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GIRIS VE AMAC

~ ~

Organ transplantasyonundaki gelismeler; organlarin iskemik
hasardan korunmasindaki temel fizyopatolojik mekanizmalarin Snemini
ortaya koymugtur. Transplantasyonun bagarisini etkileyen en &nemli
tfaktorlerden birisinin organda olugan iskemi ve buna bagli gelisen doku
hasari oldugunun anlagtlmasindan sonra organ koruyucu &nlemler
konusunda O&nemli ilerlemeler kaydedilmigtir. Organdaki iskeminin
neden oldugu hasarin, organ isisimin diigiiriilmesiyle azaltilabileceginin
ortaya konmasi sicak ve soguk iskemi kavramlarini giindeme
getirmigtir (6, 13, 19, 31, 33).

Iskemi viicudun sinirli bir bolgesine gelen kan miktarinin
azalmasi ya da ortadan kalkmasina denir. Bu olay sonucunda iskemik
bélge yasamsal Snemi olan besleyici maddelerden, ozellikle oksijenden
yoksun kaldig: gibi, organizma i¢in zararli metabolitleri de
uzaklagtiramaz Iskemi terimi genellikle arteryel kan dolagiminin
bozulmasi i¢in kullanilmakta ise de vendz kan dolagiminin bozulmasina
baglt anoksi ve metabolitlerin uzaklagtirilamamas: nedeniyle yerel
doku zedelenmesine yol acgabilecegi unutulmamalidir.

Doku hasarnin olugmasinda temel rolin iskemik dokuda olugan
serbest radikallerin oldufunun anlagilmasindan sonra bu konuda
pek¢ok klinik ve deneysel ¢aligmalar yapilmistir (18, 61, 64).

Yeryiiziinde hayatin dofugsuna serbest radikallerin neden
olduguna inanilmakla birlikte bunlar aym1 zamanda hemen hemen




biitlin canllarda yikimin ve §liimiin primer nedeni olarak da kabul
edilmektedir Cevrede ve viicutta siirekli olarak yapilan serbest
radikallerin  her ¢egit dokuda hiicreleri tahrip ettii ve gen
programlarini degistirdigi gosterilmigtir. Serbest radikallerin pekgok
hastaligin etiyopatogenezinde rol oynadig: diigiinilmektedir. Serbest
radikaller mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon siirecinde
prostoglandin ve lokotrienlerin olugumunda (Sekil 1) mevcut
substratlarin metabolizmas:t sirasinda inflamatuar reaksiyonlarda
iiretilmektedir. Isi, afir egzersiz, inflamasyon, radyasyon, hava kirliligi,
sigara, asbestos, fenobarbital ve bazi kanser ilaglart gibi birgok faktor
serbest radikal olusumunu ve doku hasarint baglatabilirler (1, 8, 20, 21,
27).

Canli dokularda iskemi ve reperfiizyon, normalde siki bir gekilde
kontrol edilen enerji metabolizmasim1 bozarak oksijen radikalleri olarak
bilinen siiperoksit anyon radikal (O;’), hidroperoksit radikali (HO;"),
hidrojen peroksid (H»O), hidroksil radikal (OH’), peroksid radikal
(ROO"), singlet oksijen (103) radikallerinin olusmasina yol agar. Bu
radikallerden siiperoksid ve hidroksil radikallerinin ortaya c¢ikisi demir
tarafindan katalize edilen Haber Weiss ve fenton reaksiyonu sonucu
geligir (8). Serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonunun
membran hasarina yol agarak fonksiyonel bozulmadan sorumiu oldugu
pek¢ok ¢aligma ile gosterilmigtir (3,14,28,34,40,43). Bu nedenle
organizmada lipid peroksidasyonunun Onlenmesi ile serbest radikallere
bagli hiicre harabiyetinin azaltilabilecegine inanilmaktadir.

Oksidatif strese Onlem olarak bulunan antioksidan sistemi
olugturan glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz gibi enzim
sistemlerinin yetersizligi halinde oksidan yaralanma hiicrede hasarla
sonlanmaktadir. Bu enzimlerin hemen hepsinin aktivitesi igin +2
degerlikli Se, Zn, Cu gibi eser metaller gereklidit. Bu nedenle serbest
radikallerin zararli etkilerinin o©nlenmesinde eser metalerin Snemi
izerinde durulmaktadir. Kobaltinda lipid peroksidasyonu &nleyici
etkisinin oldugunu bildiren c¢aligmalarda invivo ortamda, fosfatidil serin
vailiginda uygun PH ve konsantrasyonda serbest radikal olusumunu
demir ile rekabete dayali antagonizma yaratarak onledigi
bildirilmektedir (35) Kopek ototransplantasyon modelinde koruyucu
siviya kobalt eklenmesi halinde bobrekte soguk iskeminin neden
oldugu lipid peroksidasyonunun kismen onlendigi gosterilmigtir Ancak
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yapilan bagka bir ¢aligmada fosfolipid libozomlart ve yag asidi migelleri

kullanilirsa, kobaltin lipid peroksidasyonunu stimiile etti§i
bulunmugtur (35). Kobaltin lipid peioksidasyon iizerine etkisi halen
tartigilan bir konudur. Karaciger, beyin, myokard iizerinde lipid
peroksidasyonunu arttirdigr bildirilmigtit. Deri fleplerinde de iskemi ve
iepetfiizyona bagli olarak lipid peroksidasyon artigi dikkati ¢ekmigse

de bazi invitro caligmalarda kobaltin lipid peroksidasyonunu azalttidi
gosterilmigtir (2). Ancak bdbrek nakillerinde bobregin maruz kaldigi
iskemi ve reperfiizyon hasarina kobaltin etkisi hi¢ incelenmemigtiz.
Diger organlarla kargilagtirildiginda boébrek oldukc¢a ayricalikls

hiicrelerden olusmustur. Ornegin mediiller hiicreler hipertonik bir
ortamda ¢alismaya adapte olabilmiglerdir. Bu nedenle invitro
kogullarda lipid peroksidasyonunu &nledigi bildirilen kobaltin bobrekte
iskemi reperfiizyona bagh lipid peroksidasyonunu da azaltmasi olasidir.
Bu olasilift incelemek amaciyla tertiplenen bu deneysel c¢aligmada
iskemi ve reperfiizyona bobre8in de diger organlara benzer cevap
verdigi dikkati c¢ekmigtir.




GENEL BILGILER

SERBEST RADIKALLER

Elektronlar atomlarin yoriinge denilen bdélgesinde bulunurlar. Bir
serbest radikal dig ydriingesinde basitge bir veya daha fazla
eslesmemig elektron bulundurabilen herhangi bir molekiill olarak
tanimlanabilir, So6zii edilen eglesmemis elektron yoriingede tek basina
bulunan elektronu simgelemektedir. Serbest radikalerin agik bir bag
veya yarl. bag igermeleri kendilerini kimyasal olarak reaktif kilar. Iki

radikal reaksiyona girerse her iki radikalde elimine olur. Bir radikal,
radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse bagka bir serbest
radikal olugur. Bu dzellikler, serbest radikallerin zincirleme .
reaksiyonlara girebilmesine olanak saglar. Serbest radikallere ornek
olarak merkezinde O, bulunan siiperoksid, kiikiirt bulunan tiyil (RS-),
karbon bulunan triklorometil (CCl3) ve ¢iftsiz elekttonun her iki atomu
arasinda delokalize oldugu nitrik oksit (NO') verilebilir (27, 28).

Normal gartlarda oksijen enerji saglanmasi, membran
biitiinliigliniin  ve yapisindaki poliansatiire vyag asitlerinin
korunmasinda kullanilir. Molekiiler oksijenin kendiside bir radikal olup
iki eglesmemis elektron igerir. Bu durum kismen onun reaktivitesini
agiklar. Serbest oksijen radikalleri; oksijenin belirli kosullarda kismen

indirgenmesi sonucu olugan ¢ok kisa Omiirlii ve giicli oksidan nitelikli
oksijen metaboliti olan H;0,, O,', OH, HO;', ROOdir. Oksijenin dig
molekiiler yoriingesine bir veya daha fazla eglegmemis elektronlann




eklenmesi yaygin gekilde bulunan bu molekiilii gii¢lii bir toksin olan
serbest oksijen radikaline doniigtiriir. Metabolik olaylarin noimal
sralaniminda, oksijen toplam 4 elektron kabul edebilir. Oksijene bir
elektron eklenmesi siiperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi hidrojen
perokside, ii¢ elektron eklenmesi su olugsumuna neden olur. Siiperoksit
anyonu ve hidroksil radikali diger molekiillerden elektronlar1 cekerek
enerji gereksinimlerini kargilayabildiklerinden, oksitleyici ajanlar
olarak kabul edilirler. Siiperoksit anyonu ayni zamanda bir indirgeyici
ajan olarakda etki gOsterebilir. Serbest oksijen radikallerinin hepsi ayni
derecede toksik degillerdir. Siiperoksit anyon radikalleri proteinlere
saldirmaz, fakat sulu g¢ozeltilerde hidrojen peroksit olusturur. Diger
yandan stiperoksit radikalinin olugtufu her durumda mutlaka hidrojen
peroksit de meydana gelir. Siiperoksitten farkli olarak, hidrojen
peroksit hiicrelere girebilir. Hiicre i¢inde hidiojen peroksit serbest
demir veya bakir iyonlaninin katalizledigi bir reaksiyonla hidroksil
radikali olugturabilit Doku demir ve bakir1 genel olarak spesifik
proteinlere sikica baglidu, fakat herhangi bir nedenle bu iki metal
iyonunun serbest gekilleri birikecek olursa, hidrojen peroksitten
hidroksil radikalleri olugur (27, 28, 34, 44, 51, 52, 54, 58).

Serbest oksijen radikalleri arasinda en reaktif ve en sitotoksik
olanlar hidroksil radikali ve singlet oksijendir. Bu iki radikal, serbest
demir iyonunun yardimiyla hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonunun
birbirleri ile reaksiyona girmeleri (Haber Weiss r1eaksiyonu) sonucu
oluguilar.

N 02+ H0; - 02+ OH + OH

Bununla birlikte fizyolojik PH'da bu reaksiyonun hiz sabiti demir
tarafindan katalizlenen agsagidaki iki basamakli reaksiyon ile
kargilagtirildiginda cok yavagtir,

Oq + fet3 - fet2 + O
fet2 + HO, — fet3 + OH + OH’

Ferrik demir (fe+3) &nce siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek
ferrdz demire (fe+2) indirgenmekte ve ferrdz demir (fe+2) ardindan
hidroksil radikali olusturmak ig¢in yeniden H,0, ile oksitlenmektedir.
Bu iki basamakli 1eaksiyon siliperoksit ile olusan fenton reaksiyonu
olarak adlandirilir. Hemoglobinin invitro olarak oksidan stres ile




karstlastifinda  katalitik demiri salivererek bir biolojik fenton reaktifi
olarak etki gosterebilecegi bilinmektedir. Hidroksil radikali olusumu
icin ikinci bir yolakda oksijen ve nitrik oksit etkilesimini iceren demir
bagims1z bir reaksiyonla olugturulmaktadir.

NO + Oy — ONOO- (peroksinitrit anyonu)
ONOO + QOHt+ < ONOOH
ONOOH &« OH' + NO; (Nitrit)

)
NO; (Nitrat)

Serbest oksijen radikallerinden H;O; , nétrofillerden salgilanan
myeloperoksidaz aracilifi ile kloriir veya bromir ile etkileserek
hipokloréz asitlerin (HOC], BOBr) olugumuna neden olabilit. HOCI giiclii
bir oksidandir, direkt olarak hiicreleri zedeleyebilir, ya da Ilatent
jelatinaz ve kollagenazi aktive ederek indirekt gekilde doku
zedelenmesi olusturabilir, Aslinda serbest radikal olugsumunun normal

hiicrte biyokimyasinin bir pargast oldufu ve bazi olaylar sonucu
dokularda olugtugu bilinmektedir. Ornegin pekcok flavin enzimleri,
flavin radikalleri ile etki gOsterirler. Serbest oksijen radikalleri zaraih
etkileri yanisira; transport ve hiicre biiylimesinin regiilasyonu gibi
normal hiicresel iglevlerde de 1ol oynarlar (27, 46, 49, 56, 65).

e e e

50 nmol/L - 50 pumol/L arasindaki diisiik dozlarda H;0,
prostanoidlerin olusumunu stimiile eder. Ayrica sitolitik olmayan
konsantrasyonlarda endotel hiictelerince ¢GMP iiretimini uyarir. Hem
prostanoidler, hem ~de c¢GMP vaskiiler tonusun regiilasyonu ve
hiicreleraras: iletisimde etkilidirler. Son zamanlarda gelisme sirasinda
dokularda olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin hiicre iskeleti,
membran polaritesi, kalsiyum ve diger iyon akimlar1 iizerindeki
etkileriyle dokularin gelisimi ve organogenezi etkileyebilecekleri ileri
stiriilmiigtiir.

Kimyasal olarak bilinen en reaktif maddelerden biri hidroksil
radikalidir. Hiicrelerin en Onemli komponentleri olan proteinler, DNA ve
membran fosfolipidlerinin doymamig yag asitleri ile reaksiyona
girebilir. Proteinler ve DNA'min spesifik parcalanmasint hidroksil
radikalleri katalizler. Hidroksil radikali doymamis yad asitlerinin

peroksidasyonunda en aktif serbest oksijen radikali olup,
malandialdehid birikimine yol agar. Bu yikim iiriinleri (malondialdehid,
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formaldehid, asetaldehid, aseton ve propionaldehid), membran
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunun en onemli gostergesi olarak
kabul edilir. Lipid peroxidasyonu olarak adlandirilan bu olay
lékotrienlerin, prostaglandinlerin, sitotoksik ve kemotaktik lipid
peroksidlerin biosentezinde olusur (13, 27, 32, 42, 60).

Normal insan metabolizmasinda da az miktarda serbest oksijen
radikali olusur. Dietteki organik maddelerin (vag, karbonhidrat,
proteinler) oksidatif yikimi sirasinda indirgenme ekivalanlar:
molekiiler oksijene taginit. Harcanan oksijenin bir kismu (% 1 kadan)
stabil su ve karbondioksit yerine siiperoksit anyonu ve diger stabil
olmayan oksijen tiirlerinin olugumuna yol agar

Viicudun antioksidan savunma mekanizmalari;

Hiicrelerde ve ekstraselliiler sivida sitotoksik oksijen radikallerini
zararsiz duruma getirmeye calisan antioksidan savunma mekanizmalari
vardir,

1-  Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iiriinlere doniigtiren
antioksidan enzim sistemleri ; siiperoksid dismiitaz (SOD), katalaz,
glutatyon redoks siklusu enzimleri (glutatyon peroksidaz,
glutatyon reduktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz vb). Sicanlarda
aktivitesinin yas ile deismedigi gosterilmig olan siiperoksid
dismutaz, siiperoksid anyonunu enzimatik olarak hidrojen
perokside ve molekiiler oksijene doniigtiiriir. Hidrojen peroksid
ise iki Snemli hiicre i¢i enzim olan katalaz ve glutatyon peroksidaz
ile su ve oksijene indirgenir (17, 36, 40).

Glutatyon Peroksidaz

1957'de  bulunmugtur. Viicut sivilari ve dokularinda lipid
hidropercksidlerin ve hidrojen peroksidlerin yikimun: katalize eder,
dolayisiyla organizmada oksidatif hasara kargtn koruyucudur. Eritrosit
glutatyon peroksidazi her enzim molekiiliinde 4 selenyum atomu
iceren bir seleno proteindir. Selenyum hiicresel oksidatif hasarin
onlenmesinde bu biyokimyasal molekiiliin gerekli bir pargasidir. Uzun
siteli selenyum yetmezligi tim dokularda glutatyon peroksidaz
aktivitesinde azalma ile sonuclanir. Eritrositlerde hemoglobinin ve
hiicte membraninin peroksidasyonunu glutatyon peroksidaz &nlemekle
yikimlidir. Lokosit ve makrofaj gibi fagositik hiicrelerde artmig




glutatyon peroksidaz aktivitesi oksidatif yikim sirasinda meydana
gelen peroksitlerden fagositik hiicreyi korumakla yiikiimlidiir,
Trombositlerde azalan glutatyon peroksidaz aktivitesi kanama
bozukluklarina, plazmada azalan aktivitesi kapiller membran
peroksidasyonuna bagh &deme yol agar. Selenyum vitamin E glutatyon
ve siilftit i¢eren aminoasitler karbontetraklorid gibi oksidatif hasar
karacigerde baglatan maddelerin bu etkilerini onlerler. Siilfiir igeren
aminoasitler glutatyonun etkinligini arttirarak glutatyon peroksidazin
katalize etti§i enzimatik 1eaksiyonda lipid peroksit yapimini
engellerler.

2 - Radikalleri yakalayip nétralize eden antioksidan maddeler; alfa
tokoferol (E vitamini) ve askorbik asit antioksidanlar olarak
fonksiyon gdsterirler. E vitamini hiicte membraninda lipid
peroksidasyonunu &nler. Askorbik asit ise sitoplazmada ve
ekstraselliiler sivilarda antioksidan etkinlik gosterir ve
antiproteazlarin oksidanlarla inaktivasyonunu engeller. Bununla
birlikte askorbik asidin belirli kosullar atinda serbest radikallerin
olusumunu artirabilecegi unutulmamalidir. Bu gruptaki diger
maddeler; indirgenmis glutatyon, iirik asit, 8 karoten (provitamin
A), taurin ve yiiksek molekiil agulikli antioksidanlar olan mukus
ve albumindir (39).

3 - Reaktif oksijen radikallerinin olugmasini 6nleyen ve oluganin
yayilmasini engelleyen sistemler; bunlar H;O, ve siiperoksid
anyonundan hidroksil radikali olusmasini saglayan Haber-Weiss
Ieakswonunu katalizleyen demir ve baku 1yonlanm plazmada ve
hicrede baglayan bakir transport proteini seruloplazmin ile
ferritin, transferrin, laktoferin ve mitokondrilerde dogal olarak
olusan serbest radikalleri suya indirgeyen mitokondriyel sitokiom
oksidazdir.

Haptoglobulin hemopeksin, glukoz ve taurin, yiiksek dansiteli
lipoprotein (HDLP), ol antitripsin, Gc globulin, My makroglobulin,

fibronektin, Immunglobulin-G ise insan plazmasinda ekstraselliiler
antioksidan savunma mekanizmalar1 olarak bulunan diger maddelerdir.

Bu mekanizmalar normal biyokimyasal olaylar sirasinda az
miktarda olugan radikalleri nétralize edebilirler. Ancak hiperoksi,
iskemiden sonra reperfiizyon, dokularda reaktif oksijen radikalleri
olusturan ksenobiotiklerde teaktif oksijen radikalleri bol miktarda




olugturan aktive edilmig noétrofillerle diger fagositlerin dokuda
toplanmas1 gibi durumlar oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina,
antioksidan mekanizmalarin tiilkenmesine ve sonugta sitotoksik radikal

etkinliginin artmasina bagli olarak hiicre zedelenmesine ve Oliime yol
acar (36, 45).
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Sekil 1. Aragidonik asit metabolizmasinda ¢esitli evreler mevcuttur : Lipid
peroksidler, prostasiklin sentetazi inhibe eder.
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Sekil 4. Poliansatire yad asidinin otooksidasyon siklusu ve korunma

yoéntemleri :
I- Superoksid dismulaz (SOD), iI- Katalaz,
II- Glutatyon peroksidaz (GPO), IV-  Orik  asid. Ginkgo biloba
ekstresi, > V - Ginkgo biloba ekstresi, seruloplazmin. >

Serbest oksijen radikallerinin klinik &nemi :
| Reaktif oksijen radikalleri tiim hiicre komponentleri ile 6zellikle
stilfhidril iceren  aminoasid ve  poliansatiire yag  asitleri ile
_'étkileg,erek; proteinlerin  denatiirasyonuna, membran lipidlerinin
"PeI‘Oksidasyonuna, kemotaktik faktdrlerin olusumuna, kollagen
Séntezinin  bozulmasina neden olur. Ayrica polisakkaridlerin
depolimerizasyonuna, deoksiriboniikleotidlerin yikilmasina, hiicrelerin
Yapisal proteinlerinin siilfhidril gruplarimin  oksitlenmesine ve c¢apraz
baglanmasina, antiproteazlarin inhibisyonu sonucu proteolitik
_®hzimlerin  aktivasyonuna, proteoglikan ve glikozaminoglikan
molekiillerinde oksidatif zedelenmesinde de 1ol oynarlar.
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Siiperoksid ve sekonder kokenli radikallerin ve Idkositlerin
mikrovaskiiler endotele yapigmasint aktive eden ve hizlandiran
maddelerin  yapimina ve saliverilmesine neden olduklar: ve
reperfiizyon sonucu endotel hiicrelere 1lokositlerin yapismasina aracilik
ettikleri  bildirilmigtir. Endotel hiicrelerinin kalsiyum indiiksiyonlu
aktivasyonunun, olasilikla NO ve/veya siiperoksid olusumu araciligi ile
soliibl NO sentazi1 etkilemeksizin, partikiilat NO sentaz aktivitesinde
yaygin bir inhibisyon olusturdugu, serbest radikalle olusan bu NO
sentaz inhibisyonunun iskemi ve reperfiizyon gibi patofizyolojik
kogullarda Onemli olabilecedi gdsterilmistir.

Siiperoksid anyonunun giicli bir trombosit adhezyon inhibitérii
olan endotel derived realising factor (EDRF)'ii tahrip ettigi
bilinmektedir. Siiperoksid anyonunun dolayli (nitrik oksid aracili)
etkisinin yanisira, dogrudan trombositleri aktive edici direkt etkisi de
vardit.  Trombositlerin  invitio olarak sitiperoksit radikalleri ile
inkiibasyonu, trombosit serotonin sekresyonunu ve trombin ile olusan
trombosit aktivasyonunu artirir. Trombosit yapismas: ve
kiimelesmesinde olugan bu artig siiperoksid anyonu disindaki diger
serbest radikallerle gerceklesmez.

ATP'nin yikim iiriini olan adenozinin artmas: iskemi ve
reperfiizyon zedelenmesine kargi dogal bir savunma olarak kabul
edilmektedir. Adenozin diizeyinin artmasi; vazodilatasyon, nétrofillerin
yapigmast ve aktivasyonunda inhibisyon ve diger inflamatuar olaylarda
inhibisyon ile birlikte adrenerjik uyarlnln baskilanmas: gibi etkilerle
sonuglanmaktadir.  Iskelet kasi, barsaklar, kalp, beyin ve cilt dahil
¢esitli organlardaki zedelenme modellerinde ekzojen adenozinin
koruyucu  etkisi  oldugu saptanmugstir. Serbest radikaller iskemi
sirasinda  dofal  adenozin  iiretimini inhibe edebilecekleri gibi
adenozinin inozine do6niisiimiini de arttirabilirler. Kalpde adenozin
olugturan sistemler 5'-niikleotidaz ve S-adenozil homosistein (SAH)
hidrolazdan olugur. Hem membrana bagli, hem de sitozolik AMP'ye
spesifik  5'-niikleotidaz aktivitesini azaltma potansiyelleri vardir,
Alternatif olarak hiicre igi serbest radikaller S-adenozil homosisteinden
adenozini a¢iga c¢ikaran SAH hidrolaz enzimini inhibe edebilirler,
Heri siiriilen diger olasiliklar ise serbest radikaller tarafindan adenozin
deaminaz, adenozin alinimindan sorumlu niikleozid transport sistemi
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veya AMP deaminaz aktivitesindeki artma sonucu adenozinin
uvzaklagtirilmasidir.

Timor Nekrozis Faktdr'in (TNF) sitotoksik etkisinin oksijen
bagimli oldugu ve serbest oksijen radikalleri olusumunu icerdigi,
TNF'liin stimiile edilmis notrofillerde, kemik iligi kokenli ve doku
makrofajlarinda siiperoksid anyonu iiretimini artirdig:, serbest oksijen
radikallerinin TNF ile olugan sitotoksisitenin mediyatdrleri oldugu
bildirilmigtit (8, 21, 30, 52, 54, 64).

Stiperoksid radikallerinin diiz kaslarda kasici etkileri oldugu ve
invivo Kkoroner anjioplasti sonrasi geligen koroner vazospazm
olugumunda rollerinin olabilecegi ileri siiriilmiistir Siklooksijenaz
yolaginin stimiilasyonu ile olugsan TXAjz'nin siiperoksid radikallerinin
vazokonstriktdér  etkisinden  olasilikla  sorumlu  olabilecegi ve bu
etkinin ayni: anda vaskiiler endotelden PGI; saliverilmesi ile
azalabilecegi bildirilmigtir. Serbest oksijen radikallerinin PGI, sentetaz
enzimini inhibe ederek PGI; olusumunu da azaltabilecekleri
bilinmektedir (7, 12, 24, 26, 32, 34, 45, 47, 59, 62).

Ayrica oksijen radikallerinin parakuat, dikuat dibromid, sigara
dumani, kinon antitimér ilaglari, iyonizan radyasyon, nitrojen
dioksid, ozon, azot protoksid, giines 1s:1f1, 1s1 soku ile pekgok toksik
kimyasallarin ve  ilaglarin  (asetaminofen, (CCly, doksorubisin,
alloksan vb ) biyolojik etkilerinde rol oynayabilecekleri bildirilmigtir.
Ornegin,% subselliiler sistemlerde doksorubiiin hidrokloriiriin
stiperoksid anyonu gibi reaktif oksijen tiirlerinin olugumuna neden
oldugu gosterilmigtir.

Cesitli olaylar sirasinda dokularda olugan serbest oksijen
radikallerinin asagida deginilen sistemlerle ilgili pek¢ok hastaligin
patogenezinde etkili olduklar1 &ne siirlilmektedir.

Enflamatuar ve Immun Zedelenme

Polimorfoniikleer (PMN) hiicrelerin immiin kompleksier ve aktive
olmus kompleman da dahil ¢egitli aktive edici ajanlarla karsilagmasi
sitotoksik oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. PMN hiicrelerin
ve bunlarin aragidonik asid yolaklarinin aktivasyonunu igeren oksidan
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iglemlerin organlarin mikrosirkiilatuvar endotelini zedelemesi ve bu
sekilde hem hayvanlarda, hem de insanlarda enflamasyon ve immiinite
ile ilgili pekc¢ok hastalikta rol oynamalart beklenebilir. Lipoksin B (LXB),
notrofil 18kositlerde siiperoksid anyonu iiretimini artirarak enflamatuar
reaksiyona katkida bulunabilir. Doku fizyopatolojisi ile oksijen radikal
zedelenmesi arasindaki iligkiyi gosteren ideal klinik durum
enflamatuar artritdir. Kikirdak-panus kesisiminde ve sinovial sivida
bulunan hyaluronik asid, diger proteoglikanlar ve bir dereceye kadar
kollajen ve elastin, oksijen radikalleri tarafindan kolayca yikilirlar.
Oksidanlar proteaz inhibitdrlerini enaktive edip, latent kollajenazi
aktive edebilirler ve bu sekilde zedelenmeyi daha da artizabilirler.
Halen romatoid artrit tedavisinde serbest oksijen radikali giderici SOD
enzimi denenmektedir. Diger otoimmiin hastaliklarda, kronik
enflamasyon ve DNA zedelenmesi ve primer alloantijen indiiksiyonlu T
hiicresi aktivasyonunda ve ¢ogalmasinda da yiiksek
konsantrasyonlarda oksijen radikallerine rastlanmaktadir (8, 11, 20,
21, 28).

Ilag Toksisitesi;

Kinonlar, nitroaromatikler, bipiridiller (6rnegin dikuat dibromid)
ve azo bilegikleri gibi pek¢ok ksenobiyotik Once bir hiicre igi
indirgenme ve bunu takiben oksijen radikalleri olusumu ile sonug¢lanan
bir oksidasyon (redox cycling) ile hiicrede siirekli bir oksidatif strese,
antioksidan hiicresel savunma mekanizmalarinin bozulmasina, NADH,
NADPH ve rediikte, glutatyonun tiikenmesine, kalsiyumun
saliverilmesine ve bdylece sitotoksisiteye neden olabilirler (27, 28).

Asirt Demir Yitiklenmesi;

Ozellikle demir gibi metallerin daha 6nce deginildigi gibi toksik
oksijen radikallerinin olugumu iizerinde O©nemli etkileri vardir.
Multiorgan disfonksiyonu ile birlikte transfiizyona bagh agin demir
yiiklenmesi ve hemokromatozis gibi hastaliklar1t olan kimselerde
selasyon tedavisinin yararlar1 gérilmiigtiir (27, 28).
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Yaglanma ve Kanser;

Oksijen radikalleri de dahil olmak iizere diger radikaller hem
kanser, hem de yaglanmada rol oynayabilirler. Radyasyon ve c¢esitli
kimyasallarla olugan 1eaktif oksijen tiirlerinin kademeli (multistep)
karsinojenezde oGnemli rollerinin oldugu goriinmektedir. Ornegin suyun
radyasyona maruz kalmas: hidroksi radikalleri olusumuna neden olur,
hidroksi radikalinin DNA ile reaksiyona girmesi sonucu DNA'da
kirilmalar olugur. Bu kirilmalar radyasyon ile olusan karsinogenez'in
temel molekiiler reaksiyonunu simgelemektedir (28, 64)

Eritrositler;

Bazi1 genetik ve sonradan kazamilmis durumlarda eritrositler
~oksidan zedelenmeye maruz kalular. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
eksikligine  bagh  ve orak  hiicreli anemilerde, eritrositlerin
antioksidan savunmasinin normalin altinda olmasi, bu hiicrelerde
malarya parazitlerinin yagayamamasindan sorumlu olabilir. Ciinkii
malarya  parazitleri yiiksek miktarda poliansatiire lipid igerdikleri
ve  antioksidan savunma  sistemlerinin  zayif olmasit nedeniyle
ozellikle oksijen radikallerine duyarlidirlar. Antimalaryal ilaglar
eritrositlerde bir hiicre i¢i oksidatif stres olugturarak parazitleri
baskilayabilirler (27, 28, 64).

Akcigerler;

Birgok ajan, aktive oksijen tiirlerinin olugumu ile akciZerler
iizerinde toksik etkiler gosterir. Bu ajanlar arasinda toksik oksidan
gazlar, iyonizan radyasyon, parakuat, bleomisin gibi kemoterapétik
ilaglar ve ok, sepsis, travma ve ¢esitli immiinolojik olaylar gibi
yaygin PMN hiicre aktivasyonu ile karakterize bazi klinik durumlar
sayilabilir.  Yetigkinin  solunum  giigliigii sendromu patogenezinde
aktive  PMN hiicrelerden saliverilen radikallerin 1ol
oynayabilecedi ve bu hastalanin nefeslerinde H;0; bulundugu
bildirilmigtir (27, 28, 54). Asbestos gibi pndmokoniazislerin de
oksidanla ve buna bagli akcifer zedelenme mekanizmalanyla iligkili
oldugu goriilmektedir. Sigara dumani en azindan invitro olarak
oksidatif mekanizmalar aracilii ile alfa-1-antiproteaz inhibitorini
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inaktive ederek akcifer dokusunu proteolitik zedelenmeye ¢ok daha
duyarls duruma getirir. Sigara dumami ayni zamanda makrofajlan
aktive eden ve ndtrofillerin akciferde toplanmasina neden olan
partikiiller igerir. Bu hiicreler tarafindan olusturulan oksijen radikalleri
de zedelenmeye katkida bulunur (37, 52, 58).

Iskelet kaslarinin iskemi sonrasi reperfiizyonunun katalaz
enziminden zengin olan eritrositlerin hemolizine neden oldugu béylece
plazma katalaz antioksidan aktivitesindeki artmanin veya katalaz
tedavisinin akcifer ve endotel hiicrelerini hiperoksik zedelenmeye
kargt korudugu bildirilmigtir (51).

Kalp ve Kardiovaskiler Sistem;

Oksijen radikal 1eaksiyonlari olasilikla iskemik myokardiyal
zedelenme ve aterogenez olusumuna katkida bulunmaktadirlar.
Iskemi-reoksijenizasyona bagli zedelenmede oksijen radikallerinin roli
oldugu bilinmektedir. Kompleman sistemin aktivasyonu, kemotaktik
peptidlerin olugumu, PMN hiicrelerin migrasyonu ve aktivasyonu,
serbest oksijen radikallerine baghi membran ve lipid degigiklikleri ve
hiicre i¢i serbest radikal gidericilerin tiikenmesi gibi olaylar
reperfiizyon zedelenmesinde rol oynayabilirler. Serbest oksijen
radikalleri dolagimdaki lipoproteinlerin kinetiklerini degistirmekte,
endotel  hiicrelerinin  gegirgenligini artirmakta ve makrofajlar
tarafindan lipopioteinlerin alinmasini modiile etmektedirler. Bu
nedenle  ateroskleroz olugsumunda rol oynayabilecekleri
diigiiniilmektedir (20, 23, 27, 28, 34, 45, 47). ;

Bébrekler;

PMN hiicre ve olasilikla glomeriiler mezangial hiicre kaynakl
setbest  oksijen radikallerinin  deneysel nefrotoksik nefritin erken
akut fazi sirasindaki proteiniiri ve akut glomeriiler zedelenme
patogenezinde rol oynadiklann gérilmektedir ve olasilikla immiin
kompleks glomeriilonefritin patogenezine katkida bulunmaktadirlar (6,
20, 22, 25, 28, 50).
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Gastrointestinal Sistem;

Barsak  kan  akiminda kisa siireli azalmalar sonrasi gelisen
mukozal ve endotel lezyonlarini agiklamada giiniimiizde popiiler bir
teori, reperfiizyon sirasinda  radikallerin olusumunu icermektedir.
Alkol nonsteroid antienflamatuar ilaglar (NSAI) ve sirkiilatuvar sok
gibi etkenlere bagli gastrointestinal zedelenmelerin patogenezinde de
serbest radikallerin rolii olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica, gesitli
etkenlere bagli karacifer ve pankreas zedelenmelerinde serbest oksijen
radikali gidericilerinin yararli etkileri g&sterilmigtir. Insiilin bagiml
diyabetes mellitusda pankreasin insiilin iireten beta hiicrelerinin
otoimmiin zedelenmesende serbest radikal aracili mekanizmalarin 1olii
olabilecegi bildirilmigtir. Ulseratif kolitin tekrarlayan ataklarinda ve bu
hastalifin olusumunun mekanizmasinda setbest oksijen radikallerinin
roli olabilgbegi ve tedaviye eklenecek allopurinSI veya dimetil
sulfoksid gibi serbest oksijen radikali gidericilerinin ataklarin
tedavisinde yararli olabilecekleri gibi, tekrarlayan ataklara karsi da
koruyucu olduklar1 gosterilmigtir (8, 11, 17, 20, 27, 28, 52, 53, 61).

Beyin;

Mekanik (travma) veya oksijen yetmezliine bagli (inme) beyin
zedelenmeleri demir iyonlarinin saliverilmesine ve bunun sonucu
olarak, serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirarak zedelenmenin
yayilmasina neden olabilirler.

Beyin hiperbarik oksijene de duyarlidir. Her ne kadar toksisitenin
temel mekanizmas: tam olarak belitlenememigse de lipozomlar igindeki
SOD  olusumunun rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiz  Oksijen
tadikallerinin hipertansif ensafalopatide oldugu gibi, hem serebral
vazoreaktivitede, hem de wvaskiiler duvar zedelenmenin de 10l
oynayabilecekleri bildirilmigtir (5, 8, 20, 28).

Goz,

Serbest oksijen radikallerinin kornea, lens ve retina
hastaliklarinin patogenezinde Snemi giderek daha ¢ok ilgi gekmektedir.
Cesitli  deneysel modellerde oksidanlaiin lensi zedeledikleri
anlagilmigtir. Katarakt olugsumundaki oksidatif mekanizmalar halen
aragtirilmaktadir (20, 27, 48).
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Deri;

Ultraviyole radyasyon, porfiri, bazi tetrasiklinler ve
benoksaprofen fototoksisitesine bagli olarak gelisen kutanoz yapilarin
zedelenmesinde oksijen radikallerinin roli oldugu anlagilmugtir. Eritem,
kontakt dermatit, yaglanmaya bagli kirisikliklar ve deri kanserlerinde
serbest oksijen radikallerinin rolii aktif arastirma konularidut (27, 28).

Iskemi- Reperfiizyon Zedelenmesi;

Iskemi ile olusan hastaliklar giinimiizde en yaygin gorilen
0lim nedenlerindendir. Yeterli kan akimi olmaksizin organlar
fonksiyonlarini siirdiiremeyeceginden, kalp ya da beyin gibi yagamsal
bir organin ciddi olatak etkilenmesi aurumunda olim kacinilmazdir.
Kisa bir iskemi periyodu sonrasinda belirli dokularda olugan zedelenme
beklenenden ¢ok fazla olmaktadir. Ciinkii zedelenmenin asil nedeni
iskemi olmayip, reperfiizyon ya da ¢ok daha spesifik olarak
reoksijenasyondur. Tek basina iskemi ya hig, ya da ¢ok az zedelenme
bulgusu  olugturur.

Basit bir tanim olarak reperfiizyon zedelenmesi organin
teperfiizyonu sirasinda molekiiler oksijenin yeniden sunumu sonucu
olugan geri doniigiimsiiz hiicre zedelenmesidir. Bu tamim, oksijenin
yeniden dokuya sunumunun zedelenmeye neden oldugunu, perfiizyon
olmaksizin bdyle bir zedelenmenin ya hi¢ olugmayacagmni, ya da bu
kadar hizli olmayacaginmi ortaya koymaktadir.

Reperfiizyon zedelenmesinde 1ol oynayan hiicresel olaylar
agiklayan en o&nemli iki mekanizma agir1 kalsiyum vyiiklenmesi ve
serbest radikal hasartdu. Once kalsiyumun ekstraselliiler alandan
tamanen uzaklagtinilmasi ve sonradan yeniden sunulmasiyla masif
doku yikimi, belirgin enzim salinimi ile birlikte gsiddetli hiicresel
zedelenme olugmaktadir. Mitokondriler yeniden fonksiyone
oldugunda enerjilerini, sitozolden agin Ca*2 alinmas: icin kullanirlar. Bu
ise solunum zincirini giddetle  zedeleyerek bu vyolla olugan enerji
iretimini azaltir. Aniden reoksijene olan mitokondiler tarafindan hizh
ve agiri Ca*2? alinmas: enerji kaybina, sitazolik kalsiyum kontroliiniin
bozulmasina sarkolemmal zedelenmeye neden olmaktadir, Kalsiyom
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paradoksunda mitokondriyel zedelenme agir Ca*? yiiklenmesine bagli
olmasina kargin, oksijen paradoksunda mitokondriyel zedelenmeye
baglangigta serbest radikaller aracilik etmekte ve bunu  agin
kalsiyum yiiklenmesi izlemektedir.

Postiskemik dokularda siiperoksid radikalinin ana kaynag
ksantin oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyondur. Bu enzim,
siiperoksid radikalinin ilk bildirilen biolojik kaynagidir. Bu enzim
ozellikle barsak, akciger, karacifer ve bobrek gibi dokularda yaygin
olarak bulunur ve ksantin dehidrogenaz (Tip D) olarak sentezlenir.
Enzimin bu tipi, saghkli bir dokuda total aktivitenin % 90'im1 olusturur.
Dehidrogenaz, siiperoksid ve hidrojen peroksid olusturmak iizere
elektronlart molekiiller oksijene transfer edemez, fakat NAD*'yi
indirger.

Ksantin + HyO + NADV e > Urik asid + NADH + H+

Ksantin oksidaz ise, NADY yerine molekiiler hidrojeni kullanir ve
stiperoksid, hidrojen peroksid ya da her ikisini de olusturur.

Ksantin + HyO + 203 -----memmmmeeee > Urik asid + 20, + 2H*

Dokulara kan akiminin, ATP elusumu igin gerekli oksijeni
saglayamayacak kadar azalmasi, Tip D aktivitesinin, Tip O aktivitesine
doniiglimiine yol agar Hiicrelerin enerji kaynafi azaldiginda,
membranin her iki yanindaki iyon dengesi saglanamaz. Bunun sonucu,
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun artisi, dehidrogenazi oksidaz'a
¢evirecek bir proteaz aktive eder. Hiicre ATP diizeylerinin azalmasi,
AMP konsantrasyonunun artmasina neden olur AMP ise sirasiyla
adenozin, inozin ve hipoksantin'’e metabolize olur. Tip D'nin Tip O'a
doniigiimiinde nétrofil kaynakli 1okositik elastaz, TNFa, Cs, ve bazi
kemotaktik faktorlerinde etkili oldugu ©6ne siiriilmektedir.

Sonug olarak; iskemi sirasinda dokularda iki ©nemli degisiklik
olur. Birincisi yeni bir enzim aktivitesini belirtir, ikincisi bu enzimin iki
substratindan biri ortamda hazir hale gelir. Tip O aktivitesi i¢in gerekli
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ikinci substrat olan molekiiler oksijen dokunun reperfiizyonu sirasinda
temin edilir. Bu olaylar sonucunda siiperoksid radikalinde ve hidrojen
peroksid olusumunda bir patlama olugur.

Sigan ileumunda Tip D aktivitesinin Tip O'a ¢evrilisi 10 saniyede
olugur. Diger dokularda ayni olaylar benzer gekilde, fakat daha yavag
geligir. Kalpte oksidaz igeri3i iskeminin 8.dakikasinda iki katina ¢ikar,
Karaciger, dalak, akcifer ve bobrekte ayni artiglar 30 dakika gerektirir,
Biitiin dokular iginde sadece iskelet kasinda, iskemi, ksantin
dehidrogenazin oksidaza ¢evrilmesine neden olmaz. iskelet dokusunun,
diger dokulara gore iskemik hasara direncli olmasinin sebebi budur

(27, 28, 45, 54, 55, 57, 59, 62, 63),

"
i

. AMP Ksantin
E} ¢ dehidrogenaz
n Adenozin l
¢ ++
Ca Proteaz
[nozin .
E Ksantin
¢ oksidaz
Hipoksantin —> p O
O,
~ Aeoksijenasyon < L

Sekil 5. iskemide superoksid olusumu hipotezi.

KOBALT

Kobalt insanlarda vitamin Bj,'nin 6nemli bir parcas: olarak
bilinmektedir. Vitamin Bj;'nin kullanilmasi igin kobalt gerekli bir
elementtir. Kobalt tek bagina mutlak gerekli degildir. Hemostatik
kontrol mekanizmalant icin kobaltin gerekli olup olmadig: tam olarak
ortaya konulamamistir. Insan viicudunda bulunan kobalt hizla idrarla
atthr. Yetigkin bir insanda kobalt biiyiik ¢ogunlugu kemik olmak iizere
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karaciger ve kanda bulunur. Plazmada primer olarak albuminle, daha
az miktari da o makroglobulinle taginir. Dietle alinan kobaltin biiyiik
¢ogunlugu meyve ve sebzelerle nonkobalamin formda, az miktarda
kobalamin formunda et {irlinleri ile alinir (10, 35).

Yetigkin bir insanda normal degerleri :

Tam kanda; 1-10 ng/ml, eritrositlerde; 0,1-12 ng/ml, plazma ya
da serumda; 0,2-2 ng/ml, idrarda; 0,7-10 ng/d, sagta 0,2-1,0 pg/g'dir.

Kobalt fazla miktarlarda anlamli bir yan etki olusturmaksizin
almabilir. Agirn1 kobalt alimina baglt toksik etkiler eritropoietik ajan
kullanan bobrek yetmezligi olan hastalarda ve agir1 bira kullananlarda
goriilebilir. Bu tip vakalarda ©oliimle sonuc¢lanan kardiyomyopati
bildirilmigtir. Bu hastalarda kobaltin temel atilim yolunun idrar
olmasinin Onemli bir payr oldugu disliniilmektedir (10).

Viicut sivi ve dokularinda kobalt diizeylerinin tayini igin emisyon
spektroskopi, nétron aktivasyon analizi ve flameless atomik
absorbsiyon spektrofotometresi kullanilmaktadu (10).

Kobalt endiistriyel alanda ve tipta degigik branslarda kullanilan
bir metaldir. Vitamin B, fonksiyonu, kan basinci regiilasyonu, tiroid
fonksiyonlar1 ve DNA 1eplikasyonu igin gerekli bir elementtir.
Mutajenik, kasinojenik, teratojenik etkileri yiiksek konsantrasyonlarda
alinmas: sonucunda geligebilir., Fazla miktarlarda alinmasi
gastrointestinal sistem irritasyonuyla bulanti, kusma ve diareye yol
agabilir. Kontakt dermatit, astim, reversibl hava yolu obstriiksiyonu,
pulmoner fibrozise Syol agabilir (37). Hem sentezini inhibe edgr, hem de
pargalanmasimt hizlandiriz. Kobaltin bu etkilerinin mekanizmasit tam
olarak agiklanamamigtir. Kobaltin toksik etkilerinin ¢ok fazla oldugunun
sOylenmesine kargin, asetaminofen toksisitesinde karaciger koruyucu
etkisi oldugu gosterilmigtir (10, 35).

Dietle alinan kobaltin barsak limeninde yarigmali antagonizma
yaratarak demir emilimini bozdugu ve demir eksiklifi anemisine neden
olabilecegi saptanmugtir (35).

Makrofaj ve notrofillerin fagositik aktivitesi ve antikor sentezinde
kobaltin rolii oldufu gosterilmigtir. Transkobalamin II yetersizligi
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(vitamin Bjz tagtyan protein) oldugunda IgG diizeylerinde diigme
oldugu gdsterilmigtir (10).

Tiroidektomi yapilan hastalarda tiroid dokusunda Ag, Co, CCI, Fe,
Hg, I, Se, Zn konsantrasyonlarina bakilmig, sonug¢ta saglikli tiroid
dokusuna gore malignite tanis1 alan dokularda I disindaki diger
elementlerin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu saptanmigtir (67).
Sican beynine enjekte edilen kobalt kloridin epileptik aktivitesini
artirdi1 gosterilmigtir. Bagka bir klinik calismada ise kronik obstriiktif
arteriyopati de kobalt eksikliginin 1olii olabilecegi rapor edilmigtir (68).

22




GEREC VE YONTEMLER

Bu caligma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezi'nde yapildi

Caligmada, 70 adet geng¢ erigkin, albino, erkek sigan kullanildi.
Siganlar her birinde 10 hayvan olacak sekilde 7 gruba ayrildi ve
intraperitoneal iirethan (1 g/kg) anestezisi altinda ameliyat masasina
tesbit edildiler. Sol femoral artere 24 G, sol femoral vene 22 G polictilen
braniil takildi. Siganlara deney baslangicinda intravendz 0,1 cc heparin
uygulandi.” Grup 2 ve 3'de deney siiresince 10 c¢c serum fizyolojik
infiizyonu yapildi. Orta hat kesisi ile laparotomi yapilarak femoral ven
deney siiresince sivi ve kobalt infiizyonu (Harvard Aparatus Compact
Infusion Pump marka infiizyon pompast kullanildi) femoral arter kan
basinct ve nabiz monitdrizasyonu i¢in kullamild:r, Tablo I'deki protokole
uygun olarak Grup l'deki 10 hayvanda her iki bébrek mobilize edilerek
iskemi ve reperfiizyon uygulanmaksizin yalnizca nefrektomi uygulandi.

Grup 2'deki hayvanlarda ise

Her iki bobrege atravmatik klemp kullamilarak 45 dakika siire ile
iskemi ve takiben 60 dakika reperfiizyon uygulandi.

Grup 3'de bulunan siganlarda ise toplam 60 dk'hk iskemi ve 60
dk'lik reperfiizyona maruz birakildilar.




4. gruptaki siganlarda ise :

Her iki bobrek pedikiili ayni anda klempe edildikten sonra 45
dakikalik iskemi siiresince 5 mg/kg kobalt nitrit 10 cc serum fizyolojik
sivis1 ig¢inde femoral venden infiize edildi. Miiteakiben 60 dakika siire
ile reperfiizyon uygulandi.

Grup S'deki hayvanlar da 4. gruptakine benzer igleme tabi
tutuldular. Ancak kobalt nitrit dozu 10 mg/kg idi.

Grup 6 ve 7'de her iki bobrek pedikiili ayn: anda klempe
edildikten sonra 60 dakikaltk iskemi siitesince 5 ve 10 mg/kg kobalt
nitrit 10 cc serum fizyolojik sivisi iginde femoral venden infiize edildi.
Klempler agilir acilmaz 60 dk siire ile reperfiizyon uyguland: (Tablo I)

Tim gruplarda deney bitiminde her iki bobrek ve kan
numuneleri alinarak si¢anlar dldiiziildiler. Alinan bobrekler -60°C'de
korunmak lizere TBARS (Thiobarbitiiric acid reactive substance) diizeyi
olgiimii ig¢in saklandi. Alinan kan numunelerinden serum ornekleri
ayrilarak kobalt Sl¢iimii igin saklandi Bu kan orneklerinden hazirlanan
eritrosit paketleri +4°C'de glutatyon peroksidaz aktivite o&lgiiliinceye
kadar saklandilar

Tablo 1. Gruplann iskemi slresi ve kobalt miktarina gore dagiim.

Grup |Iskemi Siiresi (dk] Kobalt Miktar:
1 - -

Il 45 -

111 60 -

1V 45 5 mg/kg

\% 45 10 mg/kg
VI 60 75 mg/kg
VII 60 10 mg/dk
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TIYOBARBITURIK ASIT REAKTIF SUBSTANSLARI
(TBARS) OLCUMU

-60°C derin dondurucuda saklanan bobrek dokularindaki TBARS
analizi esnasinda  dokular siirekli buz i¢inde saklandi. Bobiekler
korteks ve medulla kismina ayrilarak homojenizatdor (Tri-R Sti-R marka
K43 model) ile 10.000 rpm'de 2 dk boyunca 2 ml homojenizasyon
~ sivisinda homojenize edildi. Total volim yine homojenizasyon sivisi ile
10 ml'ye tamamlanarak ayni1 giin c¢aligilincaya kadar buzlukta
bekletildi.

TBARS Olgiimii sirasinda homojenizasyon asamasinda Stone ve
arkadaglarinin  (60), standart kullanimda Rao ve arkadaglarinin (48),
deneyin yapiliginda ise Stocks ve Dormandy'nin (56) c¢aligmalari
referans alindi

Homojenizasyon sivisi KHyPO4, KoHPO4, KCI, EOTA, Trito-X,
biitilhidroksi toluen kullanilarak hazirlandi ve pH'st 7,4'e ayarland:.
Protein ¢Oktlirmek amaci ile Triklerasetik asit (TCA) % 56'lik
konsantrasyonda kullanildi. Lipid peroksidasyon iiriinleri ile renk
vermesi i¢in Thiobarbiitirik asit (TBA) 5 grami, 25 ml 1 N NaOH'de
goziilerek 500 ml'ye tamamlandi. Standart olarak 1.1.3.3 tetraetoksi
propan kullanildi ve bir milyon kez sulanduilarak en yogun
konsantrasyon olan 4050 nmol/L'ye getirifdi“

Proteinlerin ¢Oktiiriilmesi, 3 ml homojenize doku siispansiyonuna
2 ml TCA eklenerek 4000 rgm'de 15 dk santrifiij uygulanarak yapild:.
Proteini ¢dken berrak siipernatandan 3 ml alinarak, I ml TBA eklendi
ve 15 dk kaynar suda tutuldu. Daha sonra sogutulan tiipler, kore karsi
532 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Spectronic 20D) okundu.
Numunelerin absorbanslarina, ¢izilen standart grafiginde karsilik gelen
konsantrasyon degeri nmol/L olarak saptandi. Koér ve standartlarda
TCA ile proteinlerin ¢oktlirme agamasindan itibaren ayn: iglemler
uygulandi. Sonuclar homojenizatlarin protein degerleri 6lgiildiikten
sonra nmol/gram protein olarak ifade edildi.
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PROTEIN OLCUMU

Protein Olciimiinde Lowry'nin tanimladigi metod kullanild: (38,
69). Homojenize doku siispansiyonlarina 100 ul, 1 N NaOH (100 pl)
eklendikten sonra giinliikk olarak taze hazirlanan D reaktifinden (% 2
Naz CO3 10 ml, % 1 CuSO4 0,1 ml, % sodyum potasyum tartarat 0,1 ml)
1 ml konularak 20 dk karanlik bir dolapta bekletildi. Son agamada folin
reaktifi (100 pl) eklenen numuneler 30 dk daha karanlikta bekletilerek
spektrofotometrede koie kargt 500 nm dalga boyunda absorbanlar:
saptandi. Kor ve standart (bovine serum albumine) diliisyonlara da
ayni islem uygulandi. Sonuglar pgr/ml olarak ifade edildi.

GLUTATYON PEROKSIDAZ (GPx) OLCUMU

H202 GPx g H20
2GS
Y 4
NADP NADPH

340 nm'deki aktivitedeki azalma, GPx aktivitesini gosterir.
Glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin birka¢ izoenzimi vardi;
- Selenyum bagimli,
- Selenyum bagimsiz. ~

Bu izoenzimlerin aralarindaki fark substratlarindan kaynaklanir.
Eritrositlerdeki izoenzimin selenyum bagimli oldugu diisiiniilmektedir.
Bu c¢aligmada eritrositlerde ¢aligildir igin selenyum bafimli GPx
aktivitesi Olglimii yapiimigtir,

Total GPx'in substrati H;Oj'dir, fakat bu ¢ok stabil olmadigi igin
deneyde H,O, yerine, t-biitil hidroperoksid kullanildi. t-biitil
hidroperoksid sadece selenyum GPx'e 6zgii bir substrattir.

Reaktifler ;

1- 50 mM fosfat tamponu, pH = 7,2
K2HPO4 (mA=174,18) e 3,8709 g/100 mb (Merck)
KH2P0O4 (mA=136,04) e 0,6802 g/100 ml (Merck)
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2 - Reaksiyon karigimi
EDTA : 0,3 mM (M A =368,40)
NADPH : 0,1 mM (M.A =833,40)

.. 0,01105 g/i100 ml (Merck)
.. 0,00833 g/100 ml (SIGMA N-1630)
Glutatyon Rediiktaz : 0,5 p v 0,070 gr/100 ml (SIGMA G-6004)
NaNj3 : 0,5 mM (M A =65,01) .. 0,00325 g/100 ml
Bunlar 50 mM'itk fosfat tamponunda ¢oziildi, hepsi tartilip tiipe
konduktan sonra tampon eklendi. Kesinlikle karigtirilmadi, EDTA zor
¢Oziindigili i¢in 37°C'da kanstinnlmadan bekletilerek ¢oziinmesi saglandi.

3 - GSH (Substrat); 2,5 mM (M A= 307,03)... 0,0765 gr/100 ml (SIGMA G-4251)

4 - i-biitil (substrat); 0,4 mM t-bitil (M.A.=90,12. 170)...... 5478 ml/100 ml
20 ml reaksiyon karigimi igin ;

EDTA 0,00221 gr

NADPH  0,001666 gr

GR 0,014 gr

NaN3 0,00065 gr veya 0,5 mM'liktan 166 ml

hepsi bir tlipe konularak 15 ml tamponda ¢o6ziildi.
ISLEM :

1 - Heparinli kandan hazirlanan eritrosit paketinde Hb &lgiimii
yapildi; 20 ml eritrosit paketi 6 ml Drabkins soliisyonuna eklendi ve 5-
10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra 546 nm dalga boyunda dlgiim

yapildi.

OD + 0.001

=% gr Hb
0,018
2 - B-merkapto etanollii stabilize edici ajanla 1 gr hemoglobine
ayarlandai.
3 - Tiipler hazirland.
GSH (+) GSH (-)
RK 750 pl 750 ul
Hemolizat 50 pd 50 ul
GSH 100 pl 100 ul distile su
t-biitil 100 pl 100 pt
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Tiiplere Once reaksiyon karigimlari konularak 37°C'de bekletildi.
Daha sonra cgaligma siras: geldiginde diZer ieaktifler eklenerek ve 340
nm'de Olglim yapildi.

4 - Okuma spektrofotometrede (Photometer 4010} 340 nm'de yapild:.
Alet suyla sifirlandr ve 3 dk siire ile okundu.

5 - 3. dakikadaki degerden 0. dakikadaki deger c¢ikanlarak A OD
(1 dk'daki 340 nm'de absorbans degisikligi) saptandi.

GSH (+) tiiplerindeki A OD = 0,050 olmas: normal aktiviteyi
gostermektedir.

GSH (-) tiiplerinde A OD c¢ok diigiiktiir.

6 - Hesap ; GSH(+) AOD ve GSH(-) AOD , 3 dakikada &l¢iim yapildigi
igin teker teker iige boliindii. Daha sonia ;

GSH(+)AOD - GSH(-)AOD x 105/311 = IU/gHb formiiliine gore
hesaplandi. Cikan sonu¢ GPx aktivitesini verdi.

Hochstein ve Utley'in metodunun modifiye edildigi bu yoéntem
glutatyon peroksidaz aktivitesi ile glutatyon rediiktaz aktivitesinin
bitlegtirilmesine dayanir (57).

KOBALT OLCUMU

Deiyonize cam tiipler kullanilarak ayrilan serumlarda kobalt
blgiimii yapildi. Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Anabilim
Dalinda Varian Techtron Model 40 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometie (AAS) marka cihazda (dalga boyu : 240.7 nm, silit :
0.2 nm, lamba akim: : 7 mA, 181 program: : asetilen hava karigimi,
sicaklik : 2200°C) serum O&rneklerinde kobalt diizeyi tayini yapild:.
Sonuglar ppm olarak ifade edildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Deney sonuglarn ortalama £+  standart sapma olarak verildi.
Sonuglarin istatistiksel olarak oOnemliligi tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), gruplar arasi farklibk ise Student-t testi ile bakildi. 0 05'den
kiicik p degerleri anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Bu caligmada 70 adet geng erigtin, albino, erkek, afwrhiklarni 250-
300 gr arasinda de@igsen si¢can kullamildi. Her bir sigan iirethan
-anestezisi altinda kan basinci ve kalp atim sayisi i¢in monitdrize edildi:
Bobrekte TBARS diizeyi, eritrositlerde glutatyon peroksidaz aktivitesi
ve serum kobalt diizeyleri olgiilerek sonuglar kargilagtirzldi.

Serum kobalt diizeyleri

Yalanci operasyon uygulanan kontrol grubunda serum kobalt
diizeyi 0.0067 * 0.001 ppm iken, 45 dk'lik iskemi uygulanan ikinci
grupta 0.0015 £ 00021 ppm ve 60 dk'lk iskemi grubunda 00033 %
0.0026 ppm olarak bulundu (p< 0,05) . Tablo 2'de izlendigi gibi kobalt
nitrit uygulanan 45 ve 60 dk'lik iskemi gruplarinda serum kobalt
diizeylerinin anlamli olarak artig gosterdigi saptandr (p < 0,01). 5 mg/kg
kobalt nitrit uygulanan 4. ve 6.gruplarda ve 10 mg/kg kobalt nitrit
uygulanan 5 ve 7.gruplarda serum kobaltinda anlamli derecede artiglar
goriildii (p < 0,01). Ayni doz kobalt nitrite maruz kalmalarina kargin
iskemi siiresinin farkli olmasi1 nedeniyle 5 ve 7.gruplarda serum kobalt
diizeyleri ¢ok daha belirgin artig gosterdi (Sekil 6).




Tablo 2. Gruplara gére ortalama serum kobalt duzeyleri (ppm).

Grup Kobalt
I 0,0067 £ 0,001
11 0,0015 £ 0,0021 *
111 0,0033 + 00,0026 *
1V 1,41 £ 0,84 **
\ 3,58 £ 3,06 **
\2! 2,8+ 23 ®*
VIl 7,85 + 4,73 **
* 1 Kontrole gore (p > 0.05)
#* : Kobalt alinmasina gore kargilagtuuma (p < 0.01).
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Sekil 6. Serum ortalama kobalt dizeylerinin gruplara gére dagilimi.

Serum Kkobait diizeyi serum kobalt tedavisi yapilan gruplar
arasinda standart sapmalardaki yiiksek degerler nedeniyle istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p > 0.05).

BOBREK KORTEKS TBARS DUZEYLERI

Tablo 3'de de goriildigi gibi bobrek korteks ve medullasindan
ayri ayn yapilan &lgiimlerden lipid peroksidasyonun gostergesi olarak
kabul edilen TBARS diizeyleri hem iskemi zamani, hem de kobalt
dozuna bagli artig gosterdi.




Kontrol grubunda korteks TBARS'i 303,81 *+ 82,07 nmol/g
protein iken, 45 dk iskemi ve reperfiizyondan sonra 363,64 + 138,03
nmol/g protein'e 60 dk iskemi ve reperfiizyondan sonra ise 429,95 %
162,08'e ¢ikti. 5 mg/kg kobalt nitrit tedavisi (Grup 4) 45 dk iskemi ve
reperfiizyonun neden oldugu TBARS artigini daha belirgin hale getirdi.
Kobalt nitritin dozu 10 mg/kg oldugu zaman 45 dk'hik iskemi grubunda
TBARS artisinin ¢ok anlamli sinirlara ulagtigit (p < 0,01) (Grup 5) halde
iskemi siiresi 60 dk olanlarda TBARS artigi daha az bulundu ( p < 0,05)
(Grup 7).

BOBREK MEDULLA TBARS DUZEYLERI

Tablo 4'de gériilecegi gibi 45 dk iskemi ve 60 dk'lik ieperfiizyona
bagli olarak bobregin mediiller kisminda TBARS diizeyi kontrol
grubundakine goére anlamli olarak artti (p < 0,05). Bu artig 60 dk
iskemiye maruz kalan 3.grupta daha belirgindi. 4.grupta 5 mg/kg
kobalt nitrit infiizyonu medulladaki iskemi ve 1ieperfiizyona bagh
TBARS artigim1 anlamlt olarak azalti (p < 0,05) ise de, 10 mg/kg kobalt
nitrit infizyonu tam aksi etkiyle mediiller TBARS diizeylerinde artiga
neden oldu (Grup 5). Sekil 8'den de gdriilecegi gibi 6.grupta 5 mg/kg
kobalt infiizyonu 60 dk iskemi ve 60 dk'lik repeifiizyonla artmig olan
mediiller TBARS diizeylerini kontrol degerlerine déndiiriitken dozun 10
mg(kg'a ¢ikarilmas: ile de TBARS diizeyleri kontrol degerlerde tutuldu
(Grup 7).

Tablo 3. Iskemi ve reperfizyona bagh bdbrek korteksindeki TBARS
degisikligine kobalt uygulamasinin etkisi(OrtalamatSD nmol/g protein)

Grup TBARS
I 303,81 £ 82,07
II 363,64 £ 138,03 *
Il 42995 £+ 162,03 *
IV 415,82 £+ 139,38 **
v 752,67 £ 17722 **
Vi 484,05 =+ 107,38 =**
VII 433,67 £ 183,34 **
* . Kontrole gore (p < 0.05)
** . Kobalt alinmasina gore kargilagtirma (p < 0.05).
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Sekil 7. Ortalama korteks TBARS duzeylerinin gruplara gére dagiimi.

Tabloe 4. Ortalama medulia TBARS dlzeylerinin gruplara gére dagilimi

{(nmol/gr).

Grup TBARS
I 315,61 £ 107,52
I 495,64 + 63,20 *
ITI1 533,97 £+ 145,07 *
1V 455,51 £ 118,96 **
\4 644,12 £ 121,26 **
VI 373,52 £+ 83,60 **
VIi 326,42 + 130,04 **

* 1 Kontrole gore ( p < 0.05)
#% Kobalt alinmasina gore kargilagtirma (p < 0.05).
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Sekil 8. Ortalama medulla TBARS duzeylerinin gruplara gore dagihimi,
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Sekil 9. Grup 1, 3, 5, 7'deki ortalama meduila TBARS duzeyierinin
karsiagtiriimast.
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Sekil 10. Grup 1, 2, 4, 6'daki ortalama medulla TBARS duzeylerinin
kargilastirnimasi.
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Sekil 11. Grup 1, 3, 5, 7'deki ortalama korteks TBARS duzeylerinin
kargilagtiriimasi.
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Sekil 12. Grup 1, 2, 4, 6'daki ortalama korteks TBARS dizeylerinin
kargitastinimasi.

GLUTATYON PEROKSIDAZ DEGISIKLIKLERI

Tablo S'den de goriilecegi gibi antioksidan kabasitenin
parametrelerenden birisi olan glutatyon peroksidaz aktivitesinde
eritrositlerde 45 dk iskemi ve 60 dk reperfiizyondan sonra azalma
saptand: ise de, bu anlamli degildi (p > 0,05). Nitekim iskemi siiresinin
60 dk'ya uzatilmasinin eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesine hig
etkisi olmad:. Halbuki kobalt infiizyonu ile eritrosit glutatyonunda
anlamh artig oldu ve kobaltin glutatyon peroksidaz artiric1 etkisi doz

artigi veya iskemi siiresinin artigindan etkilenmedi.
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Tablo 5. Gruplarn eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesi ortalama deéérie'r'i'-

(1U/grHb).
Grup Glutatyon peroksidaz
1 101,56 £ 46,05
11 84,73 + 4957 *
111 100,92 £ 26,36 *
IV 134,63 + 42,82 **
v 156,33 £ 36,59 **
\A! 160,07 £ 67,76 **
VII 147,16 £ 37,57 **
* . Kontrole gore (p < 0.05)
## . Kobalt alinmasina gore kargilagtirma (p < 0.05).
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Sekil 13. Gruplarin eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesi ortalama degerleri

(1U/gHb).
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Sekil 14. 1., 2. ve 5. gruplardaki glutatyon peroksidaz, serum kobalt duzeyi,
korteks TBARS ortalama degerlerinin kargilagtinimasi.
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Sekil 15. 1., 3 ve 6. gruplardaki glutatyon peroksidaz, serum kobait duzeyi,
korteks TBARS ortalama degerlerinin kargilagtinimasi.
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Sekil 16. 1, 2. ve 5. gruplardaki glutatyon peroksidaz, serum kobalt duzeyi,
medulla TBARS ortalama degerlerinin karsilagtirdmasi.
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Sekil 17. 1, 3. ve B. gruplardaki glutatyon peroksidaz, serum kobalt dlzeyi,
medulla TBARS ortalama degerlerinin kargilagtiriimasi,
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Tablo 6. Grup 1 bobrek korteks ve medulla TBARS dlizeyleri, eritrosit glutatyon
peroksidaz aktivite dizeyleri ve serum kobalt dizeyleri.

TBARS
Denek Kortex Medulla GPx Co
no (nmol/gr)| (nmol/gr)|(IU/gr Hb) (PPM)
1 277.131 | 290,345 70,7 0,001
2 227,776 401,581 73,9 0,002
3 323,663 206,096 77,1 0,03
4 268,061 497,394 170.4 0,002
5 412,938 206,743 54,6 0,001 |
6 160,704 | 399,819 77,1 0,001 i
7 325,454 195,575 86.8 0,02 |
8 * * 186,5 0,003
9 415,614 237,393 80,3 0,006
10 322,949 # 138,2 0,001

* + Teknik nedenlerle degerler okunamamigtir.

Tablo 7. Grup 2 bdbrek korteks ve medulla TBARS diizeyleri, eritrosit glutatyon
peroksidaz aktivite duzeyleri ve serum kobalt diizeyleri.

TBARS
Denek Kortex Medulla GPx Co
no. | (nmol/gr)| (nmol/gr){(IU/gr HH)| (PPM)
11 562,613 487,383 112,5 0,002
12 306,355 530,783 64,3 0,06
13 479,535 478,978 86,5 0,003
14 233,025 504,025 51,4 0,004
15 569,911 435,228 202,5 0,009
16 243,022 418,023 41,8 0,008
17 189,68 496,743 80,3 0,003
18 243,022 587,501 48,2 0,005
19 277,74 597,501 * 0,006
20 357,593 419,905 192,9 0,005

* : Teknik nedenlerle degerler okunamamigtir.




Tablo 8  Grup 3 bdbrek korteks ve medulla TBARS diizeyleri, eritrosit glutatyon
peroksidaz aktivite diizeyleri ve serum kobalt diizeyleri.
TBARS
Denek Kortex Medulla GPx Co
no (nmol/gr)| (nmol/gr)j(IU/gr Hb) (PPM)
21 234,478 771,282 128,6 0,001
22 610,205 * 128.,6 0,001
23 727,676 270,61 61,0 0,002
24 392,946 524,399 128,6 0,001
23 327,63 583,822 90,03 0,007
26 320,888 690,831 90,03 0,006
27 219,158 534,269 93,2 0,005
28 404,579 365,36 61,0 0,01
29 * 401,385 122,1 0,02
30 421,238 400,473 106,1 0,07
* : Teknik nedenlerle degerler okunamamuigtir.
Tablo 9. Grup 4 bdbrek korteks ve medulla TBARS duzeyleri, eritrosit glutatyon
peroksidaz aktivite dlizeyleri ve serum kobalt dizeyleri.
TBARS
Denek Kortex Medulla GPx Co
no (nmol/gr)| (nmol/gr)|(IU/gr Hb) (PPM)
31 231,651 377,465 138,2 1,05
32 536,239 434,974 125,4 *
33 365,428 485,176 147,9 0,40
34 388,888 493,556 141 .4 1,2
35 259,587 504,105 * 1,15
36 432,356 354,252 183,2 0,90
37 1518,048 292,188 183.,2 3,45
38 455,703 533,728 73,9 1,6
39 * 368,268 61,0 1,5
40 656,728 711,475 157,5 1,5
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Tablo 10. Grup 5 bobrek korteks ve medulla TBARS dizeyleri, eritrosit glutatyon

peroksidaz aktivite diizeyleri ve serum kobalt dlzeyleri.

TBARS

Denek Kortex Medulla GPx Co
no (nmol/gr)| (nmol/gr)|(1U/gr Hb) (PPM)
41 674,259 757,282 183,2 9,1
42 508,008 * 128,6 3,6
43 1249,979 574,202 147.9 9,0
44 1417,129 785,226 109,3 1,7
45 867,936 706,593 183,2 1,6
46 782.3 686,017 106,1 1,05
47 667,16 540,662 196,1 3,6
48 * * 138,2 1,9
49 * * 157,5 3.5
50 1016,393 458,91 212,2 0,8

* : Teknik nedenlerle degerler okunamamugtir.

Tablo 11. Grup 6 bébrek korteks ve medulla TBARS dizeyleri, eritrosit glutatyon

peroksidaz aktivite duzeyleri ve serum kobalt dizeyleri.

TBARS

{Denek Kortex Medulla GPx Co
no (nmol/gr)| (nmol/gr)l(IU/gr Hb) (PPM)
51 532,554 512,317 99.6 5,1
52 419,884 261,99 218,6 5,7
53 700,454 454,557 90,0 0,75
54 532,464 349,952 225.0 0,85
55 963,771 312,476 241,1 14,0
56 491,987 468,252 176.8 6,5
57 878,214 323,511 151,1 1,9
58 442,237 385,186 202,5 0.9
59 369,428 386,135 163.,9 1.3
60 383,403 280,826 32,1 2,3
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Tablo 12. Grup 7 bobrek korteks ve medulla TBARS diizeyleri, eritrosit glutatyon

peroksidaz aktivite duzeyleri ve serum kobalt diizeyleri.

TBARS

Denek Kortex Medulla GPx Co
no (nmol/gr)| (nmol/gr)|(IU/gsr Hb) {(PPM)
61 240,304 493,451 125.,4 14,0
62 223,293 205,663 176,8 4.4
63 566,181 256,406 154,3 1,9
64 339,077 368,988 112,5 1,95
65 465,655 384,702 131,8 3,2
66 421,985 213,628 167,2 9,0
67 438,013 203,825 199,3 12,0
68 863,384 551,195 176,8 9,0
69 437,554 1014,212 * 14,0
70 341,256 259,953 80,39 9,5
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TARTISMA

Transplantasyon alanindaki yogun ¢aligmalar; organda olusan
iskemik hasarin en aza indirilmesi, hatta ortadan kaldirilmasina ydnelik
aragtirmalar1 da beraberinde getirmigtir. Oncelikle iskemi ve
reperfiizyonun organda yaratmig oldugu hasarda serbest radikaller
olarak bilinen oksijen tiirevi molekiillerin onemli roller iistlendiklerinin »
gosterilmesinden  sonra aragtiricilar  bu  konuya yOnelmigler ve
pekcok antioksidan ©zellige sahip kimyasal madde bulunmugtur. |
Yapilan klinik ve deneysel caligmalar sonunda serbest radikallerin |
dokuda olusturduklari hasar1 tamamen  ortadan  kaldiran  bir
kimyasal madde kesfedilmig degildir. Bu nedenle son yillarda
aragtirmalar hep bﬁyleﬁ bir kimyasal maddenin arayigina yﬁneiiktir..
Yalnizca organ transplantasyonu degil; pankreatit, myokard
infarktiisii, atheroskleroz, pulmoner yetmezlik, serebral iskemi gibi
birgok o6lim nedenini  olugturan patolojik tablolarda serbest radikal
aracili  doku hasarinin onemli oldugu gosterilmigtir. Serbest
radikallerin hangi asamada  etkili  olduklari, neden ya da sonug
iligkisinin hangi noktasinda  Onemli olduklar1 tam olarak ortaya
konamamugtir (9, 47).

Baron ve arkadaslar1 kOpek ototransplantasyon modelinde
perfiizyon soliisyonuna ekledikleri seruloplazmin ve deferoksaminin
doku hasart azaltic: etkisini aragtirmiglardir. Bu c¢aligmada serum
kreatinin diizeyleri ile 5.gin ve 14 giinlerdeki sag kalma oranlan
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kargilagtirilmigtir. Perfiizyon soliisyonuna deferoksamin ve
seruloplazmin eklenen gruplarda 14.giin sag kalma oranlarinda belirgin
yiikkselme saptanitken; serum kreatinin diizeylerinde kontrol
gruplarina goére daha kisa siirede diigme oldugu godzlenmistir. Sonug
olarak perfiizyon soliisyonuna eklenen iki antioksidan maddenin
bébrekte serbest radikallere bagli olugan hasari azalttigin: ortaya
koymuglardir (4).

Bizim ¢aligmamizda iskemi reperfiizyon hasarini 6nlemek amac:
ile perfiizyon sivisina kobalt eklenmigtir. Onceki g¢aligmalarin bir kismi
kobaltin lipid peroksidazyonunu Onleyebilecegini, bir kismi ise aksi
goriigli savundugundan bu konuda kesin fikir birligi yoktur. Biz de,
bizden onceki aragtiricilardan Gower ve ark tavsanlarda (22), Baker ve
ark. sicanlarda (3), Demirbag ve ark'nin kopeklerde (15) yaptid:
caligmalara benzer gekilde 45 ve 60 dk iskemi ve 60 dk'lLik
reperfiizyondan sonra bobsek dokusunda lipid peroksidasyon artigini
TBARS olgiimleriyle saptadik. Gower ve ark. tavsan bobrek
ototransplantasyonunda reperfiizyon soliisyonuna deferroksamin ve
indometacin ekleyerek korteks ve medullada serbest radikale baglh
lipid peroksidasyonu onlemeyi basardiklarini bildirmiglerdir. Baker ve
ark'da siiperoksid dismutaz ve allopurinol ile serbest radikalleiin
bébrek hasari yapmasimi engellediklerini bildirmisler, Demirbag ve ark.
ise kopek ototransplantasyonunda TBARS artisin1  o-tokoferol ile
onlemiglerdir. Halbuki bizim aragtirmamizda 5 mg/kg kobalt infiizyonu
ile kortikal TBARS diizeylerinde artiy gozlenmis ve benzeri yiikselme
10 mg/kg kobalt dozlan ile de saptanmigtir.

Meduller TBARS diizeyleri iskemi ve 1eperfiizyondan sonra
beklendigi gibi artmag ve bu artig iskemi siiresinin artigt ile
belirginlegmistir. 45 dk iskemiye maruz kalanlarda kobalt tedavisinin
¢cok anlamli etkisi olmamig, istatistiksel Oneme sahip olmasa da kobalt
kortekste oldufu gibi medullada da TBARS diizeylerinde artiga yol
agmigtir. Ancak 60 dk'lik iskemiye maruz kalan hayvanlarda meduller
TBARS artiglar1 hem 5, hem 10 mg/kg kobalt tedavisi ile tamamen
onlenmigtir, Korteks ve medulla TBARS diizeylerinin kobalt
tedavisinden farkli etkilegsiminin mekanizmasint bizim bulgularimiz ile
tam olarak ag¢iklamak miimkiin degilse de, literatiir bilgilerinden
yararlanarak bazi yaklagimlarda bulunulabilir.
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Gower ve ark. tavsanlarda yaptiklarr caligmalarda da iskemi =
reperfiizyona bagli lipid peroksidasyonu kortekste deferroksamin ile:
azaltilabilmig, medulladaki artiy indometacin ile diigiiriilmiigtir. Bu da, |
lipid peroksidasyon aracinin bu iki bdbrek kisminda farikli oldugunun
gostergesidir.

Kobalt iki degerlikli bir metal olmasina ragmen ve demirle
rekabet esasma dayanan bir mekanizma ile serbest radikal olugsumunu
Onledigi bildirilmesine kargin, bizim ¢aligmamizda deferroksamin ile
Onlenebilen TBARS artigina kobalt katkida bulunamamistir. Atabey ve
ark'nmin (2) kobaltin lipid peroksidasyonunu stimiile ettigi bildiren
sonuglar1  bizim bulgularimizla daha fazla uyum gostermektedir.
Meduller TBARS aitis1 indometacin ile Onlenebildigine gére medullada ;
daha ¢ok prostanoid firiinleri iizerinde olusan bu hasarin kobalt ile
onlenebilmesi ancak uzun siiren iskemilerde bu Onlemin belirgin
olmasimin mekanizmasimi agiklayacak verilere ne yazik ki sahip degiliz.
Medulladaki TBARS artist 45 dk iskemi gruplarinda 5 ve 10 mg/kg
kobalt tedavisinden yarar gOrmemigtir. Halbuki 60 dk iskemiye maruz
kalanlarda her iki doz kobaltta TBARS diizeyini anlamli &lg¢ilide
azaltmigtiz. O halde iskemi siiresinin kobaltin TBARS azaltici etkisinde
Onemi olmasi gerekir.

Serum kobalt diizeyleri iskemi siiresinin 15 dk uzatilmast ile
yiizde yiiz gibi anlamli artig gOstermigtir. Bunun nedeni 60 dk iskemi
yapilan hayvanlarda bdbrek hasarinin daha fazla olmas: ve kobaltin
bobrekler araciligr ile 60 dk'lik reperfiizyon esnasinda yeterince
uzaklagtmlan%aym olabilir. Bir bagka olasilik da, 60 dk'lik iskemi ve
reperfiizyona maruz kalanlarda dokulara kobalt giriginin az olugn
sonucu serumda birikmesi olabilir. Bizim ¢aligmamizda bobrek
fonksiyonlarnt &lgiillmemigse de aynt yOntemi kullanan bagka
aragtiricilarin bulgulart bobrek fonksiyonlarinin 60 dk iskemide daha
fazla bozuldugunu teyid etmektedir. Mediiller kanlanma total bobiek
kaninin % 2-5 kadarini alir ve olduk¢a yavag kan akimi sdzkonusudur.
Bu nedenle buraya ulagan kobaltin dozu kadar hiicre ile temas siiresi
de TBARS azhifinda etken olabilir.

Organizmada oksidatif stiesi Onlemek amaci ile antioksidan bir
sistem bulunmaktadir. Bu sistemi ologturan enzimler igerisinde
glutatyon peroksidaz, SOD, katalaz ¢ok biiyilk 6neme sahiptir. Iskemi ve
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reperflizyon sonucu olusan serbest radikallerle miicadele etmek amaci
ile antioksidan mekanizmada aktive olur.

Green ve arkadaglarn (25) tavganda yaptiklar: g¢aligmada; soguk
iskemi ve reperfiizyonun bobrekte olugturdugu hasarin siiperoksit
dismutaz, r1ediikte ve okside glutatyon diizeylerine olan etkisini
aragtirmiglardir. Yaptikliar: degerlendirmede iskemik hasarin SOD
diizeylerinde anlamli bir degismeye yol a¢madigini, ancak okside
glutatyon diizeylerinde artma oldugu sonucuna varmglardir.

Glutatyon
. peroksidaz .
Lipid - OOH+ 2GSH " Lipid-OH+GSSG+H20
reaksiyonu dikkate alinarak GSH/GSSG oraninda oskidatif stresin

derecesine paralel olarak artig oldugunu saptamiglardir,

Ancak Aktan ve arkadaglarimin (16) sigan bdébiek modelinde
yaptiklart c¢aligmada ise verapamil ve iloprost (ZK36374) tedavisi
uygulanan gruplarda (60 dk iskemi ve reperfiizyon) yalnizca iskemi
uygulanan gruplara gore glutatyon (GSH) diizeylerinde anlamli Ol¢iide
artma saptanmirken MDA  diizeylerinde anlamli bir degisme
goriilmemigtir. Bu aragtirmacilar verilen tedavinin tek basina doku
hasarim1 tamamen Onlemedigini, ancak olugan hasarin derecesini
azalttiZim1 ortaya koymuglardir.

Nitekim Winchell ve arkadaglar1 (65) allopurinol, trifuoroperazine,
nitrojenmustard, siiparoksid dismutaz, dithiothreitol . ve
diethylcarbomazine'in  perfiizyon soliisyonuna eklenmesinin
reperfiizyon hasar1 lizerine olan etkisini aragtirmiglarsa da, bu
maddelerin higbirisinin anlamli derecede doku hasarni Onlemedigini
gostermiglerdir. Sonug¢ olarak da, serbest radikallerinin olugumunun ve
etkilerinin 6nlenmesinin tek bagina doku hasarin: O&nlemeye
yetmedigini ve preservasyon aracili hasarda vaskiiler endotelial yikim,
enerji metabolizmasinda ve ATP yapimindaki degisiklikler,
onlenemeyen kalsiyum akimi ve bunun gibi pek¢ok mekanizmanin
sorumlu olabilecegini ortaya koymuslardir.

Bizim c¢aligmamizda ise 45 dk iskemi ve reperfiizyondan sonra
eritrosit glutatyon peroksidazinda ¢ok hafif ama istatistiksel Oneme
sahip olmayan azalma, 60 dk iskemi reperfliizyonundan sonra ise hig
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degisiklik olmamigtir. Kobalt tedavisi ise glutatyon peroksidaz
diizeylerinde anlamli artisa neden olmugtur. Eritrosit glutatyon
peroksidaz artigy, kan akiminin ¢ok yavag oldugu ve
hemokonsantrasyonun fazla oldugu medulladaki kobalta baghh TBARS
azaliginin bir nedeni olabilir.

Ger¢i Kili¢ ve Rouhani'nin kobalt klorid ile yaptiklari caligmada
mikrozomlar, fosfatidilserin lipozomlar1 ve eritrosit membraninda
(pH=7,4'de) doza bagimli olarak demir ve askorbat'in olugturdugu lipid
peroksidasyonu inhibe ettigi gosterilmigse de Atabey ve arkadaglai1 da
bizim bulgularimiza benzer sonuglar elde etmistir (35, 2). Deri
fleplerinde kobalt klorid'in invivo etkilerini aragtirmiglar ve vyalnizca
iskemi wvygulanan grupla, 5 mg/kg I p kobalt klorid ve 10 mg/kg I.p
kobalt klorid verilen gruplar arasinda; dokun TBARS diizeyleri, deri flebi
canli kalma orani, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glukoz-
6-P'dehidrogenaz diizeyleri arasindaki farklilik aragtinnlmigtiz. Bu
aragtiricalar da kobalt klorid verilen grupda doku TBARS diizeylerinde
kontrol grubuna g&re anlamli derecede yiikselme saptamiglardir,
Ayrica kobalt klorid verilen gruplarda kontrol grubuna gore deri flebi
canlt kalma oraninin onemli derecede azaldigr gosterilmistir. Enzim
aktiviteleri agisindan da kobalt klorid uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore glutatyon peroksidaz aktivitesinde artig, glutatyon
rediiktaz aktivitesinde azalma saptamiglar; glukoz-6-P' dehidrogenaz
aktivitesi degisiklige ugramamigtir. Kobaltin bu etkisi doz arttirilan
grupta farkli bulunmamigtiz. Bizim bulgularimiza gore kobalt lipid
~ peroksidasyonunu renal sicak iskemi ve reperflizyon modelinde
arttirmaktadir. Bunun nedeni agagzdaki reaksiyon sonucu kobaltin
hidroksil radikal olugumunu hizlandirmasi olarak ileri siiriilmiigtiir.

Co (II) + H;0, — Co (1II) + OH' + OH'

Kobalt ayrica glutatyon redox siklusundaki tiim enzimleri inhibe
etmemektedir, Iskemi ve reperfiizyon sonucunda kobalt; glutatyon
peroksidaz aktivitesinde artmaya yol ag¢maktadir. Sican myokardinda
kobalt verilmesinin glutatyon peroksidaz aktivitesinde artiga yol acgtig:
gosterilmigtir. Iskemi ve reperfiizyonun olusturdugu doku hasarini
inceleyen ¢aligmalarda GSH peroksidaz aktivitesinin diigtiigi
gosterilmigtir. Bizim ¢aligmamizda kobalt verilmesinin yarattifi oksidan
stresin ise GSH peroksidaz aktivitesinde artis1 ile sonuglanmugtir.
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Sonu¢ olarak aragtiumamizdan elde edilen bulgulara gore kobalt
nitrit uygulamasi bobrek korteksinde sicak iskemi ve repexfﬁzyon.
hasarina bagli lipid peroksidasyonu engelleyememig, hatta daha da
artisina neden olmus, buna kargin ayni iglemin neden oldufu mediilles
lipid peroksidasyonu kobalt infiizyonundan Ozellikle iskeminin uzadig:
hallerde yarar gérmiigtiit. Medullanin farkli davraniginin nedenlerinin
daha ileri ¢aligmalarla incelenmesi gerektigi kanisina ulagilmugtiz,
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OZET

Kobalt'in sicak iskemi ve reperfiizyona bagli gelisen renal doku
hasarini Onlemedeki etkisini aragtirmak amaci1 ile yapilan deneysel
caligmada 70 geng¢ erigkin erkek albino sican kullanildi. Her bir grupta
10 adet sigcan olmak lizere, ¢aligma 7 ayr grupta yapildi. Grup l'de
valnizca laparotomi ve neftektomi; Grup 2'de 45 dk iskemi ve 60 dk
teperfiizyonu takiben nefrektomi; Grup 3'de 60 dk iskemi ve 60 dk
reperfiizyonu takiben nefiektomi; Grup 4'de Grup 2'ye ek olarak 5
mg/kg kobalt nitrit, Grup S'de 10 mg/kg kobalt nitrit verildi. Grup 6'da
Grup 3'e ek olarak 5 mg/kg kobalt nitrit, Grup 7'de 10 mg/kg kobalt
nitrit iv verildi. Her hayvana intraperitoneal iirethan anestezisi altinda
sol femoral arter ve ven kaniile edilerek, kan basinci, kalp atumi izlendi.
Iskemi siiresince infiizyon pompasi aracilifi ile kobalt nitrit 10 cc SF
icinde infiize edildi. Serum kobalt diizeyleri, bébrek TBARS ve eritrosit
GPx analizleri yapildi.

Elde edilen sonuclara goére :

1 - Kobalt nitrit nygulanan gruplarda bobrek korteks TBARS
dlizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunurken (p < 0,01)
medulla TBARS diizeylerinde 60 dk'lik iskemi grubunda
azalma saptand: (p < 0,05), 45 dk'lik iskemi grubunda ise
belirgin degigiklik goriilmedi.
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2 - Kobalt nitrit uygulanan gruplarda kontrol gruplarina géfé "
eritrosit glutatyon peroksidaz aktiviteleri anlamlt olarak
yiikseldi (p < 0,05).

3 - Uygulanan kobalt dozu ie TBARS ve glutatyon peroksidaz
aktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadz.

4 - Bobiek korteks TBARS diizeyinin genel olarak tim
gruplarda medullaya oranla daha yiiksek oldufu goriildi.
Bu da bobrek korteksinin medullaya gore iskemiye karsi
daha hassas oldugunu ortaya koydu.

Caligmamizda kobaltin bdbrek korteksinde lipid
peroksidasyonunu arttirdigi, medullada azalttigi, glutatyon peroksidaz
aktivitesini yiikselttigi sonucuna vanldi. Medulla ve korteksteki lipid
peroksidasyonuna kobaltin farkl: etkisinin mekanizmasinin daha ileri
caligmalarla incelenmesi gerektigi kanisina ulagildi.
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