekiil agirlikli proteinler filtre edilebilmekte
ve GFR’yi etkileyebilecek bir onkotik basing olusabilmektedir (Guyton A ve Hall J, 2013).

2.3.4. Bobrek Kan Akimi

Bobregin kan akimi normalde yaklagik 1100 ml, ortalama kalp debisinin yaklagik
%22’sidir. Bobrek kan dolasimi iki ayri kapiller yatagi olmasindan dolay1 6zel bir dolagimdir
(Guyton A ve Hall J, 2013).

Bobrek kan akiminin hesaplanmasi renal arter basinci ile renal ven0z basing farkinin
toplam damar direncine boliinmesiyle olmaktadir. Renal ven basinci 3-4 mmHg kadarken
renal arter basinci sistemik arter basincina yakin bir degerdedir. Bobreklerdeki renal vaskdler
direnci interlobuler arter, afferent arteriyol ve efferent arteriyol belirlemektedir (Koyli H,
2014).
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(Bobrek Arter Basinci-Bobrek Ven Basinci)
Baobrek Kan Akimi = Toplam Bobrek Damar Direnci

Bobrege giden kan akimi, gram basina diisen doku agirligr ile kiyaslandiginda beyine
giden kan akimmin yaklagik 7 katidir. Bu fazla kan akiminin amaci, viicut sivi hacimleri ve
madde yogunluklarini tam olarak diizenlemede gereken yiiksek glomeriil filtrasyon hiz1 i¢in
yeterli plazmayr saglamaktir. Bunun amact madde yogunluklari ve sivi hacimlerini
duzenlemede gerekli GFR’ye, yeterli plazmay1 ulastirmak olabilir (Guyton A ve Hall J, 2013).

Bobreklerin, oksijen tiiketimi de diger dokulara kiyasla (Ornegin beynin oksijen
tilketiminin yaklasik iki kat1) daha fazladir. Bobreklerde tiiketilen bu oksijen miktar1 sadece
metabolik ihtiyag i¢in degildir. BoObreklerdeki bu oksijen tiiketiminin biiyiik bir kismi
tibiillerde gerceklesen aktif sodyum (Na®) geri emilimi icindir. Bu yiizden oksijen tiiketimi
sodyumun geri emilmesiyle orantilidir. Na® geri emiliminin olmadigi varsayilirsa
bobreklerdeki oksijen tuketimi yaklasik Y oraninda diiser ki bu da bobrek hiicrelerinin
metabolik ihtiyaglari i¢in yeterlidir (Guyton A ve Hall J, 2013).

3.0
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28
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(1]
3
E 054 _
Bazal oksijen tiiketimi
0 1 I 1 I
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Sodyumun geriemilimi
(mEq/dak/ 100 gr bobrek agirligi)

Sekil 7: Bobrek oksijen tiiketimi ile Na* geri emilimi arasindaki iligki (Guyton A ve Hall
J, 2013)

2.3.4.1. Bobrek Kan Akiminin Diizenlenmesi

Bobrek kan akimini etkileyen bir gok hormon ve bobreklerden salgilanan lokal olarak

da etki eden vazoaktif maddeler bulunmaktadir.
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2.3.4.1.1. Bobrek Kan Akimin1 Azaltan Etmenler

Bobrek kan akimmi azaltan etmenler; epinefrin, norepinefrin, anjiyotensin Il ve
endotelindir. Afferent arteriyol, sempatik sinirlerin norepinefrin salgilamasiyla innerve
edilmekte, ayrica norepinefrin ve epinefrinin adrenal medulladan salgilanmasiyla da kan
seviyeleri sempatik sinir aktivitesine paralel olarak artmaktadir. Norepinefrin ve epinefrin
vazokonstriksiyon etkisini baslica afferent arteriyoller Uzerindeki alfa 1 (al) adrenerjik
reseptorlere  baglanarak  goOstermektedir. Ayrica norepinefrin  renin  salgilanmasini
jukstaglomeruler hiicrelerden beta 1 (B1) adrenerjik reseptorlere baglanarak yapmaktadir.
Anjiyotensin II damarlar tlizerinde giiglii bir vazokonstriktor etki yapmaktadir. Orta diizey
salinimlar1 efferent arteriyol {izerine etki ederek bobrek kan akimini arttirirken, yuksek
miktarlar1 efferent arteriyol yaninda afferent arteriyole de vazokonstriksiyon etkisi yaparak
bobrek kan akimini azaltmaktadir (Koylii H, 2014).

2.3.4.1.2. Bobrek Kan Akimin1 Artiran Etmenler

Bobrek kan akimini arttiran etmenler arasinda prostaglandinler ve nitrik oksit (NO)
bulunmaktadir. Bobrek kan akimimnin artisi GFR’yi de arttirmaktadir. Hemoraji gibi bazi
patolojik durumlarda bébreklerde lokal olarak prostoglandinler dretilir. Ozellikle afferent
arteriyoliin vazodilatasyonundan sorumludur. Sempatik sinirler ve anjiyotensin II’nin
Ozellikle afferent arteriyoldeki vazokonstriktor etkisini azaltmaktadir. Damar direncini azaltan
ve damar endotelinden salgilanan NO bdobreklerde asirt vazokonstriktor etkiyi dnlemektedir

(Koylii H, 2014).

2.4. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

2.4.1. iskemik Hasar

Bir organa gelen kan akiminin, bir piht1 veya mekanik etkenlerle kismen veya tamamen
kesilmesi sonucunda dokunun beslenememesine ‘iskemi’ denir (Arslan K, 2012). Dokulara
giden oksijen miktarinin azalmasi durumuna ise ‘hipoksi’ adi verilmektedir. iskemi, doku

hipoksisine sebep olmaktadir (Kumar V ve ark, 2003). Hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi
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ve toksik metabolitlerin birikmesiyle doku biitiinliiglinii bozan iskemi hiicre 6liimiine yol

agcmaktadir (Zimmerman B.J. ve Granger D.N, 1992; Sener G. ve Yegen B.C, 2009).
Dokunun iskemiye maruz kaldigi1 siire ve dokuya giden kan akimindaki azalmanin

miktar1 iskemik hasarin siddetini belirlemektedir (Kandilci H.B. ve Giimiisel B, 2005). Buna

gore iskemik hasarin siddeti geri doniistimlii ve geri doniistimsiiz olmak iizere ikiye ayrilir.

2.4.1.1. Geri Déniisiimlii Iskemik Hasar

Hiicresel fonksiyonlar, normal sartlarda oksijen varliginda ve yiiksek enerjili fosfat
baglar1 sayesinde aerobik mekanizma ile gergeklestirilir (Basim S, 2005). Hipoksi durumunda
tim ATP’ler tiiketilip liretimi yapilamadigindan hiicresel diizeyde fonksiyon kaybina baglh
yapisal bozukluklar meydana gelir (Iscan S, 2012). ATP aktivitesindeki azalma, sodyum-
potasyum-ATPaz (Na-K-ATPaz) pompasinin aktif ¢alismasini engeller; dolayisiyla hiicre igi
Na* derisimi artar. Izoosmotik su birikimiyle akut hiicresel sisme olusmaktadir. Ayrica
ATP’nin azalmasma bagli AMP’nin artmasi ile glikojenden ATP iiretimi ile anaerobik
glikoliz hiz1 artmaktadir. Glikojenin tiiketilmesi ile de inorganik fosfat ve laktik asit
birikiminde artis meydana gelmektedir. Buna bagl hiicre i¢i asidoz meydana gelir ve protein
sentezinin azalmasiyla da mitokondriyal fonksiyonlar bozulur. Membran gecirgenligindeki
artis morfolojik bozulmayla sonuglanir. iskemi ortadan kalkar ve oksijen eski haline dénerse
bu bozulmalar gegicidir ancak iskemi siiresinin uzamasi geri doniisiimsiiz doku hasarma yol

acar (Andreoli S.P. ve McAteer J.A, 1990; Kumar V. ve Robbins S.L, 2000).
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Sekil 8: Stress ve hasar verici uyaranlar karsisinda hiicre yanitinin evreleri (Kumar V ve ark,
2014)
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2.4.1.2. Geri doniisiimsiiz iskemik hasar

Bobrek tizerine yapilmis ¢alismalar sonucunda kalic1 hasar i¢in belirlenmis kritik zaman
dilimi 30 dakika olarak tespit edilmistir (Gasanov F, 2010). Geri doniisiimsiiz iskemiyi
belirleyen iki ana olay; mitokondri bozuklugunun yeniden kanlanma olmasina ragmen
diizelmeyisi ve hiicre membran fonksiyonlarinin kaybidir. Mitokondriyal bozulmalar 30-40
dakikalik iskemi sonrasinda geri doniisimsiizdiir. Proteinler, temel koenzimler ve
ribonukleikasit (RNA) asir1 gegirgen zarlardan siirekli kaybedilir. Lizozom zarlar1 hidrojenin
gucu(power of Hydrogen —pH-)’1in diismesine bagli olarak zedelenir ve sitoplazmaya gegerek
cekirdek yapilarmi ve sitoplazmayi sindirir. Bu da hiicre 6liimiinii hizlandirir. Bunlar daha
sonra diger hiicreler tarafindan fagosite edilerek yag asitlerine pargalanir (Cotran ve ark,
1995; Erglin Y, 2006; Sahin F, 2011).

Hiicre zarinin zedelenmesi geri doniisiimsiiz hasarin baslangicini olusturur. Hiicre zar1
zedelenmesinin olasi nedenleri;
1. Hiicresel ATP’nin azalmasi
2. Membran fosfolipitlerin kayb1
3. Hiucre iskeletindeki bozulma: Hiicre zarindaki bozulmalar hiicre disindaki kalsiyum
(Ca™)’un hiicre i¢ine akisina sebep olur. Bu hiicre icin sitotoksik olan Ca*™ artisi, hiicre
iskelet proteinlerinin parcalanmasina yol acar (Kumar V ve ark, 2003; Sahin F, 2011,
Oreenius S ve ark, 1992).
4. Lipit yikim triinleri: Fosfolipitlerin parcalanmasi sonucunda katabolitik iirlinler birikir.
5. Lizozom zarlarinin yikilmasi
6. Toksik oksijen tlrevleri: Lizozomlarin zarlarinin yirtilmasiyla geri doniigiimsiiz membran
zedelenmesi meydana gelir ve toksik oksijen tiirevleri olusur.(Kumar V ve ark, 2003; Sahin F,
2011).

2.4.2. Reperfiizyon Hasar1

Reperflizyon; iskemik dokuya yeniden kan akiminin saglanmasi ile dokunun yeniden
oksijenlenmesi olayidir. Iskeminin ortadan kalkmas1 durumunda oksijenlenmis kanin dokuya
gelisi, doku i¢in iskemik donemden daha fazla doku hasarina yol agan bir siire¢ baslatir
(Zimmerman BJ ve Granger DN, 1992; Basim S, 2005). Iskemik dénemde, hiicre iyon

derisimlerinin degisimiyle proinflamatuar sitokinlerin I6kosit adezyon molekiillerinin
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yapimindaki artma, buna karsilik antioksidan enzimlerinde azalma gibi hiicredeki metabolik
ve yapisal degisiklikler hiicreyi, reperflizyon doneminde olusacak hasarlara kars1 dayaniksiz
hale getirir (Sener G ve Yegen B.C, 2009). Zar lipitler, proteinler, niikleik asitler ve
deoksiriboniikleik asit molekiilleri reperfiizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel

yapilardir (Wilhelm J, 1990).

2.5. Iskemi Reperfiizyon Hasarmin Fizyopatolojisi

Iskemik donem sirasinda iiretilen ATP olamadigi halde enerji tiiketimi devam
etmektedir. Bu kullanom da ATP’nin adenozin monofosfat (AMP) ve adenozine
pargalanmasiyla gerceklesmektedir. Adenozin de hiicre disina hizla yer degistirerek inozin ve
hipoksantine ayrilir (Sener G ve Yegen BC, 2009). Hipoksantin normal kosullarda iirik asit ve
ksantine ayrilir. Bu metabolitik reaksiyonda nikotinamid adenin dinikleotidin okside formu
(NAD") elektron alicisidir. Iskeminin baslamasinin ilk dakikalarinda biriken ksantin ve
hipoksantin, ksantin dehidrogenazin (KDH) biiyiik bir kisminin ksantin oksidaza (KO)
doniismesini saglamaktadir.

Reperfiizyonun saglanmasi ile molekiiler oksijen kullanilarak KO sayesinde hipoksantin
ksantine ve daha sonrasinda da iirik aside doniismektedir. Schoenberg ve ark (1985) 2 saatlik
iskemi sonrasinda ATP’nin iskemi 6ncesi degerinin %40’ ma diistiiglinii, bagirsak dokusunda
AMP’nin 8 kat civarinda arttigini, hipoksantinin yaklagik 10 kat arttigin1 bulmuslardir.

Bu sirada endotel 16kosit adhezyon molekiilleri, sitokinler gibi proinflamatuar tirtinlerin
ve endotelin, tromboksan A2 gibi biyoaktif ajanlarin yapiminda artis olmasina karsilik;
yapisal nitrikoksit sentaz, trombomodulin gibi koruyucu trunler ile prostosiklin, nitrikoksit
gibi ajanlarm yapimi baskilanmaktadir (Yilmaz M, 2014). Iskeminin siiresi, siddeti gibi
faktorlere bagli olarak bazi hiicreler ‘programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi’ olan
apoptozise ugrar, bazilar1 ise nekroza ugrar. Apopitoziste hiicrede membran biitiinliigii ve
mitokondri dig yapilart korunurken, kromatin ¢ekirdekte yogunlasip ceperde toplanir,
sitoplazma biiziislir ve sonunda hiicre apopitotik cisimcikler olusturup hiicreyi pargalar. Bu
cisimcikler makrofaj ve mikroglial hiicreler sayesinde fagosite edilmektedir (Clarke PG,
1990; Majno G, 1995; Chalmers-Redman R ve ark, 1997). Nekrotik hiicre 6limindeyse
membran biitlinliik kayb1 ve inflamasyon ile hiicre sismesi olusmaktadir. Apopitoziste DNA
iplik¢ikleri interniikleozomal baglanti noktalarindan diizenli olarak kirilirken, nekrozda

rastgele olacak sekilde kirilir (Ankarcrona M ve ark, 1995; Majno G, 1995; Patel T ve Gores
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GJ, 1995; Sastry PS ve Subba KR, 2000). Reperflizyon sonucunda caspase-3, caspase-8 gibi
pre-apopitotik proteinler apopitozu basglatir. Bu proteinler mitokondrial ¢eper yapisinda ve
fonksiyonlarinda bozulmaya yol agarken, niikleer DNA’nin yikilarak hiicrenin 6lmesine yol
acan sitokrom C vitamininin sitoplazmaya salinmasini da saglamaktadir (Preisler HD ve ark,
2001; Micha L ve ark, 2002). Apopitozu baslatan gen faktorleri; timor nekrozis faktor (TNF)
reseptorliniin {ist ailesine ait olan Oliim reseptorleridir ve hiicre disindan aldiklar1 6lim
sinyallerini hiicre igine iletmektedirler. Ayrica hiicre iginde de hasarlanmis DNA, mitokondri,
endoplazmik retikulum gibi organeller de 6liim sinyalinin kaynagini olusturabilir (Ankarcrona
M ve ark, 1995; Rust C ve Gores GJ, 2000; Preisler HD ve ark, 2001).

Doku hasarlarinin bir diger nedeni hiicre i¢inde biriken Ca™dir. Na/K pompasinin
bozulmasi, hiicre membran hasari, gradient farki asir1 miktarda Ca** birikimine ve kalsiyum

**>nin ATPaz enzim

paradoksuna sebep olmaktadir. Iskemi sirasinda azalmis ATP, Ca
inaktivasyonuyla ATP depolarinin daha da azalmasina yol agar. Hiicre yikimi Ca**’nin aktive
ettigi litik gorevi olan enzimlerin aktive edilmesiyle gerceklesir. Aktive olan fosfolipaz
membran fosfolipitlerini pargalayarak hiicre biitiinliiglinti bozar (Tiirkyillmaz Z, 2003). Hiicre
biitiinligiiniin bozulmasi hiicre i¢ ve diginda s1vi birikmesine neden olur. Endotel hiicrelerinde
sisme, damar digina sizan sivi  basinct kapiller damar liimeninin daralmasina;
mikrosirkiilasyonda yeniden kanlanma olsa dahi diizeltilemeyecek hasara yol agar. Buna ‘no-
reflow olayr’ denilmektedir (Taskiran A, 2002).

Iskemi reperfiizyon hasarinda hasarin nedenleri arasinda ozellikle dért faktér olan

serbest oksijen radikalleri, polimorf nuveli 16kositler (PMNL), kompleman sistemi ve endotel
hiicreleri yer almaktadir (Homer S ve ark, 1997; Monsinjon T, 2001).
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Sekil 9: iskemi-reperfiizyonun doku hasarina etkisi (Ergiin E, 1998)

2.5.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal; atom ya da molekiiliin eslenmemis elektron (e) iceren formudur. Bu
sekilde molekiil stabil ve reaktif degilken, bir elektron alir ya da elektron kaybederse reaktif
hale gelmektedir ki serbest radikaller kimyasal olarak kararsiz olmalarindan dolay1
reaktiviteleri ylksektir (Acworth IN ve Bailey B, 1997; Cuzzocrea S, 2001). NO, nitrojen di
oksit (NO) gibi bir¢ok inorganik bilesik dis orbitallerindeki eslesmemis elektron sebebiyle
serbest radikaldir. Molekiiler oksijen de dis orbitalinde iki ¢iftlesmemis elektron tasir ve bir
radikaldir (Southorn PA ve Powis G, 1988). Solunan oksijenin %95’inden fazlasi enerji igin
mitokondriler tarafindan kullanilirken yaklasik %5°1 toksik serbest radikallere doniismektedir
(Reiter RJ, 1995). Aerobik organizmalarin yasamak i¢in ihtiya¢ duyduklart en 6nemli element
temel haldeki oksijendir. Bu oksijen, hiicre ve dokular i¢in zararh olan reaktif oksijen tiirleri
tarafindan tretilir (Rodriguez C, 2004).

Serbest radikaller normal kosullarda antioksidan sistem ile denge halindedir ‘oksidatif
denge’. Organizmada serbest radikal olusma hiziyla, antioksidan sistem tarafindan serbest

radikalin kaldirilma hiz1 eslestirildiginde denge saglaniyorsa serbest radikallerin zararli
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etkileri olugsmamaktadir. Antioksidan savunmasi belirli sebeplerden dolay1 zayiflamis ya da
ortadan kalkmissa serbest oksijen radikali (SOR) iiretiminde artis meydana gelir. Bunun
sonucunda olusmus doku hasarma ‘oksidatif stres’ denilmektedir (Chauhan SS ve ark, 2011;
Serafini M, Del Rio D, 2004). Serbest radikallerin negatif etkilerinin yaninda belirli miktarda
tiretildiklerinde bagisiklik sistemi, enzim aktivasyonu, fagositoz, hiicresel sinyal iletimi, kas
kasilmasi, hiicrelerin biyogenezinde ve kimyasal reaksiyonlarin seyrinde yararl etkileri de
mevcuttur. Fazla iretimindeyse fonksiyon bozukluklari, hiicre zehirlenmesi, doku
yaralanmasi ve inflamasyonuna yol agmaktadir (Revan S, 2007; Singh BN, 2009). Biyolojik
sistemlerde en onemli serbest radikaller oksijen igerenlerdir ve bunlar ‘serbest oksijen
radikalleri (SOR)’ olarak anilmaktadir. Oksidan molekiilleri ya da reaktif oksijen tiirleri
(Reactive Oxygen Species = ROS) de ayni anlami tagimaktadir (Akkus I, 1995).

2.5.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Reperfiizyonda oksijenin dokulara tekrar ulagsmasiyla, iskemik donemde olusmus olan
ksantin oksidaz enzimi, birikmis olan hipoksantini ksantine doniistiiriir. Bu esnada bir¢ok
reaktif oksijen tiirleri ortama ¢ikmaktadir (McCord JM, 1985; Concannon MJ ve ark, 1992).
Yine reperfiizyonun erken doneminde, hasarlanmis endotele gelen nétrofil ve trombosit
aktivasyonu artmakta ve notrofiller bu boélgede serbest oksijen radikali Uretmektedir.
Antiproteazlarin inaktive olmasina sebep olan serbest oksijen radikalleri, lizozomlardan
proteolitik enzimler salinmasi ve hasarin artisiyla sonuglanmasina yol agar. Ayrica esnek
yapilarin1 kaybetmelerinden dolayr nétrofiller embolizasyona yol agabilir (Tiirkyillmaz Z,
2003).

Oksijen merkezli reaktif oksijen tirleri; superoksit radikali (O2’), hidrojen peroksit
(H20.), hidroksil radikali (OH) ve Singlet oksijendir.

2.5.2.1. Superoksit Radikali

Hiicresel metabolizma sirasinda en cok {iretilen serbest oksijen radikali siiperoksit
radikalidir. Bu radikal ¢esitli enzimatik reaksiyonlarin yan iriinii oldugu gibi endoplazmik
retikulum ve mitokondrilerin elektron degisimi sirasinda tretilir (Rodriguez ve ark, 2004).

Tiim aerobik hiicrelerde enerji tiiketilirken suya dontisiir ve serbest siiperoksit radikal anyonu
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olusur (Akkus I, 1995;Tumay A, 2010). Siiperoksit radikali diisiik pH’larda katyon etkisi
yaparken anyon etkisi i¢in ndtral ya da yiiksek pH olmast gerekmektedir. Siiperoksit anyonu,
nikleofilitik 6zelliklerine dayanarak etkisini direkt yapar ve proton olmayan ortamlarda
yalnizca aktivitesi ortaya ¢ikar. Siiperoksit anyonu oksidatif bir faktordiir ancak siiperoksit
radikalinin toksik etkisi zayiftir. Asil etkisini daha giiclii oksijen metabolitlerinin olusumuna
sebep olarak gosterir (Aliyev E, 2005; Asicioglu YT, 2005). Superoksit spontan ya da
siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizledigi bir reaksiyon sonucu hidrojen peroksit ve
oksijene dontismektedir (Cakir M, 2012). Ayrica siiperoksit radikali aldig1 bir elektronu bagka
bir alictya devrederek oksijene oksitlenip indirgeyici olarak davranabilir (Aliyev E, 2005).

€

0, —» O
SOD

20, +2HY — H02 + O
2.5.2.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H202) hiicre membranlarindan kolayca gegebilen, kendisi radikal
Ozelligi tagimadigi halde Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla hidroksil radikaline
doniisebilen uzun 6miirlii bir oksidandir (Aliyev E, 2005; Cakir M, 2012).
Oz + Fe®* — 0, + Fe*?
H20; +Fe? — OH + OH" + Fe™

H.O02 + O —» OH + OH + O

Hiicrede olusan H2O:‘nin uzaklagtirilmasi katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimleriyle ger¢eklesmektedir (Cakir M, 2012).

KAT
2H,0, — 2 H,0+ 0O
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GSH-Px

H202+ 2GSH — 2 H:0 + GSSG

GSH-rediiktaz
GSSG + NADPH + H* —> NADP* + 2GSH

2.5.2.3. Hidroksil Radikali

Oksijen radikalleri icinde reaktivitesi en yiksek ve en toksik radikal hidroksil
radikalidir. Ancak bazi biyolojik olaylarin i¢inde dogrudan kataliz olayimna katildig1 i¢in yer
almas: da gereklidir. Uretildigi yerde her tiir molekiille tepkimeye girme 6zelligine sahip olan
hidroksil radikalinin yar1 dmrii ¢ok kisadir ve buna bagli olarak yar1 dmiirleri daha uzun, daha
az reaktif ve stabil radikaller olusturmaktadir (Asicioglu YT, 2005; Tasdemir B, 2005).
Hidroksil radikali ilk karsilastign molekiille reaksiyona girme siiresi 10° saniye (s) ve
reaksiyon mesafesi 14 A%dur. En ¢ok oksidatif hasara neden oldugu yapilar arasinda DNA,
protein, karbonhidrat ve lipitler yer almaktadir (Sener G ve Yegen BC, 2009). Hidroksil
radikalinin olustuktan sonra siipiiriilebilmesi i¢in yiiksek konsantrasyonlar gerektigi icin,

olusumunun engellenmesi, siipiiriilmesinden daha etkindir (Reiter RJ ve ark, 2001).

2.5.2.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (*O2); ortaklanmamis elektronu olmadig1 i¢in serbest radikal olmayan
ancak reaktif olan bir oksijen molekuliidir. Reaktif 0zellik gdstermesini saglayan faktor,
elektronlardan birinin enerji alip kendi spinine ters yonde olan bagka bir orbitalle yer
degistirmesidir (Akkus 1, 1995). Bu 6zellik sayesinde kimyasal maddelerle g¢ift bag
olusturmas1 ¢ok kolaydir ve diger oksijen tiirlerine kiyasla daha uzun omiirliidiir (Aliyev E,
2005). Singlet oksijen, serbest radikal reaksiyonlarinin sonucunda da olusabilir; ayn1 zamanda

serbest oksijen radikallerini de baslatabilir.

2.5.3. Polimorf Nuveli Lokositler

Reperfiizyonda yapilan calismalar sonucunda mikrovaskiiler permeabilitedeki artisin

baslica sorumlusu nétrofiller olarak bulunmustur (Lopez-Neblina ve ark, 1996). iskemi
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reperfuzyon hasarinda l6kosit aktivasyonu kemotaksis ve Iokosit endotel hiicre adhezyonu
olusmaktadir (Frangogiannis NG, 2007). Polimorf nuveli I6kositler (PMNL), SOR dretiminde
de etkilidir. PMINL ve iskemi-reperfiizyon hasari ile iliskili bir takim mekanizmalar;

1. Mikrovaskdiler oklizyon

2. SOR Uretimi

3. Sitotoksik enzim salinimi

4. Vaskiiler permeabilite artisi

5. Sitokin salimimidir (Sener G ve Yegen BC, 2009).

PMN aktivasyon ve migrasyonu endotel hiicrelerinde ve lokositlerde bulunan selektinler
de denilen adhezyon molekiilleri sayesinde gergeklesir. Damar digina ulasmis 16kositler
kemotaksis adi verilen hasar bolgesine gogii gerceklestirir (Woodfin A ve ark, 2007). Aktif
notrofiller ayn1 zamanda mikrovaskiiler ttkanmaya sebep olacak sekilde trombositlerle birlikte
damar endoteline yapismaktadir (Zimmerman BJ ve Granger DN, 1992). Dokudaki l6kosit
yanitin gerceklesmesi su mekanizmalarla aciklanabilir;

1. Arasidonik asit metabolitleri olan prostoglandinler ve l6kotrienler olusumu sonucunda
fosfolipaz A2 aktivasyonu olusur.
2. Lizozomal enzimler degraniilasyon sonucunda salinir.

3. SOR salmimi gergeklesir (Schonberg MH ve Beger HG, 1993; Weight SC ve ark, 1996).

Reperflizyon baglamasiyla birlikte endotel hiicrelerinde fazla miktarda oksijen
olusurken, yeterli miktarda NO olusmaz. Siiperoksit radikaliyle nitrik oksit arasindaki
dengesizlik, endotel hiicrelerinden inflamatuvar mediyatdrlerin salinmasina, adhezyon
molekiillerin biyosentezinin artmasina bagli olarak 16kosit-endotel hiicre adhezyonuna sebep
olur (Weight SV ve ark, 1996; Chatterjee PK, 2007).

Yine reperfiizyonun baslamasi ile dokuya gelen oksijenin yaklasik %70’i NADPH-
bagimli oksidaz araciligiyla siliperoksit iyonlarinin oksitlenmesine sebep olmaktadir.
Stiperoksit, hidrojen perokside; hidrojen peroksit ise kloriir varliginda miyeloperoksidaz
enzimi ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asidin giiclii oksidan etkisi dolayisiyla
damar endotel hasar1 gerceklesmekte ve dokuya noétrofil gocii kolaylasmaktadir (Korthuis RJ
ve Granger DN, 1993).
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2.5.4. Komplemanin Rolii

Kompleman sistemin rolii tam olarak aciga kavusmamis olmakla beraber kompleman
sistemin aktivasyonu proinflamatuar komponentleri olusturmakta; 16kosit aktivasyonu ve
kemotaksisin uyarilmasini saglamakta ve bu inflamatuvar yaniti1 amplifiye eden C5a gibi
anaflatoksinleri, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1la, MIP-1b, monosit
kemoatraktan protein (MCP)-1, TNF-a, IL-1, IL-6 iiretimini uyarmaktadir (Thrane AS ve
ark,2007). Komplemanin uyardigi salgilar aymi zamanda vazodilatasyonu inhibe edip

endotelde siklik guanozin monofosfat1 azaltip vaskiiler tonusun bozulmasina sebep olmaktadir
(Zhang W ve ark, 1999).

2.5.5. Endotel Hiicre Roll

Endotel hicreler; hem SOR uretim merkezi hem de hedef konumunda olup, oksidatif
stres sonucunda aktivite ve islev bozuklugu ile karsi karsiyadir. Endotelden (retilen endotelin
(ET) ve NO mikrovaskiler dengeden sorumludur ve iskemi-reperfiizyon hasarinda bu denge
ET lehine bozularak, arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon meydana gelir
(Garcia-Villalon AL ve ark, 2008). Endotel hiicreleri komplemanin aktive edilmesini saglar.
Ayrica kendi bazal membranlarimi sindiren kollajenazlar salgilayabilirler (Weight SC ve ark,

1996).

2.5.5.1. Nitrik Oksit

Damarlarin endotel hiicrelerinden salinan nitrik oksit, damarlarda vazodilator etki
yaratarak damar direncinin diizenlenmesinde etkindir. Bunun disinda nitrik oksitin rol aldig1
diger etkiler arasinda endotele 16kosit adezyonu simirlandirilmas: sirasinda trombosit
aktivasyonunun Onlemesi; miyokard kasilabilirliginin diizenlenmesi; agri, gérme, koklama,
aclik gibi duygularin algilanmasi yer almaktadir. Immiin sistemde, uterus kontraksiyon ve
gevsemesinde, penil ereksiyonda, pankreasin beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasinda NO
vazgecilmez katkilarda bulunmaktadir (Atalik KE. ve Dogan N, 1997; Palm F ve ark, 2009).

Bobrek iizerine etkilerine bakildiginda bobrek islevlerinin siirdiiriilmesi i¢in makula

densa, bobrek arteri, glomertil ve tiibiillerde nitrik oksidazlarin kolaylastirict etkisiyle NO L-
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arjininden olugmaktadir. Bobrek kan akiminin 1/3’tinden NO sorumludur. Nitrik oksit sentaz
(NOS) inhibisyonunun etkileri lzerine yapilmig ¢alismalarda, NO’nun afferent ve efferent
arteriyollerinin direnglerinde 6nemli etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Giirel EE, 2008).
Ayni zamanda bobrekte arteryel basincin olusturdugu natriiiretik tepkinin ana diizenleyicisidir
ve medulla perfiizyonunun diizenlenmesinde etkilidir. NO; tuz alimindaki degisikliklerde,
medulladan Na* atilimimi diizenleyerek arteryel kan basmncini diizenlemektedir (Giirel EE,
2008). Akut NO inhibisyonu plazma renin aktivitesini azaltir ¢iinkii renin salinimi1 NO’nun
makula densa tarafindan salinmasiyla uyarilmaktadir (Elli M ve Ozkaya O, 2003). NO, renin
salgilanmasini, tiibiiloglomertiler feedback, renal hemodinami, bobrek otoregilasyonu, tubl
islevleri, Na™’nin geri ¢ikarilmasi, bobrek kan basincinin diizenlenmesinde etkilidir. Damarlar
lizerine vazodilatasyon etkisinden dolayr afferent arteriyollere etkisi oldukca giicliidiir.
Arteriyel basingtaki artis endotelyal NOS (e-NOS) olusumunun artmasini saglar, dolayisiyla
NO renin salinimini azaltir, tiibiillerden Na*’nin geri emilmesini engeller (Singh TD ve ark,
2011; Braam B, 1999). Uyarilabilir NOS (i-NOS) aktivitesi iskemi reperfiizyon hasarinda NO
sentezi i¢in artis gostermektedir. Bazi ¢alismalar iskemi reperfiizyon hasar1 sonrasinda i(NOS)
aktivitesinin inhibisyonu sonucunda bdbrek fonksiyonlariin daha az bozulabilecegini
gostermistir (Kinac1t MK, 2008).

NO, renal kortikal tabulleri hipoksik hasardan; renal arteriyel hiicreleri de oksidatif
hasardan korumaktadir. Endotelyal NO yapiminin azalmasi renal hasarin artmasina ve kan
basinicinin yiiksekligine katkida bulunmakta, dolayisiyla hipertansiyona ve ateroskleroza yol

acmaktadir (Talab SS ve ark, 2010; Elli M ve Ozkaya O, 2003).

2.5.6. Serbest Radikallerin Olusma Mekanizmalari

Atmosferik oksijen 1ile bir organik bilesik arasinda gergeklesen reaksiyona
‘otooksidasyon’ denilmektedir.(Koca N. ve Karadeniz F, 2003). Otooksidasyon, lipit iceren
maddeleri etkilemekte ve poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu
olarak bilinmektedir. Membrandaki coklu yag asitleri oksidasyon ile daha hassas hale
gelmekte ve membran lipit yapisi, hiicre yap1 ve fonksiyonlar1 degismektedir (Asicioglu YT,
2005; Grigorov B, 2012). Lipit peroksidasyonu geri doniisiimsiiz membran hasarina yol
acmaktadir (Akkus 1, 1995).

Gegis metal iyonlar1 serbest radikal olusturmada katalizOr etki yaratmakta ve stiperoksit

ve hidrojen peroksidin daha giiclii oksidan etki yaratmasim saglamaktadir (Akkus 1, 1995). Bu
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iyonlar normal fizyolojik sartlarda hiicresel diizeyde 6nemli role sahipken, mesela demirin
serbest formlar1 toksik etki yaparak lipit oksidasyonuna katalizor etki ile reaksiyon hizini
arttirmaktadir. Manganez (Mn*) de aym sekilde ozellikle Fenton ve Haber-Weiss
tepkimelerinin ¢ok hizli gergeklesmesini saglamaktadir. Demir (Fe*?) ve bakir (Cn) gibi
indirgenmis gecis metalleri okside sekillerine géore H2O2’den bile daha reaktif olabilmektedir
(Akkus 1, 1995; Aliyev E, 2005).

Mitokondrilerde enerji liretimi ve solunum sirasinda az miktarda serbest oksijen radikali
iretilmektedir. Bu sirada molekiiler oksijenin dort elektron ilavesiyle indirgenmesi daha
reaktif iriinlerin agiga ¢ikmasina sebep olmaktadir. Superoksit dismutaz (SOD) varliginin
hizlandirdig: siiperoksitin hidrojen perokside (H202) doniisimii bu iriinlerdendir. Ortamda
Fe*? varligmin olmas1 da Fenton reaksiyonuyla doku igin ¢ok toksik olan hidroksil radikaline
(OH") doniisebilmektedir (Sekil 10, A bolim)

Lokosit, nétrofil ve makrofajlar hiicre i¢inde atiklarin ve inflamasyon gibi durumlarda
mikroplarin yok edilmesi igin serbest oksijen radikallerini silah olarak kullanmakta ve
‘oksidatif patlama’ denilen bir mekanizmayla bu hiicrelerde iiretilmektedir. Fagosit oksidaz
enzimi katalizor bir rol oynayarak slperoksiti (O2~) olusturur ve daha sonra lokositlerde
bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzim sayesinde hidrojen peroksit (H20>) ileri derecede
radikal olan hipoklortre (HOCI) doniisiir (sekil 10, B boliimii).

A B
MITOKONDR Fagost FAGOZOM
oksidaz
Elekiron lagima zingiri \ f" 20,
T + NO \
0z »O; » ONOO™ ADP . -
Penksintri NADPH 20T — 5 HeO:
i ONOO™
MPC 1
SO0
HCCI
H0; ————'OH
Fenton
reaksiyony

Sekil 10: Serbest oksijen radikallerinin Uretim yollari; A: mitokondrilerde ger¢eklesen
mitokondri solunumu sirasinda, B: I6kositlerin fagozom membranlarinda fagosit oksidaz

enzimiyle (Kumar V ve ark, 2014)
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2.5.6.1. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, bir hidrojen atomunun bir radikalin etkisiyle membrandaki yag
asidi zincirindeki metil gruplarindan uzaklasmasiyla baglar. Yag asidi zinciri bu durumda
radikallesip lipit radikalini olusturur. Lipit radikalinin oksijenle reaksiyona girmesi sonucunda
da lipit peroksit radikali (LOO) olusmaktadir. Yeni lipit radikalleri de LOO tarafindan
etkilenerek olusmaktadir. Lipit peroksit radikali Hz atomlarinin eklenmesiyle ‘Lipit
Hidroperoksit’e doniismektedir. Lipit hidroperoksitler Fenton tipi reaksiyonlarla toksisitesi
yuksek olan aldehit ve alkanlar olusturmaktadir (Asicioglu YT, 2005;Cornelli U, 2009).
Hidroperoksitlerin zincir reaksiyonunu baglatmasi ii¢ temel mekanizma ile gergeklesir.

1. Hidroperoksit bir radikal ile reaksiyona girerek peroksi radikalini olusturabilir.

2. Hidroperoksit, bir metal iyonu ya da farkli bir indirgenle hidroksi radikalini ya da alkoksi
radikalini olusturabilir.

3. Hidroperoksitteki O-O bagi ayrilarak alkoksi ve hidroksi radikalini olusturabilir (Koca N.
ve Karadeniz F, 2003).

2.5.6.1.1. Malondialdehit (MDA)

Hidroperoksitler daha kararli olan malondialdehit (MDA)’e tepkimeler sonucunda
dontismektedir. MDA seviyesi ile serbest radikaller dogru orantili olarak artmakta yani
MDA’nin artmis olmasi serbest radikallerin artmasma baglanmaktadir (Cure E, 2007).
MDA nin artmis olmast membran fonksiyon bozukluklarina, membran enzim ve reseptorlerin
inaktive olmasina, yag asitlerinin kaybolmasima, doku inflamasyonuna, DNA’ya baglanip
mutasyonlara ve dolayisiyla akciger hastaliklari, koroner arter hastaliklari gibi durumlara yol
acmaktadir (Kolanjiappan K ve ark, 2002; Altintas S, 2006).

MDA, membran komponentlerine ¢apraz baglanir. Polimerizasyona sebep olan bu
baglanma enzim aktivitesi, iyon transportu, hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi
membran dzelliklerinde degisikliklere sebep olmaktadir (Akkus I, 1995). Ayrica proteinlere
capraz baglanmasi biyolojik fonksiyonlar1 zorlagtirarak hiicre yaslanmasimna sebep olur

(Havsteen B.H, 2002).
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2.5.6.2. Nukleik Asitler ve DNA

Oksijen radikalleri etkilerini plrin ve pirimidin bazlarmin yer aldigi niikleotidler
tizerinde gostermektedir. DNA yapisi, guanin bazmin hidroksilasyonuyla mutasyona
ugramaktadir (Akko¢ H, 2008; Halliwel B. ve Aruoma OI, 1991). Riboz-fosfat zincirinin
kirilmasi, deoksiriboz-fosfat ve heterosiklik bazin hidroksil radikaliyle reaksiyona girmesi
sonucunda gerceklesir. Nitrojen oksit ve peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirleri de DNA

hasarina sebep olabilmektedir.

2.5.6.3. Proteinler

Aminoasit modifikasyonunda, proteinlerin agregasyonu ve fragmantasyonunda yapisal
degisiklikler serbest oksijen radikallerin etkisiyle olusmaktadir. Serbest radikallere duyarli
membran proteinleri hiicresel diizeyde ciddi fonksiyon kayiplarina yol agmaktadir(Sar1 S,

2008).

2.6. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidan molekdiller, olusmus oksidan molekiillerinin hiicreye hasar vermesini
engelleyen; organizma tarafindan sentezlenen endojen kaynakli oldugu gibi disardan
besinlerle alinabilir ekzojen kaynakli da olabilen, olusmus serbest radikallere bir elektron
vererek radikalin hasar vermesini azaltan stabil bir molekiil yapidir. Hiicre yapisindaki
protein, lipid, karbonhidrat, DNA gibi maddelerin oksidasyonunu geciktiren ya da dnleyen
maddelere antioksidanlar denilmekte, bu olayin adina da ‘antioksidan savunma sistemi’ adi
verilmektedir (Valko M ve ark, 2007). Oksidan diizeyi ile antioksidan savunma sistemi denge
halindeyse organizma sagliklidir. Antioksidanlarin oksidanlara karsi yeterli diizeyde
olusamamis olmas1 oksidatif strese sebep olmaktadir (Cavdar C ve ark, 1997).

Birbirine bagli birden fazla bilesenden olusmus hiicresel antioksidan savunma sistemi,
farkli molekiil agirliklarina sahip ve enzimatik veya nonenzimatik olabilmektedir (Valko M
ve ark, 2007; Dotan Y ve ark, 2004).

Antioksidan koruma birkag farkli prensip dogrultusunda hareket eder. Bunlar;

1. Kimyasal reaksiyonlari, enzim aktivitesi ya da dogrudan gerceklestirerek
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2. Oksijenden olusmus molekiiller en az diizeye indirilerek

3. Kimyasal yolla dogrudan radikallerle etkileserek

4. Reaktif metabolitlerin toksik olmayan triinlere veya daha az aktif driinlere indirgenmesiyle
temizleyerek

5. Reaktif iirlinlerin daha kalici, daha zararli olmasina sebep olan metal iyonlar1 baglayip
etkinsizlestirerek

6. Olusmus hasar1 tamir ederek

7. Tamir edilemeyen {irtinleri uzaklastirarak (Splettstoesser WD, Werner SP, 2002).

2.6.1. Antioksidanlarin Gruplandirilmasi

Antioksidanlar ¢esitli kriterlere gore gruplandirilabilmektedir. Yapilari, ¢oziintirliikleri,
yerlesim yerleri ve kaynaklarina gore ayrilmaktadir (Akkus I, 1995). Yapilarma gore fenolik,
aromatik, organosiilfiir bilesikleri; c¢oziiniirliiklerine gore suda ve lipitte ¢Oziinen;
yerlesimlerine gore intraseliiler ve ekstraseliiler; kaynaklarina gore ise endojen ve ekzojen

kaynakli olmak iizere ayrilmaktadir.

2.6.1.1. Endojen Antioksidanlar

Antioksidan sistemler hasar olusumunu engelledigi gibi, olusmus bir hasar varsa bunlari
tamir eder ya da bu molekiilleri temizleyip uzaklastirir. Hem ekzojen hem endojen
antioksidanlar ayn1 etkiyle oksidanlarin etkinligini azaltir ya da ortadan kaldirir (Bigim G,
2013). Endojen antioksidanlarin enzim yapisinda olanlari, radikal ve reaktifleri gidererek

oksidatif hasarin olusumuna engel olmaktadir (Aggiil AG, 2012).

2.6.1.1.1. Enzim Olan Endojen Kaynakh Antioksidanlar
Slperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

Glutatyon-S transferaz (GST), hidroperoksidaz ve mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

endojen kaynakli enzim olan antioksidanlardir.
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2.6.1.1.1.1. SUperoksit dismutaz (SOD)

Molekiil agirligr 17-85 kDa araliginda olan bir metalloenzimdir. Superoksit anyon
radikallerinin dismutasyonuyla olugsmus molekiiler oksijeni hidrojen peroksite katalize
etmektedir. Oksijeni metabolize eden tiim dkaryotik hiicrelerde yer almaktadir (Demirkiran H,
2011; Bigim G,2013). Katolitik aktivitesi yuksek olan SOD enzimi, aerobik organizmalari
siiperoksitin zararli etkisine karsit koruyarak temel fonksiyonunu gergeklestirir (Bi¢im G,
2013). SOD, katalaz ve glutatyon enzimleriyle birlikte c¢alisarak oksijen radikallerinin
olusturdugu hasara karst bir savunma mekanizmasi gelistirmektedir (Karabiga M, 2007).
Normal metabolizma sirasinda {iretilmis yiiksek miktardaki siiperoksit radikali SOD
sayesinde intraselillerde disiiktiir. Membrandan gegememis siiperoksit radikali, hidrojen
peroksite doniisiip membrandan gegebilmektedir. Hidrojen peroksitin Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlartyla hidroksil radikaline doniigmektedir ki bu dokular i¢in ¢ok zararli bir
radikaldir (Rigo A ve ark, 1977; Deaton C.M. ve Marlin D.J, 2003). KAT ve GSH-Px
enzimleri SOD’un arttig1 ve olusan asir1 H2O> birikmesini kontrol altinda tutmaktadir.

SOD
207 +2H" —— H0, + O

Bu reaksiyon SOD’un katalizlemesiyle normalden yaklasik 4000 kat daha hizli
olusmaktadir (Akkus I, 1995).

SOD insanda ti¢ izomer tipte bulunmaktadir. Sitozelde Cu-Zn SOD bulunur ve dimetrik
yapidadir. Bakir ve ¢inko igeren Cu-Zn SOD siyonidle inhibe edilebilir. Mitokondride
bulunan Mn SOD manganez igerir, tetramerik yapidadir ve siyanidle inhibe olmaz.
Ekstraseliiler SOD hiicre disindadir ve diisiik aktivitededir (Cakir M, 2012).

Hicrede en ¢ok bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dur (Sun Y ve ark, 1988; Antmen
SE, 2005). Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde Cu-Zn SOD yuksekken;
prematiirelerin, yaslilarin eritrositlerinde ve psoriyazisli hastalarin 16kositlerinde diistiktur
(Aliyev E, 2005; Guder A, 2008). Cu-Zn SOD enzimindeki ¢inko enzim stabilitesinden
sorumluyken, bakirin gorevi oksidasyon ve rediiksiyona ugrayarak dismutasyon
reaksiyonlarini ger¢eklestirmektir (Fridovich I, 1995)

Superoksit serbest radikalinin lipit peroksidasyonu gibi zararh etkilerine karsi koruyan
SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriilmesinde de etkilidir (Halliwell B, 1974;
Kesik V, 2004). Dokularda PO: ile artan siuperoksit dismutaz, oksijen aktivitesi yuksek
dokularda fazladir. Ekstraseliiler aktivitesi ise ¢ok diisiiktiir (Atalay F, 2012).
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Cu-Zn SOD’un en yogun oldugu dokular néronlar, beyin, karaciger ve eritrosittir. Mn
SOD’un en yogun oldugu dokular beyin, kalp, karaciger ve bobreklerdir. Ekstraseiiler SOD en

yogun olarak eklem sivisi, lenf ve plazmada yer almaktadir (Bigim G, 2013).

2.6.1.1.1.2. Katalaz (KAT)

Aerobik hiicrelerde antioksidan bir enzim olan KAT, 240 kDa molekiil agirligindadir.
Her molekiilinde 4 ferihemoproten igeren bu enzimin en yogun aktivite gosterdigi doku
karaciger ve bobrektir. En az etkili oldugu doku ise bag dokusudur (Zamocy M ve Koller F,
1999).

KAT da SOD’a benzer sekilde bir dismutasyon mekanizmasi gelistirmistir. Hidrojen
peroksit su ve molekiiler oksijene pargalanir (Akkus I, 1995). Katalaz, katalitik reaksiyon ve
peroksidik reaksiyon olmak iizere kataliz gorevini iki farkli yolla gerceklestirmektedir.
Katalitik reaksiyonda H2O. pargalanirken, peroksidik reaksiyonda alifatik alkollerin
peroksidasyonu olusmaktadir (Mavelli I ve Rotilio G, 1984).

KAT
2H,0p ——» 2 H,0+ 09

KAT’in indirgeyici aktivitesi lipid hidroperoksitler gibi buyuk molekullere etki
etmezken, daha kiiclik molekiillii hidrojen peroksit ile metil etil hidroperoksitlere karsi

etkindir (Akkus 1, 1995).

2.6.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Dort selenyum atomlu tetramerik enzim olan glutatyon peroksidaz sitozolik bir
enzimdir ve hidroperoksitleri indirgemektedir (Cakir M, 2012; Akkus I, 1995). Okaryotik
hiicrelerin  sitoplazmasinda %60-75 etkinlik gosteren GSH-Px , %25-40 oraninda
mitokondrilerde etkinlik gostermektedir. Glutatyon peroksidaz selenyum bagimli (Se-GSH-
PX) ve selenyumdan bagimsiz (GST) olmak tizere iki yapisi, dort tip de izoenzimi mevcuttur.
Selenyum bagimsiz formu daha yogun bir aktiviteye sahipken, selenyum bagli formu
sitoplazma  diisiik aktivite gostermektedir (Bigim G, 2013). Se-GSH-Px organik
hidroperoksitler ve H»0.’ye karsi aktivite gosterirken, GST, H2Oz’den ziyade organik
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hidroperoksitlerden sorumludur (Guemori L ve ark, 1991; Halliwell B ve Gutteridge J.M.C,
1999; Cnubben N.H.P ve ark, 2001).

GSH-Px
H202 + 2GSH —— 2 H.0 + GSSG

Reaksiyon sonucunda su molekiilii ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusmaktadir. Se-
GSH-Px’ler yikimlarint GSH’1n oksidasyonuyla gergeklestirir. Okside glutatyon, glutatyon
rediktaz (GSH-Rd) enzimi ile tekrar GSH’ye doniisiir (Halliwell B ve Gutteridge J.M.C,
1999; Aydin A ve ark, 2001).

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonuyla okside forma donlismiis glutatyon tekrar
kullanilmasi i¢in, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz enzimiyle glutatyon disulfiti tekrar
redikte glutatyona (GSH) dondurultr (Hermes Lima ve ark, 2001).

GSSG + NADPH + H" <— 2GSH + NADP*
Glutatyon S tranferaz(GST), iki protein alt biriminden olugmaktadir. Ksenobiyotiklerin

biyotransformasyonunda, arasidonik asit ve linoleat hidroksiperoksitleri olmak iizere lipit

hidroperoksitlere kargi aktivite gostermektedir (Storey B.K, 1996).

Patolojik etkiler l

Radyasyon ‘ e oa Paoosaon
Toksinler <~z ROT (iretimi \ = Lipid =3 Membran hasan TR
Reperflizyon L | peroksidasyonu
O: > H202 : > 'OH —_i ,ﬂ ,J}-:.. /)
Stiperoksit Hidrojen Hidroksil = Prolein — # Parcalanma, //&\uf){;f J/ D
peroksit radikali ‘ modifikasyonlar hatal katlanma=7" 3 ﬂ G~

: L3> DNA hasan > Mutasyonlar r.f
' AN
\‘}! ’i M

SOD tarafindan  Glutatyon peroksidaz,
H,0,'ye katalaz tarafindan
dondistiril ir H,O'ya ayngtirilir

’ Serbest radikallerin uzaklagtiriimasi

Sekil 11: Antioksidan sistemin yeterli ¢alisamamasi durumunda meydana gelen hiicre hasari

(Kumar V ve ark, 2014)
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2.6.1.1.2. Enzim Olmayan Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Glutatyon, melatonin, seruloplazmin, albumin, miyoglobin, transferrin, metiyonin,
hemoglobin, bilirubin, sistein, Urat, laktoferrin, ferritin gibi molekuller enzim olmayan
endojen kaynakli antioksidanlar arasinda sayilabilir (Sener G ve Yegen B.C, 2009; Basim S,
2005).

2.6.1.1.2.1. Glutatyon

Glutatyon ¢ok 6nemli bir antioksidandir ve glutamik asit, sistein ve glisinden meydana
gelen bir tripeptiddir (Akkus 1, 1995; Halliwell B ve Guttereidge J.M.C, 1999). Yapisinda g-
glutamin bagi ve tiyol grubu igerir. Glutatyon hiicrede en ¢ok mitokondri, nlkleus ve
sitozolde bulunur. Hiicre iginde biiyiikk ¢ogunlukta indirgenmis olarak bulunur ve glutatyon
peroksidazin katalizledigi reaksiyonla endojen iiretilen peroksitlere karsi okside olup onlari
indirger. Glutatyon rediiktazin katalizlemesiyle rediikte halde tutulan GSH hiicreyi etkili bir
sekilde koruyabilmektedir (Aksoy Y, 2002; Anderson M.E, 1998; Memisogullar1 R, 2005).

Hidroksil, Singlet oksijen gibi reaktif oksijen turlerinin temizliyicisi olan glutatyon,
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girip hiicreyi oksidanlara karsi korumaktadir.
Glutatyon protein ve enzimlerin inaktivasyonunu proteinlerdeki stlfidril (~SH) gruplarini
redikte halde tutarak saglar (Murray R.K ve ark 1993; Burton G.W, 1994). Bunlar disinda
GSH enzim aktivitelerinin ayarlanmasi, protein konformasyonu ve membran gecirgenliginin

saglanmasi gibi bircok dnemli islevleri vardir (Akkus I, 1995; Klaassen ve Watkins 2003).

2.6.1.2. Ekzojen Antioksidanlar

Antioksidanlar gidalar yoluyla alinabildigi gibi, ilag olarak da elde edilmektedir.
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2.6.1.2.1. Vitamin Ekzojen Antioksidanlar

Vitamin E (tokoferol), vitamin C (askorbik asit), vitamin A, folik asit (folat), B-karoten,
flavonoidler, karotenoidler, polifenoller gibi vitaminler disaridan gidalarla alinabilen

antioksidanlardir (Tufan A.N, 2012).

2.6.1.2.2. Tla¢ Olarak Kullanilan Antioksidanlar

NADPH oksidaz inhibitorleri, ksantin oksidaz inhibitorleri, ndétrofil adezyon
inhibitorleri, barbittratlar, sitokinler gibi ilaclar antioksidan olarak kullanilabilen ilaglardir
Akkus I, 1995).

2.6.2. Beta-Glukan

Beta-glukanlar; maya, bakteri, mantar ve tahillarin hiicre duvarinda bulunan glikoz
zincirlerinden olusmus karbonhidratlardir. 1,3; 1,4; 1,6 zincirli glikopirozil birimlerinden
olugabilmektedirler. Baglanti farkliliklarinin diginda dallanma derecesi, molekiil agirligt,
¢oziinme yapisindaki farkliliklar, polimer yiikii, {ighoyutlu yapis1 immiin sistem {izerindeki
etkisini degistirebilmektedir. Ornegin diisiik molekiillii olanlar sitokinezle uyarilip immiin
sistemi desteklerken, molekiil agirlig1 digerlerinden fazla olan fungus kaynakli beta-glukanlar
direkt l6kositleri aktif hale getirmektedir (Volman J.J ve ark, 2008). Ekmek mayasindan elde
edilmis beta-glukan biyolojik etkileri en fazla olan tiiriidiir (Sener G ve ark, 2006; Sener G ve
ark, 2007). Ekmek mayasindan elde edilmis beta-glukan c¢esitli mantarladan, alglerden,
yulaftan ve arpadan elde edilen glukanlardan c¢ok daha gugli bir immin sistem
kuvvetlendiricidir (Ahmed G, 2000).
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Ekmek Mayas: Hucre Duvannin Yapsi

Resim 12: Ekmek mayasi hiicre duvari (Kili¢ F, 2015)

Tahillarin ana yapisini olusturan beta-glukanlar ‘saccharomyces cerevisia’ denilen
glukoz polimeri ekmek mayasi hiicre duvarindan elde edilmektedir (Jamas S ve ark, 1990).
Glukanlar 6,5 kDA molekiiler agirliga sahip 1,3 zincirli glikopiroz polisakKarittir ve retikiilo
endotelyal sistemde stimiilator etkisi ve makrofajlar iizerine potent aktivator etkisi vardir
(Kirmaz C ve ark, 2005). Phellinus linteus ya da Sparassis crispa gibi bir takim mantarlar da
beta-glukan igermekte ve bunlar yapisal olarak 1,3 glukopirozil baglarindan olusan ve 1,6
baglarla dallanma yapanlar olarak iki farkli igerikte gruplandirtlir (Brown G.D ve Gordon S,
2003).

Beta-glukanlar insan viicudu tarafindan iretilememektedir, ancak disaridan alimiyla
immiin sistem tarafindan fark edilir ve dogal immiiniteyle adaptif immiinite lizerine etkileri
mevcuttur (Brown G.D ve Gordon S, 2005). Hazirlanmis beta-glukan prepatlari ekmek
mayast hiicre duvarindan elde edilen glukanlardir ve hem oral hem de intravendz olarak
almabilir. Oral olarak alinanlar makrofajlar sayesinde kemik iligindeki graniilositlere etki
ederken, intravendz uygulamada makrofaj basamagina gerek duymadan direkt olarak kemik
iligindeki graniilositleri etkiler (Hong F ve ark, 2004). Beta glukanlar oral yolla alindiktan
yaklagik 30 dakika igerisinde ileumdan emilmekte ve bagirsak duvarindaki makrofajlar
tarafindan 6zgiin reseptorlerine baglanmaktadirlar (Bedirli A ve ark, 2003).

Beta-glukanlarin insan sagligi tizerine etkileri bir¢ok arastirmayla gosterilmistir.
Antioksidan etkisini gicli bir intraseluler serbest radikal stptrtct olarak gostermektedir
(Kayali H ve ark, 2005). Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuna dolayisiyla
membran hasar ve yikimina sebep olur. Beta-1,3-glukan, lipid peroksidasyonunu baskilayarak

oksidatif hasara karsi koruyucu etki gostermektedir. Ayrica lipit peroksidasyonunun
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belirleyicisi malondialdehit seviyesindeki artis1 inhibe ederek lipid peroksidasyonunu kontrol
altinda tutar (Sener G ve ark, 2005).

Beta-glukanlar toksik ve yan etkisi bildirilmemis, immin sistem (zerinde olumlu
etkileri bilinen gicli bir immunostimilatordir (Bedirli A ve ark, 2003). immiin sistem
tizerinde makrofajlar1 ve kompleman sistemini aktive ederek immiiniteyi gli¢lendirmektedir.
Makrofajlarin mutasyona ugramis hiicreleri taniyip yok etmesi yoniinde immiin sistemi
yonlendirir (Kordon A.O, 2010). Beta glukanlarin bu etkisi makrofaj ve notrofillerdeki
reseptorlerine baglanmasi sonucu meydana gelmektedir (Zekovic DB ve ark, 2005).
Hematopoietik aktiviteyi immiinomodiilator fonksiyonlariyla gerceklestirir. Bu fonksiyonlari
1okositleri aktive ederek olusturur (Sandvik A ve Wany Y, 2007). Beta-glukanin
monositlerde, 16kositlerde ve makrofajlardaki reseptorlerine baglanmasiyla immiin cevabi
olusturan sitokinlerin serbest birakilmasi, hematopoezin uyarilmasi ve nitrik oksit olusumunu
tetiklemektedir (Sener G ve ark, 2005; Sener G ve ark, 2007). Beta glukan reseptérlerinin
viicutta genis bir yayilim gostermesinden dolay1 endotelyal huicreler, 6n hipofiz hucreleri,
fibroblastlar gibi hiicreler immiin sistem i¢inde olmadigi halde beta glukan reseptorlerine
sahiptirler. Beta glukanlar fagositler lzerindeki reseptorlerini taniyip baglanir ve aktive
olurlar. Bu reseptorler dektin-1, CR3 (komplement reseptor 3), TLR-2 (toll benzeri reseptor
2), laktosilseramid ve smif A siipiiriicii reseptordiir (Rice PJ ve ark,2005; Novak, M. ve
Vetvicka, V, 2008).

Doku yenileme ve tamirinde beta-glukanlar hasarli dokudaki onarimi hizlandirarak
etkisini gosterir (Kordon A.O, 2010).

Radyoprotektif olarak, beta-glukanlar immin sistemi iyonize radyasyona karsi korur
(Kordon A.Q, 2010).

Beta-glukanlar; antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antiparazitiklerin etkilerini
arttirarak adjuvant etkisini gosterir (Kordon A.O, 2010).

Ayrica beta-glukanlar kompleman sistemi aktive edip, antitimor antikorlar1 uyararak
timor hiicrelerine karsi antineoplastik etki gostermektedir (Liu J ve ark, 2009). Kanser
tedavisi goren hastalarda kemoterapi ve radyoterapi sonrasinda beta-glukan varlig: sitotoksik
etkinin geri doniisiimiine yardimci olup toleransi arttirmaktadir (Harada T ve ark, 2002).

Monositler, makrofajlar, graniilositler ve dogal yok edici hiicrelerin ylzeylerinde beta-
1,3’1 tanyip baglayan reseptorleri vardir ki bunlar beta-glukanin immiindstimiilatér olarak
caligmasin1 saglar. Beta-glukan baglanmis hiicreler, baglanma yogunluguna bagli olarak
direkt aktive ettikleri gibi sekonder yanit icin bakteriyosidal bilesenleri olusturmaya da

baslayabilirler. Sistemik yanit, beta-glukanla karsilagan hiicrenin hem kendisi hem de komsu
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hiicrelerinde lokal aktivasyonu uyarip sitokin salinimi da tetiklemisiyle baslar (Hoffman O.A
ve ark, 1993). Bazi 1,3 beta glukan polimerlerinin nétrofil, NK makrofajlarin iistiinde bulunan
ve ayni zamanda sitoksisite ve fagositoz i¢in bir reseptdor olan CR3’e baglandigi bazi
calismalarda gosterilmistir (Yan J ve ark, 2000). Dectin-1 reseptori beta glukan ile
baglanmas1 ardindan oksidatif mekanizmalar1 da iceren fagositoz, endositoz gibi hiicre
diizeyinde gergeklesen faaliyetleri arttirmaktadir (Brown GD ve ark, 2002; Hayn PY, 2003).
Beta glukanlar ayrica hiicre cevabinin uyarilmasi i¢in gerekli ikincil sinyal olusumunu
kolaylastiran antijene spesifik T hucreyi aktive eden ylzey reseptorlerinde up regulasyona
sebep olmaktadir (Hunter KW ve ark, 2004).

Beta glukanin doz araligi, FDA tarafindan GRAS kategorisinde kabul edilen miktar
ginlik 40mg-3000mg olarak belirtilmis ve viicut agirligina gore 2-6 mg/kg kabul edilmistir
(Bedirli A ve ark, 2003).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim
Dal1 laboratuarinda, 300-350 g agirliginda Wistar tiirii 30 erkek sigan iizerinde yapilmustir.
Etik kurul karar1 Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

14.08.2015 tarihli 64583101/2015/099 sayili karari tarafindan onaylanmustir.

3.1. Deney Hayvanlar

Siganlar Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda Subat 2017
tarihinde 12 saat gece 12 saat gunduz sirkadiyen ritimde, 22 + 2°C sicaklikta ve %45-50 nem
oraninda barindirilmistir. Sicanlarin beslenmesinde standart pellet yemi ve sehir icme suyu
kullanilmustir.

Laboratuar analizleri ADU Merkez Arastirma Laboratuvarinda, histolojik incelemeler

ADU Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.2. Deney Gruplari
30 erkek Wistar albino sigan 3 gruba randomize olarak ayrilmigtir (n=10).

Sham Kontrol Grubu: 10 adet sigandan olusan gruba herhangi bir uygulama
yapilmaksizin deney sonunda sol nefrektomi yapilmistir. Sag bobrege herhangi bir uygulama

yapilmadan doku incelemesi igin histoloji ve biyokimya laboratuvarlarina génderilmistir.

Iskemi-Reperfiizyon Grubu: 10 adet sigandan olusmus gruba herhangi bir uygulama
yapilmaksizin deney sonunda sol bdbrekleri nefrektomi ile ¢ikartilmig, sag bdbrek
nontravmatik mikrovaskdler klemple 45 dakika iskemiye maruz birakildiktan sonra 60 dakika
reperflizyon uygulamasi yapilmis ardindan sag bobrek dokulart incelenmek tizere histoloji ve

biyokimya laboratuvarina yonlendirilmistir.
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Beta-Glukan + Iskemi-Reperfiizyon Grubu: 10 adet sigandan olusmus gruba deney
oncesi 9 giin ve deney glnu olmak uzere toplamda 10 gilin gastrik gavaj yontemiyle per oral
(p.0.) olarak beta-glukan uygulamasi yapilmistir. Deney giinii sol nefrektomi ardindan, sag
bobrek nontravmatik mikrovaskiler klemple 45 dakika iskemiye maruz birakildiktan sonra 60
dakika reperfiizyon uygulamasi yapilmigtir. Sag bobrekten alinan dokular histoloji ve

biyokimya laboratuvarina yonlendirilmistir.

3.3. Beta Glukan Uygulamasi

Beta-glukan uygulamasi IR + BG grubundaki siganlara 100 mg/kg/giin olacak sekilde

hesaplanmistir. Beta glukan 50 mg kapsiil imuneks® (Mustafa Nevzat ilag San. A.S.) igme

suyunda ¢ozilerek orogastrik gavajla uygulanmistir.

Resim 1: imuneks® 50mg kapsiil
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Resim 2: Gastrik gavaj ile beta glukan uygulamasi

3.4. iskemi — Reperfiizyon Uygulamasi

Deney giininden 24 saat 6nce yem verilmeyen siganlara, uygulama giiniinde agirliklar
tekrar Olculerek 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin uygulamasi yapilmigtir. Siganlarin
midabdominal bolgesi insizyonla agilarak sol bobrekleri nefrektomi ile alinip sag bobrekleri
hilus seviyesinden renal arter nontravmatik mikrovaskiler klemp ile klemplenerek 45 dakika
iskemiye maruz birakilmistir. 45 dakika sonrasinda nontravmatik mikrovaskiler klemp
cikarilmig ve 60 dakika reperfiizyon saglanmistir. Operasyon sirasinda olusabilecek
dehidratasyona bagli s1vi kaybini 6nlemeye yonelik steril serum fizyolojik uygulanmistir.

Beta-glukan uygulanan iskemi-reperflizyon grubundan bir sigan anestezi uygulamasinin
ardindan kaybedilmistir. Uygulamalar1 biten ve bobrek dokular1 alinan siganlarlar servikal
dislokasyon ile anestezi altinda sakrifiye edilmistir.

Biyokimyasal inceleme i¢in ayrilmig dokular analiz zamanina kadar -80°C’de
saklanmigtir. Histoloji incelemesine alinacak olanlar ise %10’luk formaldehit soliisyonda

saklanmustir.
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Resim 3: Anestezi altinda, operasyon dncesi
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Resim 4: Sol nefrektomi
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Resim 5: Nontravmatik mikrovaskiler klemple iskemi uygulamasi

Resim 6: Reperfiizyon uygulamasi, mikrovaskiiler klempin ¢ikarilmasi
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3.5. Bobrek Doku Orneklerinin Biyokimyasal Analizi

Dokularin homojenizasyonu: Deney grubu ve kontrol grubundaki bdbrek dokulari
tartildiktan sonra ‘Ultra Turnax, IKA-WERKE, Germany’ marka doku homojenizorii ile ayr1
ayrt homojenize edildikten sonra MDA, MPO, KAT ve GSH aktivitelerinin hesaplanmasi i¢in
PBS ( phosphate buffer saline) 50 nanometre (nm)’de pH 7,4 olan fosfat tamponu i¢ine konup
doku homojenatlart 1500 donel hiz (rpm)’de 15 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmistir.
Stipernatantlar -80°C’de analiz i¢in saklanmistir. ELISA yéntemi ‘Diagnostic Automation,

Inc./ELx800™" marka model otomatik ‘microplate’ okuyucuda uygulanmistir,

BIO-TEK, ELX800
Servis: 232-344-25-30

Resim 7: Microplate okuyucu

3.5.1. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Olguimii

‘Bio  Vision  (K739-100, USA)’ marka ‘Lipid Peroxidation (MDA)
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit> -20°C’de deney giiniine kadar saklanmustir.
Tiyobarbitlrik asit (TBA) ile yiiksek 1s1 ve asit ortaminda reaksiyona giren MDA, maksimum
absorbsiyonunu 532 nm dalga boyunda vermektedir ve MDA-TBA iiriinii olusmaktadir.
Saplama limiti 1 nmol/well’dir.

7,5 ml glasiyel asetik asit i¢ginde 250 mg TBA ¢oziindiiriilerek karistirilan ve total hacim
25 ml olacak sekilde distile su ilavesi yapilarak hazirlanan TBA karistirillip ayni giin
caligilmistir.
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2 nM MDA standardi hazirlamak i¢in 10 pl MDA standart 407 pl distile su ile dilue
edilerek, 0,1 M standarttan 20 pl alinip 980 pl distile su ile karigtirllmistir.2 nM MDA
standarttan kalibrasyon i¢in 0,2,4,6,8,10 ul pipetlenmis ve her birinin final voliimi 2 ul
olabilmesi i¢in distile su ilave edilmistir. MDA standartlar1 0,4,8,12,16 ve 20 nmol olarak
olusturulmustur.

Deney; 200 ul doku siipernatantin cam tiplere konup, 600 pl TBA sollisyonu eklenerek
95°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmesi ardindan aniden sogutulup, her 6rnekten 200 pl
almarak mikroplak {izerindeki ornek kuyucaklara transferi ve ELISA yontemiyle plak
okuyucuda 532 nm dalga boyunda okutularak kalibrasyon grafiginden sonuglarin

hesaplanmasiyla gergeklestirilmistir.

3.5.2. Doku Myeloperoksidaz (MPO) Duzeylerinin Ol¢iimi

‘Bio Vision (K744-100)’ marka ‘myelopeoxidase colorimetric aktivity assay kit’ deney
gline kadar -20°C’de saklanmistir. N6trofillerin azunofilik grantllerinden depo edilen MPO,
lizozomal bir proteindir ve H,O> ve CI" (klor anyonu)’dan HCIO (hipoklorik asit) olusmasini
katalizlemektedir. Tirozini, tirozil radikaline doniistiiriirken de H>O>’yi kullanmaktadir. MPO,
HCIO taurin ile reaksiyonu sonucunda taurin kloramin olusur ki bu da sonradan TNB ile 412
nm’de reaksiyona girip TNB probe ile rengi elimine eder. Sapma limiti 0,05 nmol/well’dir.

Deney sirastyla; 5-10 pl doku siipernati pozitif kontrol kuyucuklarina, 1-50 pl 96
kuyucuga aktarilip MPO tampon ile hacim 50 pl’ye tamamlanmis, her kuyucuga 50 pl
reaksiyon mix’i konulup karistirilmig, 30-120 dakika 25°C’de inkiibe edilip 2 pl stop mix tim
kuyucuklara eklenmis ve 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edilerek 5 ul TNB ilave edilip 412

nm’de okumasi yapilmaistir.

3.5.3. Doku Katalaz (KAT) Duzeylerinin Ol¢iimu

‘Bio Vision’marka ‘catalase activity colorimetric/fluorometric assay kit’ +4°C’de deney
giiniine kadar saklanmistir.
Tuketilen H20; ile katalaz arasindaki dogru oranti, katalazin canli hiicrelerde H2O2’yi

tiiketmesiyle alakalidir. Sapma limiti 1 pU/well’dir.
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Deney sirasiyla; tlim kuyucuklara (kor ve standart hari¢) 78 pl doku siipernati konulup,
12 pl ImM H202 6rnek kuyucuklara eklenmis, 30 dakika boyunca 25°C’de inkiibe edilmis ve
10 pl stop soliisyon ilave edilerek, tiim kuyucuklara 50 pl reaksiyon karigimi eklenerek 10
dakika 25°C’de bekletilip ELISA plak okuyucuda 570 nm’de okumalar1 yapilarak
gerceklestirilmistir.

3.5.4. Doku Glutatyon (GSH) Duzeylerinin Olguimii

‘Bio Vision’ marka ‘glutathione colorimetric assay kit” ile ELISA yontemi uygulanarak
glutatyon miktarlar 6l¢iilmistiir. Cozeltiler hazirlanirken ¢ozelti tamponu 25 kat distile su ile
karistirilmistir; reaksiyon karisiminda ise toz reaksiyon karisimi olan siselere 8 ml distile su
ilavesi yapilmis ve orbital karistiricida 15 dakika boyunca ¢6ziinmesi saglanmigtir. 10 pl
‘glutatyon rediiktaz’ ¢ozeltisi de siselere eklenmistir. Doku homojenizasyonu ic¢in %5’lik
metafosforik asit her bir doku 20 ml/g olacak sekilde homojenize edilmistir. Homojenatlar
14000xg’de 15 dakika boyunca +4°C’de santrifiijlenmistir. Onceden hazirlanmis olan ¢ozelti
tamponu 15 tane tlipe 50 ul olacak sekilde konulup, okside glutatyondan (GSSG) 4 ul ilk Gg
tiipe konmus, daha sonra mikropipetle 50 pl c¢ekilip diger 3 tiipe eklenmis, eklenen tiiplerden
tekrar 50 pl ¢ekilip diger ti¢ tiipe aktarilmig ve 12. tiipe de bir onceki 3’1 grup’tan ¢ekilen 50
ul konulduktan sonra ¢ekilen homojenat atilmis (her islemde 10 pipetaj yapilmistir) ve 13,14
ve 15. tipler kor olarak kabul edilip sadece ¢6zelti tamponu konulmustur. 50 ul seyreltilmis
doku siipernatantlart tizerine 15 pl reaksiyon karisimi ilave edilip ELISA kuyucuklarina

konmus ve 1-10 dakika arasinda absorbans degerleri 405 nm dalga boyunda okutulmustur.

3.6. Bobrek Doku Orneklerinin Histolojik Analizi

Histolojik analiz igin alinmis bdbrek dokulart inceleme giintine kadar %10’luk
formaldehit icerisinde bekletilmistir. Rutin histolojik takip metodu kullanilan doku 6rnekleri
parafin icerisine goémulip mikrotom ile 5um boyutunda kesitler alinmistir. Hematoksil eozin
boyama teknigi kullanilarak boyanan preparatlar entellan ile kapatilmistir. Histolojik inceleme
151k mikroskobu diizeyinde ‘Olympus B*51° microscopa monte edilen ‘Olympus DP20

Digital kamera’ ile alinmustir.
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3.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen tim verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism® 6 paket programi
kullanilarak yapilmistir. Kolmogorov Smirnov testinde veriler normal dagilim gostermistir.
Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirme Mann Whitney U testi kullanilarak yapilmistir.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Doku MDA Duzeyleri

MDA nmol/mg

MDA nmol/mg
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Sekil 13: Doku MDA degerleri

Lipid peroksidasyonunun son udrinid olan MDA, sham grubunda 12,81 + 0,2578
nmol/mg (n:10) ; IR grubunda 14,53 + 0,3000 nmol/mg (n:10) ; IR + BG grubunda ise 13,46

+ 0,3157 nmol/mg (n:10) olarak 6l¢iilmistiir.
Sham grubu ile IR grubu kiyaslandiginda; IR grubunda MDA degeri sham grubuna gore
anlamli derecede artis gostermistir (p < 0,05). IR + BG grubu, IR grubuna kiyasla MDA

degeri anlamli derecede diisiiktiir (p < 0,05).
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4.1.2. Doku MPO Duzeyleri

MPO U/g
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Sekil 14: Doku MPO degerleri

MPO degerleri sham grubunda 8,643 + 0,4565 nmol/mg (n:10); IR grubunda 12,78 £
0,8489 nmol/mg (n:10); IR + BG grubunda ise 11,86 + 0,6620 nmol/mg (n:10) olarak
Olgtilmiistiir.

Sham grubu ile IR grubu kiyaslandiginda; MPO diizeyinin sham grubu, IR grubuna gore
anlamli diizeyde azalmistir (p < 0,05). IR + BG grubunda MPO degerleri IR grubuna gore

azalmis ancak anlaml bir fark yaratamamistir (p > 0,05).

48



4.1.3. Doku KAT Duzeyleri

KATALAZ mU/ml
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Sekil 15: Doku KAT degerleri

Olgiilen katalaz diizeyleri, sham grubunda 2,456 + 0,2225 nmol/mg (n:10), IR grubu
2,453 £ 0,2334 nmol/mg (n:10), IR + BG grubu 2,825 + 0,2413 nmol/mg’(n:10)’dir.
Olgiilen katalaz degerleri agisindan sham grubuyla IR grubu arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (p > 0,05). IR grubuyla IR + BG grubu arasinda da anlamli bir fark

bulunamamastir ( p > 0,05).
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4.4. Doku GSH Duzeyleri

GSH (Glutatyon) nmol/mg
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Sekil 16: Doku GSH degerleri

Glutatyon duzeyleri, Sham grubunda 17,46 + 0,4148 nmol/mg (n:10), IR grubunda
7,466 = 0,4884 nmol/mg (n:10), IR + BG grubunda ise 8,879 + 0,3216 nmol/mg (n:10) olarak
bulunmustur.
Olciilen GSH diizeyleri, sham grubuyla IR grubu kiyaslandiginda IR grubunda anlamli
bir azalma gozlenmistir (p < 0,05). IR grubuyla IR + BG grubu kiyaslandiginda IR + BG
grubunda IR grubuna kiyasla anlamli bir artis gézlenmistir (p < 0,05).

Olgiilen tiim degerler tablo 1°de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 1: Doku MDA, MPO, KAT, GSH Degerleri

MDA (nmol/mg) | MPO(nmol/mg) | KAT(nmol/mg) | GSH (nmol/mg)
Sham 12,81 + 0,2578 8,643 £ 0,4565 | 2,456 +0,2225 | 17,46 +£0,4148
IR 14,53 +0,3000° | 12,78 +0,8489" | 2,453 +0,2334 | 7,466 + 0,4884"
IR+BG 13,46 £ 0,3157 ¥ | 11,86 + 0,6620 | 2,825+ 0,2413 | 8,879 +0,3216 T

* Sham grubuna kiyasla IR grubu i¢in: p<0.001
1 IR grubuna kiyasla IR+BG grubu i¢in: p<0.05
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4.2. Histolojik Bulgular

Bobrek dokularinda kortikal dejenerasyon, glomertler kiicilme-biyime, tibuler hasar,

medulla dejenerasyonu ve konjesyon durumlart degerlendirilmistir. Yapilan histolojik

skorlama icin O: hasar yok, 1: hafif, 2: orta ve 3: yogun hasar olarak degerlendirilmistir.

Sham grubunda hafif kortikal dejenerasyon ve hafif glomeril kiigtikliigli goriilmiistiir,

IR grubunda orta diizeyli kortikal, medullar, tubuler ve glomeriler dejenerasyon ile konjesyon

saptanmistir, IR + BG grubunda hafif kortikal ve medullar dejenerasyon ve hafif tubuler

dejenerasyon izlenmistir. Tiim gruplarin ayrintili skorlamasi Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2: Histolojik skorlama (ortalama)

Konjesyon | Kortikal Glomertiler | Tubuler Medulla
dejenerasyon | dejenerasyon | dejenerasyon | dejenerasyon
Sham
0 1 1 0 0
IR
2 2 1 2 2
IR+ BG
0 1 0 1 1
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Resim 8: Sham grubu histopatolojik 6rnek; bobrek morfolojik yapilart korunmus. a:
glomerl (40X, H&E), b: distal tibdl (100X, H&E), c: Bowman boslugu(100X, H&E).
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Resim 9: IR grubu histopatolojik drnek (40X, H&E); bobrekte orta diizeyli morfolojik
dejenerasyon izlenmektedir. a: glomeriler butlnlikte bozulma, b: iskemik odak, c: medullar
dejenerasyon.
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Resim 10: IR + BG grubu histopatolojik 6rnek (40X, H&E); morfolojik yapida diistik diizeyli
dejenerasyon alanlari izlenip glomertiler yapilar biiyiik oranda korunmustur. a:glomertil, b:
meduller dejenerasyon.
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5. TARTISMA

Bobrek iskemisi; bobrek nakli, kismi nefrektomi, kardiyopulmoner by-pass, sepsis,
gesitli tirolojik girisimler ve hidronefrozis gibi farkli klinik durumlarda gozlenebilen, akut
bobrek yetmezligi, glomertl filtrasyon hizinda azalma, tiibiiler nekroz ve bobrek damarlarinda
direng artisiyla karakterize edilebilen bir durumdur (Aydogdu N. ve ark, 2005; Conesa LE. ve
ark, 2001). Bobrek iskemisi, bobrege gelen kan miktarinin belirgin derecelerde azalmasiyla
olugmaktadir ki bu pre-renal erken bobrek yetmezliginde, ateroskleroziste, bobrek arter
embolizminde ve trombozunda gelisebilmektedir (Thadhani R ve ark, 1996; Gilbert RE ve
ark, 2001).

Iskemik donemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelmektedir
(Jennigs R.B. ve Reimer K.A, 1991). Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekmektedir. Ancak iskemik
dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara kiyasla ¢ok
daha ciddi bir hasara yol agmaktadir (Aydogdu N. ve ark, 2005). Iskemik hasarin siddeti
iskemiye maruz kalinan siireyle ve dokuya giden kan akiminin azalma miktariyla iliskilidir
(Kandilci H.B. ve Giimiisel B, 2005). Iskemi repefiizyon hasari, bobrek tiibiil hiicrelerinin
hasarlanmis epitel hiicrelerinin yerini alma ve yenilenme yetenegine bagli olarak geriye
donebilmektedir (Nath KA ve Norby SM, 2000; Paller MS, 1994). Geri doniisiimlii iskemik
hasarda tum fonksiyonlar geri kazanilirken geri doniigiimsiiz hasar mitokondri bozuklugu ve
membran fonksiyon kaybi gibi kalici etkiler birakmaktadir.

Gasanov F (2010) yaptigi ¢alismada kalict hasar i¢in kritik zaman dilimini 30 dakika
olarak tespit etmistir. Mitokondriyal bozulma yaklasik 30-40 dakikalik iskemi sonrasinda geri
doniisiimsiliz hasara yol agmaktadir. Bobrek iskemisi, ATP’nin azalmasina bagli olarak Na-K-
ATPaz pompasinda islev bozukluguna sebep olup proksimal tiibiillerden su, iyon ve
makromolekiillerin taginmasina engel olarak hiicre icinde Na® iyon artigina ve agirt su
birikimine neden olmaktadir. Bu da hiicre i¢i 6deme ve hiicre Oliimiine yol agmaktadir
(Lieberthal W ve Levine JS, 1996; Sheridan AM ve Boventre JV, 2000). Geri doniisiimsiiz
hasarin baslangici hiicre zarinin zedelenmesiyle olusmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin
aracilik ettigi lipid peroksidasyonu, hiicre membran hasarimin ve yikimmin en Onemli
sebepleri arasindadir. Hiicre membranindaki poliansatiire yag asitlerinin indirgenmesi

membran biitiinliiginii bozmaktadir (Sener G ve ark, 2005). Zedelenen endotel doku
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vazodilatasyon yapamamakta, bunun sonucunda da vazokonstriiktorlerin salgilanip vaskiiler
gecirgenligin artmasina sebep olmaktadir. Vazokonstriiksiyon ekstraseliler ¢deme ve
sonrasinda l6kositlerin ve trombositlerin endotele yapismasina neden olmaktadir. Doku
perfiizyonunun daha da bozulmasina sebep olan bu olay onarilamaz doku hasarina sebep
olabilmektedir (Weight SC ve ark, 1996; Gunal O ve ark, 1997). Membran akiskanligin1 ve
gecirgenligini degistiren membran peroksidasyonu protein bozulmasini arttirarak hiicre
lizisinin gergeklesmesine sebep olmaktadir (Sener G ve ark, 2005). Proteinler, temel
koenzimler ve RNA hiicre membran fonksiyonlarinin kaybina bagli olarak gecirgen hale
gelmis olan membran zarlarindan kaybedilir. Lizozom zarlar1 pH diistikliigiine bagl olarak
zedelenir ve once cekirdek yapilariyla sitoplazmayr sindirip daha sonra diger hiicreleri
fagosite ederek yag asitlerine doniistiirmektedir (Cotran ve ark, 1995; Ergiin Y, 2006; Sahin
F, 2011).

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda ATP’nin azalmasi, hiicre ici Ca*? artig1, proteaz ve
fosfotazlarin aktivite artisina ek olarak asirt miktarda serbest oksijen radikalleri ile oksidatif
stres hasari1 ortaya ¢ikmaktadir (Laurent B. ve Ardaillou R, 1986). Reperflizyonla beraber
dokunun yeniden oksijenlenmesi, oksidatif enzimler sayesinde molekuler oksijenin
indirgenmesiyle serbest oksijen radikalleri artmis olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kiris I ve ark,
2008; Valko M ve ark, 2007). Molekiler oksijenin indirgenmesi durumunda superoksit
radikali, hidrojen peroksit radikali ve hidroksil radikali gibi serbest oksijen radikalleri
olusabilmektedir (Halliwel B ve ark, 1992). Reperfiizyonun baslangiciyla dokuya gelen
oksijenin yaklagik %701 siiperoksit iyonlara oksitlenip bu formdan da hidrojen perokside
dismutasyonla doniismektedir (Korthuis RJ ve Granger DN, 1993).

Belirli miktarlardaki serbest radikaller bagisiklik sistemi, enzim aktivitesi, hicresel
sinyal iletimi, kas kasilmasi, fagositoz, hiicre biyogenezi ve bir takim kimyasal reaksiyonlarda
yararli etkilere sahipken fazla miktarda iiretimi fonksiyon bozukluklari, hiicre zehirlenmesi,
doku yaralanmasi ve inflamasyona yol agmaktadir (Revan S, 2007; Singh BN, 2009).

Serbest radikaller normal kosullarda antioksidan sistem ile oksidatif denge denilen;
serbest radikal olusum hiziyla antioksidan sistem tarafindan bu radikalin kaldirilma hizinin
eslesmesiyle saglanan bir denge halindedir. Bu denge serbest radikallerin zararli etkilerinin
aci8a ¢ikmasini engellemektedir. Antioksidan savunmasi belirli sebeplerden dolay1 zayiflamis
ya da ortadan kalkmigsa serbest oksijen radikali tiretiminde artis oksidatif strese sebep olarak
doku hasar1 olusturmaktadir (Chauhan SS ve ark, 2011; Serafini M, Del Rio D, 2004).

Antioksidan molekdller, olusmus oksidan molekiillere bir elektron vererek serbest

radikalin etkisini indirgeyebilmektedir. Oksijenin metabolize edildigi her yerde hizli ve
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enzimatik olarak caligabilen antioksidanlar oksijenin ara metabolitlerini azaltmaktadirlar. En
etkili antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz gibi enzimler sayilabilmektedir (Akkus I, 1995). Sliperoksit dismutaz, superoksit
radikalinden H.O;, sonrasinda da katalaz ve glutatyon peroksidazin katalize ettigi HoO ve
CO:2ye doniismektedir (Valko M ve ark, 2006).

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 birkag¢ farkli tiptedir. Siipliriicii etki, serbest
oksijen radikallerin tutulup, yok edilmesi seklinde etki gostermektedir (Reiter RJ, 1995).
Inaktif sekle doniistiiriicii etki, serbest oksijen radikaline bir hidrojen vererek aktivitesini
azaltma seklinde gergeklesmektedir (Cherubini A ve ark, 2008). Zincir kirict etki, serbest
oksijen radikallerinin baglanip fonksiyonlarini engelleyerek olusmaktadir (Mickle DA ve
Weisel RD, 1993). Onarici etki, serbest oksijen radikallerinin olusturmus oldugu hasari
onararak gerceklestirmektedir (Virag L ve Szabo C, 2002).

Serbest radikallerin neden olabilecegi kanser, yaslanma, dejeneratif hastaliklar gibi
durumlar g6z oniine alindiginda beta glukanlarin antioksidan olarak stipirtci etkisinin biyik
onem tasidig diistiniilmektedir (Carrow DJ, 1997). Beta glukanlarin, Kayali ve arkadaslarinin
(2005) yaptig1 bir ¢alisma sonucunda antioksidan etkisini ‘radikal siipiiriicii’ olarak yaptigi
ortaya konmustur. Yaptigimiz caligmada, beta glukanin bobrek iskemi reperfiizyon
modelindeki koruyucu etkisinin arastirilmast amaglanmustir.

Sener G ve arkadaslarmin (2005) yaptigi bir calismada beta glukanin lipit
peroksidasyonun son iriinii olan MDA’ ’nin dokudaki artisin1 engelleyerek MDA’y1 normal
seviyeye ¢ektigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda doku MDA duzeyleri IR grubunda, sham
grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir. IR + BG grubunda da IR grubuna kiyasla
anlamli derecede azalmistir. Senol G ve arkadaslarinin (2010) bir ¢alismada deneysel aortik
iskemi reperfiizyonda beta glukanin bobrek hasari iizerine etkisinde doku MDA diizeyleri IR
grubunda anlamli yiiksek ve IR + BG grubunda anlaml diisiik saptanmistir. Toklu HZ ve
arkadaslar1 (2006) deneysel olarak sicanlarda yanik hasari ile sepsis modeli olusturup beta
glukanin olas1 etkilerinde, bobrek dokularinda MDA diizeylerinin anlamli azaldigini tespit
etmislerdir. Sener G ve arkadaglar1 2007 yilinda nikotinin indiikledigi oksidatif hasarda beta
glukanin koruyucu etkilerini aragtirmis ve doku MDA diizeylerinde anlamli azalma
saptamistir. Bu sonuglar ¢alismamizla uyumlu olup beta glukanin bébrek dokusu iizerinde
doku MDA diizeyini azalttigini, dolayisiyla lipit peroksidasyonunu da azalttigin
soyleyebiliriz.

Serbest oksijen radikallerinin dokulardaki hasarli bolgelerde nétrofillerin birikmesine

yol actig1 ve noétrofillerin aktive olmasinin bir serbest oksijen radikali kaynagi oldugu bazi
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arastirmalarda gosterilmisti.  MPO  l6kositlerde lokalize bir enzimdir ve nétrofil
infiltrasyonunun gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Kiris 1 ve ark, 2005; Chatterjee PK
ve ark, 2005). MPO ile notrofil infiltrasyonu arasindaki korelasyona bagli olarak bir dokudaki
MPO diizeyi ne kadar fazlaysa, nétrofil infiltrasyonunun ve doku hasarinin da o oranda fazla
oldugu diistiniilmektedir (Wilterbourn CC ve ark, 2000; Laight DW ve ark, 1994).
Caligmamizda Sham grubu ile IR grubu arasindaki degerlendirmede IR grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gézlenmistir. IR grubuyla IR + BG grubu kiyaslandiginda IR + BG
grubu MPO diizeyleri IR grubuna kiyasla azalmis ancak bu istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratamamigtir. Giilmen S ve arkadaslarinin (2010) deneysel aortik iskemi reperfiizyon
hasarinda beta glukanin bobrek hasarina etkisi aragtirilmig ve doku MPO diizeylerinde anlamli
bir azalma saptanmistir. Toklu ve arkadaslar1 (2006) deneysel oksidatif organ hasarinda
notrofil infiltrasyonunun inhibisyonu ile bobrek dokusundaki MPO diizeylerinde anlamli bir
azalma kaydetmislerdir. Baykara B’nin (2006) karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda
karnozin ve melatoninin koruyucu etkilerinin arastirildigi ¢caligmasinda doku MPO diizeyleri
melatoninin grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilememistir. Kordon A.1.
(2010) deneysel tikanma sariliginda beta glukanin akut akciger hasarina etkisini arastirmis ve
postoperatif beta glukan verilen gruplarda MPO diizeyleri anlamli azalirken profilaktik tedavi
alan grupta anlamli bir azalma goériilmemistir. Bu ¢alisma bizim ¢aligmamizla kiyaslandiginda
bizim calismamizda da beta glukan uygulamasi iskemi reperfiizyon hasar1 dncesinde verilmis,
hasar sonrasi herhangi bir beta glukan uygulamasi yapilmamistir. Beta glukanin bu sekilde
uygulanmis olmast MPO diizeyini anlamli derecede azaltamamis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu konudaki etki mekanizmalar1 yapilacak farkli deneysel caligsmalarla
aragtirilarak daha ayrintili verilerin elde edilebilecegini diistinmekteyiz.

Katalaz; kan, karaciger, kemik iligi, mukoz membran ve bobrekte yiiksek oranda
bulunan, yapisindaki ‘hem’den dolay1r hemoprotein olarak kabul edilen bir enzimdir. Hidrojen
peroksidi suya indirgeyerek ortamdan uzaklastirilmasimi saglamaktadir (Smith EL ve ark,
1983; Notarjan D, 1994). Calismamizda doku KAT diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim saptanmamistir. Kayabast H (2011) kalsiyum dobasilatinin
sicanlarda bobrek iskemi reperfiizyon hasari iizerine etkilerini aragtirmis ve doku KAT
diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edememistir. Rausher ve arkadaslari1 (2001) izoégnolin
diyabetik sicanlarda oksidatif stres {lizerine etkisini arastirmis ve bobrek dokusunda KAT
aktivitelerinde anlamli bir degisiklik tespit edememistir. KAT aktivitelerindeki bu degisiklik

uygulama yapilan antioksidan maddenin dozaji ve siiresi ile alakali olabilecegini
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diisindirmektedir. Bununla ilgili etki mekanizmalar1 ileride yapilacak ayrintili deneysel
calismalarla aydinliga kavusacaktir.

Glutatyon, oksidatif strese karsi koruyucu bir bilesendir. Calismamizda doku GSH
duzeyleri Sham grubuyla IR grubu kiyaslandiginda IR grubunda istatistiksel olarak anlamli
bir azalma goriilmiistiir. IR ile IR + BG grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptanmigtir. Bizim ¢alismamizla paralel olarak Sener G ve ark (2007) kronik nikotin
uygulamasinin bobrek ve mesanede doku GSH seviyelerinin distigiini, beta glukan
uygulanan grupta ise GSH degerlerinin anlamli olarak arttigini1 saptamislardir. Erkol H ve
arkadaglar1 (2010) tikanma sariliginda beta glukanin karaciger hasarina etkisini arastirmis ve
karaciger dokusunda GSH diizeylerinin arttigin1 saptamistir. Toklu ve arkadaslarinin (2006)
yaptig1 c¢alismada asetominofen kaynakli karaciger toksisitesinde beta glukanin olasi
koruyucu etkisi arastirilmis ve beta glukanin karaciger hasarimi azalttigi bildirilmistir. Bu
sonuglar 15181nda beta glukanin antioksidan etkiyi arttig1 soylenebilir.

Calismamizda kortikal dejenerasyon ve tiibiiler dejenerasyon IR grubunda sham
grubuna kiyasla daha yogun bir hasar mevcutken beta glukan uyguladigimiz grupta IR
grubuna kiyasla daha az yogunlukta bir hasar mevcuttur. Demirel B. (2009) sisplatinin sigan
karacigerinde olusturdugu histolojik hasar iizerine beta glukanin etkilerini aragtirmis ve
sisplatinin karacigerde meydana getirdigi hasara karsi beta glukanin histolojik olarak bu
hasar1 azalttigini belirtmistir. Yilmaz M. (2014) bobrek iskemi reperfiizyon modelinde ¢inko
ve melatonin etkisini arastirmis ve histopatolojik degisimlerde iskemi reperfiizyona bagl
meydana gelen yaklasik %70 oranindaki tiibliler diizlesme ve yaklasik %40 oraninda
vazuolizasyon ve triodizasyonu yaklasik %10 seviyelerine diistiigiinii belirtmistir. Bedirli A
ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar calismada deneysel sepsis modelinde akciger hasari {izerine
beta glukanin konjesyon, intraalveolar hemoraji ve pulmoner infiltrasyonu histopatolojik
acidan iyilesmeyi sagladigini bildirmislerdir. Iraz M ve ark (2013) lipopolisakkarit tarafindan
indiiklenmis akut akciger hasarinda beta glukanin koruyucu etkilerini aragtirmis ve
lipopolisakkarit alveolar duvarda belirgin inflamasyona, lokosit infiltrasyonuna, damar
duvarinda solunum alanlarinda 16kosit toplanmasina ve pulmoner konjesyona sebep olurken
beta glukan bu bulgularin azalmasini saglamistir. Erkol H ve ark (2011) tikanma sarilifinda
beta glukanim karaciger hasari iizerine etkisini arastirmis ve yaptiklar1 HAI skorlama analizi
sonucunda tedavi grubundaki histopatolojik hasarin kontrol grubuna gére anlamli azaldigim
bulmuslardir.

Sener G ve arkadaslar1 (2005) yaptig1 calismada beta glukanin bobrek dokusunda

histopatolojik olarak intertisyel inflamatuvar infiltrasyonu, glomeriler nekrozu ve Bowman
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kapsiil dejenerasyonu ile tiibiiler epitelyal dejenerasyonu anlamli derecede azalttigini
bildirmislerdir. Giilmen § ve ark (2011) deneysel aortik iskemi-reperfiizyonda beta glukanin
bobrek hasar iizerine etkisinde beta glukanin bobrek hasarini histopatolojik olarak azalttigini
bulmuslardir. Aortik iskemi yaptiklar1 beta glukan grubunda Bowman kapsiil dilatasyonu,
tibller epitelyal dejenerasyon, glomeriiler nekroz, tubdler epitelyal nekroz, intertisyel
inflamatuvar infiltrasyon, tiibiiler dilatasyon ve konjesyonda anlamli azalma kaydetmislerdir.
Bu veriler bizim ¢alismamizla paralellik gosterip beta glukanin iskemi reperflizyon hasari

sonucunda histopatolojik incelemede olumlu etkilerini gostermektedir.

60



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada siganlara 45 dakika iskemi ardindan 60 dakika reperfiizyon uygulanmis ve
beta glukan uygulanan grupla diger gruplar kiyaslandiginda doku MDA ve GSH diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Doku MPO diizeyinde de azalma olmus ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmamustir. Histopatolojik degerlendirmede de beta
glukanin iskemi reperfiizyon hasar1 sonucu olusabilecek kortikal, medullar ve tubuler
dejenerasyonu Onlemede etki gosterdigi gozlemlenmistir. Beta glukanin bobrek iskemi
reperfuzyon modelinde bobrek hasarimi azaltici yonde antioksidan etkisi oldugunu ve ileri
klinik caligsmalarla farkli deney modellerindeki etkilerinin arastirilmasina ihtiya¢ oldugunu

diisiinmekteyiz.
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