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1 -GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY), etkin tedavi yéntemi olmadidi igin ciddi bir
klinik problemdir. Eriskinde ABY'nin baslica nedeni iskemidir.' Bébrekte iskemik
hiicre hasar kardiyovaskiler cerrahi, transplantasyon, kanama, sok gibi ABY'ye
yol acan bir gok durumda ortaya gikar. Iskemik hiicre hasarina ve sonucunda
olusan organ hasarina, kompleks ve olasilikla birbirleriyle ilintili bir ok faktér
katilir. Ustelik bébredin damarsal ve tiibiler agdan olusan kompleks bir yapisi
vardir.2 Son yillardaki galismalarda, iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinda damar
endotelyumunun rolii {zerine odaklaniimis® ve lokal hormonal faktérlerin
islevleri arastinimaktadir.

Damar endotelyumundan salgilanan lokal hormonal faktérier (otokoidler,
parakrin faktérler) damar tonusunun diizenlenmesini saglarlar. Bu faktérlerden
nitrik oksit (NO), prostaglandin-I, (PGI,) gibi bir kismi damar gevsetici
(vazodilatatér) olarak rol alirken, endotelin-1 (ET-1), anjiotensin-II (AIl) gibi
diger bir kismi da damar blzlict (vazokonstriktor) olarak islev gérur.

Asetilkolinin endotelyuma bagli etkilerinin, NO araciigiyla gergeklestiginin
anlasiimasi,* NO’nun hastalikta ve sadlikta rolini arastiran oldukca fazla
miktarda calisma yapilmasina ve bu konudaki galismalarin yogun bir sekilde
devam etmesine yol agmistir. Bir endojen vazodilatatér olan NO'nun, bdbrek I/R
hasarinda koruyucu rol oynadigi,®® NO prekiirsérii olan L-Argininin (L-Arg) de
bu hasar esnasinda renal fonksiyonlarda énemli 6lglide iyilesme sagladigi’
bulunmustur. Didger vyandan, sliperoksit radikali (0O;7) ile NO’nun
reaksiyonundan olusan peroksinitrit (ONOO™)'in gesitli dokularin I/R hasarinda
zararlh etkilerinin olduguna® ve L-argininin ise renal iskemik hasari artirdidina
dair calismalar da bulunmaktadir.®

Yanagisawa ve ark. tarafindan 1988 yilinda tanimlandigi Gzere,® damar
endotelyumundan sentezlenen ET-1; NO’nun aksine, uzun etki siresi ve yavag
salinimi ile, bilinen en gligli vazokonstriktdr ajandir. Yirmibir amino asit (aa)
rezidisiine sahip olan ET-1, biyolojik etkilerini ET, ve ETg reseptorieri araciligiyla
gergeklestirir.!® ET-1; ETa ve ETs, reseptérleri aracilijiyla vazokonstriktsr
etkilerini gergeklestirirken, ETg;, reseptérine etkiyerek NO ve PGI; salinimini
uyarir. Endotelinin etkilerinin en belirgin gorildiigi organlardan biri bébrektir.
Ozellikle akut ve kronik bdbrek hastaliklarinda onemli rolu vardir. Vaskdiler
tonusa etkisinin yani sira, tiibller sodyum ve su reabsorbsiyonunda da rol alir.'!
Iskemik ABY modellerinde, ETa ve ETasp reseptérlerinin blokajindan sonra renal



fonksiyonlarda diizelme saptanmustir.!! NO'in ET-1 salinimini baskiladigi ve bu
etkisini preproendotelini inhibe ederek yaptigi ifade edilmistir,*1%1314

Bu galismadaki iskemik ABY deney protokolii ile;

1- I/R hasarinda selektif ETs reseptér antagonisti BQ-123'lin koruyucu
etkisinin NO salinimina bagh olup olmadigi, hemodinamik parametreler ve kan-
bébrek fonksiyon testleri agisindan irdelendi. Boylece ET-1 ve NO etkilesiminin
bébrek I/R hasarindaki rollinlin arastiriimasi hedeflendi. Hipotezimize gore, ETa
reseptor blokaji sadece ET-1'in vazokonstriktér etkilerini engelleyerek degil,
ayni zamanda NO salinimini uyararak da iskemik ABY’de koruyucu rol oynadidi
dlstniimektedir.

2- Selektif endotelin reseptér antagonisti (BQ-123), NO inhibitori [L®-
nitro-L-arginin-metil ester (L-NAME)] ve NO prekirsérinin (L-Arg) I/R sonrasi
bobrek dokusunda oksidan/antioksidan sistem agisindan etkilerinin incelenmesi
amagclandi.



2 -GENEL BILGILER

2.1. BOBREK
2.1.1. Bébregin Anatomisi

insanda bébrekler, karin boslugunun arka kisminda, Ust lumbal
vertebralarin her iki yaninda yerlesik, retroperitoneal bir ¢ift organdir. Ust
uglan, 12. torakal vertebranin list kenan seviyesindedir. Sag bébrek alt ucu 3.
lumbal vertebra seviyesinde, sol bdbrek ise 2. lumbal vertebra seviyesinde
olup, crista iliaca’dan yaklasik 2.5-5 cm yukandadir. Karaciger nedeniyle sag
bobrek soldakinden biraz daha asagidadir. Sol bébrek ise sag bébrede oranla
biraz daha uzun ve dardir. Derin inspirasyon ile bobrekler 1-2 cm asadi
inebilirler. Yaklasik 11,5x5-7x2,5 cm boyutlarinda ve erkekte 125-170 g,
kadinda ise 115-155 g agirhgindadir.

Sag boébredin 6n yuzl; bobrek Ustl bezi, karacigerin sag lobu, sag kolon
fleksuru, duodenumun ikinci pargasi ve jejunum kivrimlan ile komsudur. Sol
bébregin 6n yliziinln ise; bobrek Ustu bezi, dalak, mide, pankreas, sol kolon
fleksuru ve jejenum kivrimlan ile komgulugu bulunur.

Her iki bébrek de, arka vyuzleri ile; diyafragma, psoas major kasi,
guadratus lumborum kasi ve abdominal transvers kas ile komgsudur. Adi gegen
kaslar ile bobrekler arasinda subkostal ven, arter ve sinirden bagka,
iliohipogastrik sinir ve ilioinguinal sinir bulunur.

Bébreklerin medial kenarlarinda gérilen renal hilumdaki yapilarin énden
arkaya dodgru sirasi; renal ven, renal arter ve renal pelvis (ya da Ureter)
seklindedir. Renal hilum, 1. Ilumbal vertebranin prosesus spinosu’su
seviyesindedir.

Bébrekler distan ice dogru; 6nde periton, yanda transvers fasia, korpus
adiposum pararenale, renal fasia, capsula adiposa (perirenal yag tabakasi) ve
capsula fibrosa ile sanimigtir.

Bobrekleri pozisyonunda tutan asil faktér komsu organlarin pozisyonudur.
Gerato fasiyasi adi ile de bilinen renal fasiya ve damarlari, bdbrekleri
pozisyonunda tutan en dnemli i¢ yapilardir. Yukanda diyafragmanin fasiyasi,
asadida ise iliak fasiya ile devam eder.

Arterleri; abdominal aorta dallan olan renal arterler, bébrek hilumuna
gelince 5 tane segmental dala ayrlir. Segmental arterler denilen bu dallar,
sinus renalisde interlober arter denilen dallara aynilir. Bu arterler de, arkuat
arter denilen arterleri olusturur. Arkuat arterlerden interlobuler arterler c¢ikar.
Interlobuler arterlerden yanlara dogru gikan afferent glomertiler arter, glomerdl



yumadina girerek rete capillare glomerulare'yi olusturur. Bu yumadin diger
ucundan g¢ikan efferent glomeriler arter nefron tilbdllerinin etrafinda
olusturdugu pleksustan sonra, interlobular venler baglar. Arterlerle ayni isimleri
alarak sonugta renal veni olusturarak, vena cava inferiora acilir.

Lenfatik drenaji; lenf damarlari renal veni takip ederek, nodi aortici
laterales (lumbales)’e agilir.

Sinirleri; sempatik effrentleri Ty1¢-L; dlizeyinden, parasempatik efferentleri
vagus sinirinden gelir.'® Renal sinirler damarlara kosut seyrederler. Sempatik
sinirler, afferent ve efferent arteriollere, proksimal ve distal tibillere ve
jukstaglomeriler (JG) hiicrelere dagilmistir. Cikan kalin henle kulpunda da
yogun bir noradrenerjik sonlanma vardir.'®

2.1.2. Bobregin Histolojisi

Bébrek ince, fakat kollajen fibrillerden zengin oldugu icin saglam fibréz bir
kapsiil ile 6rtilmuigtir. Kapsilde az sayida elastik fibril de bulunur. Yagla birlikte
kapstliin kalinligi ve elastik fibrillerin sayisi artar.”

Her bir bobredin konkav i¢ blkey medial bir kenar vardir, burasi hilum
adini alir. Hilum sinirlerin, kan ve lenf damarlarinin girip giktigi yerdir. Sinus
renalis; hilumun bébrek icinde devam ettigi bosluktur. Bu boslukta; renal
pelvisin Ust kismi, kaliks renalisler, bébrek damarlari ve yag dokusu bulunur.
Ureterin genislemis olan Ust kismi olan renal pelvis iki ya da {ig ana kalikse
bolunmistir. Her major kaliksten minor kaliksler dallanir.'® Her bir kaliks minor
renal papilla adi verilen koni bigimli bébrek parankimasini gevrelemektedir.!’

Bobrek dista korteks icte medulla olarak iki bélime ayrilabilir. insanlarda
renal medulla, 10-18 adet koni veya piramidal sekilli yapilardan olusur. Bunlara
medullar piramitler denir. Her bir medullar piramidin tabanindan kortekse
uzanan birbirine paralel tiibil demetleri, medullar isinlar seklinde gikar. Stria
medullaris (Ferrein uzantilari) denen bu iginsal uzantilarin her biri birkag nefron
grubu ile birlikte bir ya da daha gok sayida toplayici kanaldan olugur.

Medullar piramitlerin aralaninda collumna renalis veya Bertini Sdtunlari
denilen kortikal uzantilar vardir. Bir renal piramit ve etrafindaki collumna
renalise renal lob denilir. Buna gbére, bir bébrekte piramit sayisi kadar bébrek
lobu bulunur.>*®

Boébrek idrar sekresyonu yapan bilesik tubller bir bezdir. Organin
parankimasini olusturan tibiller gok uzun olup, siki sikiya yan yana bulunurlar.



Dista ince, bobrek igine septum yollamayan bir kapsil bulunur. Bobregdin ig
kismi hemen tamami parankimadan olusur.

Stroma Ozellikle kortekste son derece azdir. Fibrillerin hemen hepsi
retikller tiptir. Bu fibriller hemotoksilen-eosin boyamalarinda segilemez. Kan
damarn, glomeriler kapstul ve bliylk papiller duktus gevresinde kollajen fibrillere
rastlanir. Medullada 6zellikle i¢ kisminda stroma daha fazladir. Burada yer alan
mediiller interstisyel hicre'ler dikkati geker. Dlizensiz uzantilari, henle kulpu ve
damarlar ¢evresindeki bazal lamina ile temas edebilir. Ayrica birbirleriyle de
uzantilari aracihiyla dedi halindedirler. Intertisyel hiicrelerin stoplazmasinda iyi
gelismis granlli endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve pek cok lipid
damlacigr bulunur. Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte fagositik oldugu
gosterilmistir. Ayrica ilging olarak prostaglandinleri salgilamasi olasi
goriilmektedir. Ancak prostaglandinin kollektor tubul epitelinde sentez edildigine
iliskin kanitlar interstisyel hiicreye ait kanitlardan daha goktur.'’

2.1.2.1. Nefron

Bébredin Idrar olugsturabilme yetenedine sahip temel fonksiyonel
Unitesidir. Her bdbrek 1 ile 4 milyon arasinda nefron igerir: a-Renal korpuskiil,
b-Proksimal kivnintih tibil, c-Henle kulpu, d-Distal kivrintih tibil, e-Toplayici
tubdl kisimlarindan meydana gelir. Embriyolojik kdkeni nefrondan farkh olan
toplayici tiiblller ve kanallar, nefronlarda Uretilen idran toplayarak bdbrek
pelvisine iletirler.'®

a) Renal Korpuskiil (Malpighi Cisimcigi): Kortekste yer alir. ki
boéliimden olusur: Glomeril ve bowman kapsili. Renal korpuskiilin, glomerdli
olusturan afferent (giren) ve efferent (gikan) arteriyollerin bulundugu kismina
damar kutbu, onun tam karsisinda bulunan ve sizilen siviy! ileten tibdllerin
baslangi¢ kismina ise idrar kutbu denir.

1°-Glomeriil: Bobrek lopguklan arasinda uzanan interlobular arter
(kortikalis radiyata arter), korteks iginde sagh sollu kollar verir. Kollarin her biri
afferent arteriyol olarak bu olusumun baglangicini yapar. Afferent arteriyol 6zel
bir arteriyol kilcala dénislr. Arteriyol kilcal birkag kez kendi {zerine kivrilarak
ve anastomozlar da yaparak bir yumak (glomeril) sekillendirir. Sonra kilcal
yumak tekrar arteriyole ddnugir; bu, efferent arteriyoldir ve cap! afferent
arteriyolden daha kiglktlr. Kilcalin duvar yapisi, ince bir bazal membran
lizerine oturan g¢ok dar stoplazmali endotel hiicrelerinden ibarettir. Endotel
hicrelerinin, 6zellikle cekirdedin yan taraflarinda kalan g¢ok ince stoplazmali



kisimlari (pencereli kilcal) mevcuttur. Béylece kilcalin limenindeki sivi, ylksek
hidrostatik basincin etkisiyle kolaylikla disar gikar (filtrasyon).

2°-Bowman kapsiilii: iki yapraktan olusur. Her iki yaprak da epitel
hiicrelerinden ibarettir. i¢ (visseral) yaprak kilcal damarlart (kilcal yumadt)
sarar. Bu yapradl olusturan hicrelerin, kilcallar (izerine oturan uzunca
stoplazma uzantilari vardir. Ayaksi bigimindeki uzantilarindan &tlrid bu
hlcrelere podositler denir. Podositlerin stoplazmalarinda pek gok mikrotibl
bulunur. Bowman kapsultnun dis (pariyetal) yapradini ise yassi epitel hicreleri
olustururlar. iki yaprak arasinda bir bogluk (cavum glomeruli ya da bowman
araligi) vardir. Kilcal yumaktan siiziilen sivi (ultrafiltrat) podositlerin arasindaki
acikliklardan ya da mikrotlbuller yoluyla bowman araligina geger. Ancak, bu
gegis sirasinda bazal membran engeli de asilir.

b) Proksimal Tiibiil: idrar kutbundan baglar. Bowman kapsiilindeki
pariyetal yapragin devami seklindedir. Cok kivrimh bigimde baslar ve korteksten
medullaya dogru diz parca halinde devam eder. Bowman araligina gegen
ultrafiltratin geri emilmesini (reabsorbsiyon) biiyik 6lglide (yaklasik 3/4'l)
saglayan bélimdir. Bunun duvarini olusturan ve asit boyalarla koyu boyanan
kiibik ya da basik prizmatik hiicrelerin apikal yilzleri, 15tk mikroskopu ile
fircamsi bir kenar goérinimindedir. Tubllus lumenini daraltan, elektron
mikroskopik gorinimleriyle mikrovilluslar olarak adlandirilan bu olusumlar
sayesinde emilim ylizeyi gok genigler.

c) Henle Kulpu (Intermedial Tiibiil): inen ince, gikan ince ve gikan
kalin henle kulpu olmak Ulzere (ig pargasi bulunur.

1°- Inen Henle: Proksimal tibiiliin diiz parcasindan sonraki bélumddr.
Medulada bulunur. Capi en dar olan tibildir. Bu tibdlin duvarim olusturan
hiicreler yassidir. Yassi olan bu htcrelerin cekirdekleri, lumene dogru siskinlik
yapar. Kesitlerde kilcal damarlar ile karistinlabilir. Ancak, kilcallarin gekirdekleri
heterokromatiktir ve stoplazmalan gok daha azdir.

2°- Gikan Ince Henle: Bu da inen henle gibi yassi epitele sahip olup
medullada bulunur. Ancak gikan ince henle, inen henleden daha genis gaplidir.

3°- Gikan Kalin Henle: Duvar tek kath kibik epitel ile ddselidir.
Kortekse girdiginde histolojik yapisini koruyarak distal tiibdl ile devam eder. Bu
hlcrelerin stoplazmalar asit boyalarla koyu tonda boyanir.

d) Distal Tiibiil: Cikan henlenin devami seklindeki diz parga ile ondan
sonraki kivimh pargadan ibarettir. Kortekste bulunurlar. Proksimal tubilden
daha kisadir; buna bagh olarak histolojik preparatlarda proksimal tiibiile gére
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daha seyrek gérilir. Tublldeki hidcrelerin  sinirlan  belirgin = degildir,
stoplazmalari da asit boyalarla soluk boyanir. Diizenli, belirgin bir firgamsi kenar
yoktur. Bu nedenle limenleri, proksimal tiibiilden daha genistir. Liimene bakan
hiicre ylizeyi kisa, duzensiz, seyrek mikrovilluslar tagir. Apikal ylizde madde
aligverigi ile ilgili farkliliklar, bu bélimln proksimal tibiilden daha az
reabsorbsiyon yaptigini gésterir. Ancak, yine madde aligverigini saglayan yapilar
olarak, hiicrenin derinlerine kadar uzanan gok belirgin bazal labirent (bazal
invaginasyon) tablosu gérilur. Bazal labirentlerle gevrili olan stoplazmada bol
miktarda mitokondri bulunur. Buradaki mitokondriler karmasik bir membran
yapisi g6sterirler ve gok sayida matriks graniilleri igerirler. Bu sitolojik 6zellikler
de, damar sistemi ydnlinde aktif bir sivi transportunun varligini ortaya koyar.
Afferent ve efferent arteriol arasinda prizmatik ve tibul lumenine dogru uzanan
bir plak (disk) seklinde gikan kalin henle kulpunun sonunda, distal tibulun
baglangicinda bulunan tibdl hiicrelerine makula densa denir. Bu hiicreler
damar kutbunda, afferent arteriyolden gecen kan miktarinin diizenlenmesinde
roli bulunan olusumlardandir.

Jukstaglomeriiler (JG) Aparey: Malpighi cisimciginin hemen bitisiginde,
afferent arteriyolun tunika mediasinda diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Bu
hicrelere JG hicreler denir. Bu hiicrelerin gekirdekleri elips bicimindedir ve
stoplazmalari PAS teknigi ile boyanan graniillerle doludur. JG hiicrelerin yer
aldigi afferent arteriol kismi, makula densa ile birlikte JG apareyi olusturur. JG
apareyin tglincl sac ayagini da fonksiyonu heniiz tam anlasiimayan acik renk
boyanan hicreler olugturur. Bu hiicrelere ekstraglomeriler mezengial hiicreler,
Lacis hicreleri ya da polkisen (kutup yastigi) seklinde degisik isimler verilir.*®
Bu hicrelere Goormaghtigh hicreleri de denir ve gegmiste eritropoetin
hormonu salgiladiklan éne strilmistdr.2°

e) Toplayicr Tubiil: Distal tibllden sonraki kisa badglanti kollandir.
Duvarlarini, sinirlan gok belirgin, stoplazmalan iyi boya almayan kiibik hticreler
olusturur. Korteks-medulla sinirnda uzanan bu tibdller birleserek medullaya

gegerler ve bobredin toplayici kanalciklarini sekillendirirler.

2.1.2.2. Toplayici Kanallar
Bébrek parankiminin bu béliminde; a) Kortikal toplayici kanal b) Papillar
kanal olusumlarn bulunmaktadir.
a) Kortikal Toplayici1 Kanal: Toplayic tibillerden sonraki kanalciklardir.
Medullanin kortekse komsu olan kismindan, medullar radiyuslardan baglarlar.



Duvarlarini olusturan epitel hicrelerinin sinirlari ¢ok belirgindir. Bu hiicreler
organelden fakir ve soluk stoplazmalidir. Baslangigta basik prizmatik olan
hicreler, renal pelvise dogru yliksek prizmatik bir sekil alirlar; buralarda gaplan
da cok artar.

b) Papillar Kanal: Toplayici kanallarin birlesmesiyle sekillenir. Duvarinda
genellikle tek kath ¢ok yiiksek prizmatik, dedisken epitel s6z konusudur. iginde

son idrar tasiyan bu kanal, renal pelvise agilir.'%18

2.1.3. Bébregdin Fizyolojisi

Bébrekler su ve elektrolit fazlasinin idrarla birlikte viicut disina atilmasini
saglayarak plazma hacmi, dolayisyla kan basincinin ve vicut sivilannin
iceriklerinin dlizenlenmesinde rol alan hayati organlardir. Su ve elektrolit
regiilasyonunun yani sira, viicuttaki metabolik atiklarin, yabanci maddelerin
ve didger bircok metabolik Grlnin idrar yoluyla atiiminda rol oynar. Tim
bu islevleri glomeriler filtrasyon, tibililer absorbsiyon ve tibdler
reabsorbsiyon islemleri sonucu gergeklestirir. Uzun sireli aghkta
glukoneogenez de yaparak kan glukoz diizeyine katkida bulunur.?*

2.1.3.1. Bobregin islevieri

Viicudun sivi osmolalitesi ve hacmini dizenler. Vicuttaki tum dokularin
hiicre hacimlerinin devami igin énemlidir. Vicut sivilarinin hacminin kontrold,
kardiyovaskiiler sistemin normal fonksiyonu igin gereklidir. Bd&brekler;
kardiyovaskuler sistem, endokrin ve santral sinir sistemi birimleriyle isbirligi
icinde galisarak su ve sodyum atilimini diizenler.

Bobreklerin 6nemli bir fonksiyonu da elektrolit dengesini diizenlemeleridir.
Vicuttaki sodyum, potasyum, klor, bikarbonat, hidrojen, kalsiyum, fosfat gibi
bazi inorganik iyonlarin dizenlenmesinde temel roli Ustlenirler.

Asit baz dengesinin dizenlenmesinde bébrekler énemli gérevler alirlar.
Vicudun metabolik fonksiyonlan igin pH'in dar bir aralikta bulunmasi (7,35-
7,45) cok 6nemli ve gereklidir. Akciger, karacier ve bobregin koordineli
calismasi ile viicut sivilarindaki pH'in diizenlenmesi saglanir.

Bdbrekler metabolik Grtinlerin ve yabanci maddelerin atilimini saglarlar. Bu
metobolik Urinlerden Ure aa’lerden, (rik asit nikleik asitlerden, kreatinin

kaslarda olusan kreatinden kaynaklanirlar.



Bir takim hormonlarin Uretimini ve sekresyonunu bdbreklerde gergeklesir.
Bébrekler renin, eritropoietin ve kalsitriol sentez ve salinimi yapan 6nemli
endokrin organlardir.

Renin salgisiyla bobrekler renin-anjiotensin-aldosteron sistemini aktive
ederek kan basincini ve sodyum, potasyum dengesini diizenlerler. Bébrekten
salgilanan eritropoietin kemik iliginde eritrosit yapimini uyarir. Kronik bdbrek
yetmezliginde anemi meydana gelmesinin sebebi de eritropoietin yapimindaki
azalmadir.

Kalsitriol (1,25-dihidroksikolekalsiferol de denen aktif D3 vitamini)
bébreklerin proksimal tibdlllerinde, 25-hidroksikolekalsiferolden olusur. Bu
reaksiyonu mitokondrial P-450 sistemine ait la-hidroksilaz enzimi katalize eder.
Bu reaksiyon igin NADPH, O, ve renoredoksin ya da ferrodoksin olarak bilinen
bir flavoproteine ihtiyag duyulur. Normal plazma dizeyi 0,03 ng/ml (yaklasik
100 pmol/l)'dir. Daha az etkin olan metabolit 24,25-dihidroksikolekalsiferol de
bébreklerde yapilmaktadir. Kalsitriol; kalsiyumun gastrointestinal sistemden
emilimi ve kemiklerde depolanmasi igin gereklidir. Bobrek yetmezligi
durumiarinda kalsitriol yapimi azalacagindan kalsiyum emilimi bébrek ve ince
bagirsaklarda azalir ve sonugta bu hastalarda anormal kemik formasyonlari

olusur.?1¢

2.1.3.2. Bébrek Kan Akimi

Kardiyak outputun % 20-25'i (1200 ml) renal arter yoluyla bobreklere
gelir. Abdominal aortadan ayrilan renal arterler bébrek iginde interlobdler,
arkuat ve radial arterleri ve en son olarak da afferent arteriolleri olugtururlar.
Her bir nefron afferent arteriol tarafindan kanlanir. Afferent arterioller
glomeriiler kapiller yatadl olusturacak sekilde dallara ayrilir. Kapillerler de
birleserek efferent arteriolleri olustururlar. Efferent arterioller bébreklerin geri
kalan kisminin kanlanmasint saglamak igin perittbuler kapiller yatak adi verilen
ikinci kapiller yatagi olustururlar. Jukstamediiller nefronlarda efferent arterioller
peritiibliler kapiller yatak disinda vasa rekta adi verilen, medullanin
derinliklerine kadar ulasan ve henle kulplarina eslik eden damarlari da olugturur.
inen vasa rektada; tire icin kolaylastirici bir tasiyict igeren penceresiz endotel,
cikan vasa rektada ise soliiti koruma iglevi ile uyumlu pencereli endotel
bulunur. Tum bu arteryel dolagimdan sonra kan venlere, en son olarak da renal
vene drene olur. Glomeriler kapiller yatak arteriollerden olusmasi nedeni ile
diger kapillerlerden farkhiik gosterir ve buna bagh olarak da diger kapillerlere



gbre daha yiksek hidrostatik basinca sahiptir (60 mmHg) ve bu ylksek
hidrostatik basing sivinin ¢abuk filtrasyonuna neden olur. Peritibller
kapillerierdeki gok daha duslik olan hidrostatik basing (13 mmHg) sivinin gabuk
geri emilimine olanak saglar.®

2.1.3.3. Bobregin Tibiiler Islevieri

Bbébrekte ¢ok fazla miktarda sivi hareketi vardir. Bu islev, 6zgiin bir
farkhlasma gosteren tilbil sistemiyle gérgeklestirilir. Tubdllerin etrafindaki
kilcallar cok ince duvarl olup siki bir ag 6rgiist (peritubuler kapilar ag) bigimin-
de kortekste yer alirlar.

Ultrafiltrasyondan sonra efferent arteriyol igerisinde kalan yiiksek
viskozitedeki kan, kortikal tlbidl hicrelerinin bazalinde onkotik basincin
artmasina neden olur; artan bu onkotik basing da reabsorbsiyon sirasinda etkili
bir bicimde transselller sivi akimini destekler. Proksimal tiibillerde 6zellikle su,
glikoz, kiiglik molekilli proteinler ve kimi iyonlar geri emilirler. Na*, CI
ivonlarinin blyuk bir kisminin geri emilmesi, su ile birlikte gergeklegir. Su ile
birlikte absorbe edilmelerinden dolayi proksimal tlbdl icerigi, glomeriiler filtrata
gére osmolaritesini korur (Izotonik, 300 mmol/L).

Safra tuzlar, oksalat, katekolaminler gibi organik asit ve bazlar da
proksimal tibdllden salgilanir. Ayrica pek gok ilag (pensilinler, salisilatlar) ve
toksin de bu tubllden salgilanarak kandan temizlenir.

Henle kulpu, primer idrarin hipertonik durumdaki sekonder idrara
dénlismesinde gérevli, yogunlastirici bélimdiir. Inen ince henle kulpu suya gok
fazla, Ure, Na* ve dider solltlere orta derece gegirgendir. Bdylece bobrek
medullasi derinliklerine uzanan ince inen henle kulpu glomeriler filtrata gére
hipertoniktir.

Cikan ince henle kulpu ise suya gegirgen degildir. Orta derecede iire, NaCl
ve diger solttlerin gegisine pasif olarak izin verir.

Cikan kalin henle kulpunun ise metobolik aktivitesi yliksek olup; burada
filtre olan Na*, CI" ve K*'un % 25'inin aktif transporla geri emilimi gegeklesir.
Ca*, Mg*? ve HCOs™ gibi iyonlarin emiliminin biyUk bir kismi da bu bdlimde
meydana gelir. Ayrica sodyum emilimiyle birlikte zit tasima sonucu H* atimi da
bu bélimde gergeklesir. Suya karsi gegirgen olmamasindan dolayi gikan kalin
henle kulpu kortekse dogru ilerledikge igerigi hipotonik olur.?

Distal tiiblilde gok yogun ortama dogru aktif bir sodyum iyonlan transportu
bulunur. Hormonal kontrol yoluyla (adrenal korteksden salgilanan aldosteron ve
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hipofiz arka lobundan gelen vazopressin) dncelikle elektrolitlerin (Na, K, ClI) ve
suyun atilmasinda duyarh bir ayarlama yapilir. Bu yuzden distal tabll asit-baz
dengesinin ve su metabolizmasinin dizenlenmesinde, dolayisiyla tiim
organizmada i¢ ortamin dengede tutulmasinda (homeostazis) blylk 6nem
tasir.

Toplayicl kanallarda iki tip hiicre vardir. Bunlardan principal (P) hiicreleri,
az sayida mitokondri- ve diger organellere sahip, parlak goérinimli uzun
hiicrelerdir. Na* ve vazopressine bagimh su geri emiliminde rol oynarlar.
Interkale (I) hicreler ise daha az sayida olmalarina ve koyu gri gériinimlerine
karsin daha fazla mitokondri, stoplazmik vezikil ve mikrovilluslar
bulunmaktadir. Bu hicreler asit salgilanmasinda ve HCO;  salgilanmasinda

gorev alir.®

2.1.4. Bobrek Iskemi Reperfiizyonu
2.1.4.1. Renal iskemi-Reperfiizyonda Lékositlerin Rolii:

I/R sonrasinda gelisen bdbrek hasari ve yetmezliklerinde l6kositlerin 6zellikle
de nétrofillerin 6nemli rollerinin olduguna dair oldukgca fazla miktarda kanit
vardir.>%* Bu kanitlar uzun yillar boyunca yapilan arastirmalar sonucunda
ortaya cikmigtir: Iskemik ABY sirasinda nétrofillerin bébrek dokusunda asiri
miktarda birikmesi, notrofillerin yoklugunda iskemi olusturuldugunda doku
hasarinin 6énemli derecede azalmasi, deneysel bébrek yetmezliginin seyrinde
anti-adezyon tedavisinin oldukga etkin sekilde seyri degistirdiginin bulunmasi
iskemik ABY’de nétrofillerin roliinii ortaya koyar. Bununla birlikte bazi
arastinicilar, savunulan konularin tam tersine baz bulgular elde etmisler ve
I6kosit baskillanmasinin veya doku invazyonunun &nlenmesinin herhangi bir
koruyucu etkisinin olmadifini géstermiglerdir. Ornedin Paller, antinétrofil
serumu kullanarak nétrofilleri devre digi birakip iskemi yaptiginda bébrek
fonksiyonlarin kontrol gurubundan herhangi bir farkliigi olmadigini gérmustdr.
Burada kontrol grubu olarak nétrofil baskist yapiimadan olusturulan iskemik
hasar kullanilmistir.2®> Thornton ve ark. ise antiserum kullanarak yaptiklar
nétrofil baskilanmasinin ardindan 50 dakika igerisinde bébrekte iskemi
gelistigini tespit etmislerdir.?® Bu negatif bulgulara ragmen daha fazla kabul
gbren ve lzerinde cgaligilarak daha fazla kanit bulunan konu, I6kositlerin hasari
arttinc ve bébrek yetmezligi yapici etkisi oldugu ydnindedir.

Polimorfoniikleer lékositlerin (PMNL) aktivasyonu, sonugta organ hasarina

sebep olan birgok sirecin énemli bir asamasi konumundadir. Bdbrek I/R’unda,
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PMNL'nin olay yerinde toplanip aktive olduklari kesin olarak gosterilmis olup
ABY bagta olmak lizere birgok diger akut bébrek hastaliklarinda da fonksiyon
goérdigu gosterilmistir. Akut glomeriler nefritte adezyon molekiilleri, grandil
enzimleri, reaktif oksijen tirleri (ROT), lipid metabolitleri ve nétrofiller ile
monositlerden salgilanan sitokinler glomeril kapillerinin konstriksiyonuna ve
oklizyonuna sebep olarak tibll hasari ve ABY gelismesine sebep olurlar.?*
Blitln bu patolojilerin gelismesinde PMNL’'nin rolliniin ne oldugu ve mutlaka bu
suregler igin gerekli olup olmadigi konusu ise heniiz kesinlik kazanmamistir.

Renal I/R’da PMNL aktivasyonuna yol agcan kesin mekanizmalar tam olarak
bilinmemekle birlikte kismen gésterilmistir. Doku reperflizyonu esnasinda lokal
olarak Uretilen ROT, otokrin, parakrin, endokrin mediatérler ve sitokinler
salgilanarak endotel hiicrelerinin adezif 6zelliklerini degistirir ve kan hiicrelerinin
dokuya gecisini kolaylastiracak gekilde gegirgenligi arttinr. L6kosit adezyon
molekillerinin, PMNL gdéginii arttirdigi bilinmektedir. Monoklonal antikorlar,
antisens oligontikleotidler, gen knock-out teknikleri, CD11/CD18 integrinlerin ve
hicrelerarasi adezyon molekili-1 (ICAM-1) blokajinin bdbrek iskemisinde
ABY'yi engelledigini gdsterilmistir.?”-?8 Arastiricilar ayrica PMNL'lerin 6nceden
uyariimasinin I/R’dan sonra renal I6kosit yogunlasmasinda gok etkili oldugunu
savunmaktadirlar. Bu fenomen &zellikle sepsisli hastalarda buylk &nem
kazanmaktadir, ¢inkl sepsis stirecinin sonunda renal hipoperfiizyon ve PMNL
aktivasyonu gérilmektedir.”* iskemik bobrekten elde edilen PMNL'ler izole
edilmis bagka bdébreklere perflizyon yolu ile verildiginde, bunlarda ABY'yi
uyarmaktadir. Bu da gostermektedir ki dnceden bir sekilde uyariimis ve aktive
edilmis PMNL'ler bdbreklere 6nemli derecede hasar verebilmektedir.

Nétrofillerin bébrekte doku hasar olusturmasinin bugilne kadar tespit
edilebilmis birkag tane ana mekanizmasi vardir:

1-Oksidatif mekanizmalar: Bir hedefe dogru ydnelmis nétrofillerin plazma
membraninda NADPH oksidaz enzimi bulunmaktadir. Bu enzim normal
molekiler oksijenden ROT iretmektedir. Uretilen bu driinler 0,7, hidrojen
peroksit (H,0,) ve hidroksil radikalidir (‘OH). Ilk basta stimiile olmamis
eritrositlerde NADPH oksidaz enzimi inaktiftir, daha sonra solunumsal patlama
ile aktive olarak elektronlari molekiiler oksijene aktarir ve radikalleri
olusturmaya baslar. Bu reaksiyonlar zincirinde en son asama, miyeloperoksidaz
enziminin peroksidatif etkisi ile hidrojen peroksite halid elementlerini (Cl-, Br-,
I-) ekleyerek agiri oksidan drinler olan HOCI, HOBr ve HOI olusmasidir.
Nétrofillerden Gretilen bu ROT ile glomeriler hasar arasinda direkt bir iligki
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bulunmustur. Granulamatéz hastalia sahip bireylerin notrofilleri izole iskemik
bobreklere perflizyon vyoluyla verildiinde bobrek hasari meydana
gelmemektedir. Granulomatdéz hastalikta nétrofillerin tek kusuru 0O;”
tretememesidir. Diger birgok deneysel galismada nétrofillerin olmadi§i ortamda
H,0, katalaz (KAT) enzimi ile yok edilmesi hasari azaltmamis, fakat nétrofillerin
varliginda reperflizyon hasarini azaltmistir. Bu géstermektedir ki; diger bélgesel
kaynaklardan degil de nétrofilden kaynaklanan ROT bébrek dokusunda ilerleyici
bir hasara sebep olmaktadir.?3

2-Oksidatif olmayan mekanizmalar: Nétrofillerde bulunan bazi grandller;
mikrobisidal peptidler, proteinler ve hidrolitik enzimler icermektedir. Ornegin
lizozomal grantllerden elde edilen katyonik proteinler vaskiler gegirgenligi in
vivo gartlarda arttirmaktadir. Proteazlar hem in vitro, hem de in vivo sartlarda
vaskdller bazal membranda yikim olustururken nétrofil kaynakli bir protein olan
heparinaz subendotelial matriksteki heparan siilfati hizli bir sekilde pargalar.?
Bu granillerin iginde bulunmasi muhtemel olan lizozim ve kollajenaz enzimleri
hiicre zar bilegenlerini pargalar. Diger taraftan hidrolazlar, antimikrobial
defensinler, birgok proteolitik ve sakkarolitik enzimler ise mikrobial yapisal
proteinleri ve mukopolisakkaritleri sindirirler. Dikkatle incelendiginde né&trofil
granillerinin yirmiden daha fazla enzim igerdigi gérilecektir. Bunlarin iginde en
etkin gsekilde doku hasarn olusturanlar; serin proteaziar, elastaz,
metalloproteinazlar (kollajenaz ve jelatinaz)’dir. Herhangi bir inflamasyon veya
uyarici faktérler sonucunda agiga cikan bu yikici enzimler sadece hedef ajan
patojenlere etki etmekle kalmaz, ayni zamanda o ortamda bulunan saglam
hiicrelere de zarar verir.?®

3- Oksidatif ve oksidatif olmayan mekanizmalarin sinerjistik etkisi:

Notrofiller proinflamatuar stimuluslarla uyarildiklarinda oksidazlar ROT diretip
salgilamaya bagslarlar. Es zamanl olarak plazma membrani ile kaynasan
grandller igeriklerini ekstrasellliler kompartmana ve fagositik vakuollere
bosaltirlar. Her ikisinin ayni anda ortama salinmasi birbirlerinin etkisini
kuvvetiendirecek sekilde olaylar zincirini baslatir. Proteinazlarin etkisi
antiproteinaziarca kontrol edilmeye cgaligsilir. Fakat ortama salgilanan ROT'un
antiproteinazlarn inhibe etme gibi bir etkisi oldugundan proteazlar daha efektif
olarak doku hasar olusturabilme imkanina kavusur. Tim bu olaylar I/R
sirasinda ndtrofillerin bébrek dokusundaki hasar yapici etkinligini arttinr.
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2.1.4.2. Renal Iskemi-Reperfiizyonda Reaktif Oksijen Tiirlerinin
(ROT) Rolii
Serbest radikaller ortaklanmamig bir elektron tasiyan kimyasal olarak hayli
reaktif tiurler olarak bilinmektedir. Insan viicudunda molekiiler oksijenin
kullanilma orani ve dagilimi gok yliksek oldugundan serbest radikal denince ilk
akla gelen bilegikler serbest oksijen radikalleridir. Daha genel bir anlamda
bunlara ROT adi da verilmektedir. Bunlar yukarida da bahsedildigi gibi O,",
singlet oksijen, ‘OH ve H,0;'dir. Bunlarin endojen ve eksojen kaynaklari
mevcuttur. I/R esnasinda bol miktarda ROT uretilmektedir. Bunlarin en bas
kaynadi yukarida da bahsedildigi gibi aktive olmus nétrofillerdir. Ikinci olarak;
iskemi esnasinda ATP'nin asin bir sekilde azalmas! su olaylarla sonuglanir: 1)
ATP’nin yikim Griand olan hipoksantin artar. 2) ATP-bagimli membran iyon
pompalarinin gdérevini tam yapamamasl sonucu hem mitokondrial hem de
sitozolik kalsiyum seviyeleri artar. Hipoksantin normalde ksantin dehidrogenaz
halinde bulunan bir enzim tarafindan urik asite kadar yikilir. Ancak iskemik
durumlarda kalsiyumun indukledigi proteolitik bir parcalanma ile bu enzim
ksantin oksidaz haline gelir ki, ilk enzim ile katalizlenen reaksiyonda herhangi
zararl bir yan Griin olugsmazken ikinci enzim ile katalizlenen reaksiyonda O lari
olusur.?® Fenton reaksiyonu olarak bilinen ve gegis elementlerinden Fe*? etkisi
ile H,O,'den en potent serbest radikal olan ‘OH olusturan reaksiyon, bébrek
iskemisi ile hizlanmaktadir. Yapilan bir galismada in vivo sartlarda postiskemik
bébrek dokusunda serbest demir ve hemoglobin miktarinin artarak bu tir
Fenton reaksiyonlarinin gériilebilecegini ve bol miktarda radikal olusabilecegi
bildirilmistir.?® Son olarak intraselliiler Ca*? konsantrasyonunun postiskemik
dénemde artmasi nedeniyle membranda bulunan fosfolipaz enzimi aktive
olmakta, bu da aragidonik asit kaskadini harekete gegirerek prostanoid
sentezinde artmaya ve yan Urin olarak ROT (retiminde artmaya sebep
olmaktadir.?

Direkt iskemik hasardan ayr olarak yeniden oksijenlenme ile daha genis
capta hasar olugsmakta ve boébrek yetmezligi ihtimali artmaktadir. Diger
organlarda oldugu gibi yeniden oksijenlenme yukarida anlatilan mekanizmalarla
ROT dretiminde artmaya sebep olmaktadir. Asiri miktarda Uretilen bu ROT,
birgok farkli molekiille direkt veya indirekt olarak reaksiyona girerek hiicresel
hasar olusturur. Bunlardan en ©6nemli olam ilk elden hiicre ve organel
membranlarinda olan hasarlardir. Lipid peroksidasyonu olarak adlandirilan ve
hucrenin 6limuine neden olabilecek olaylar zincirini baglatan kimyasal
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reaksiyonlar tamamen ROT atagi sonucunda meydana gelmektedir. ROT ayrica
nikleer faktér kappa B (NF-xB) gibi bazi redoks-sensitif transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu yoluyla bazi genlerin ekspresyon hizlarini degistirebilir.
Bunlardan en gok bilineni, endotel adezyon molekdilleri olarak bilinen ICAM-1 ve
VCAM-1 molekillerinin upreglilasyona ugramasi ve bunlarin da l6kositlerin

endotel hiicrelerine ve damar duvarina gegisini hizlandirmasidir.3%3!

2.1.4.3. Renal Iskemi-Reperfiizyonda Nitrik Oksidin (NO) Rolii

NO Uretiminin artmasi renal hasarin olusmasinda dnemili bir basamaktir. NO
gligli bir vazodilatér olmasina ragmen proinflamatuar aktivitesi bunun &ntine
gegerek I/R'da faydali hemodinamik etki yapmasini engellemektedir.
Indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) enzim geni bulunmayan farelerin kullanildigi bir
calismada renal I/R hasarinin azaldifi gdsterilmistir.3> Diger bir calismada;
hipoksinin INOS genini aktive ederek NO dretimini arttirdigi, bdylece
inflamasyonu arttirici etki yaparak zararlh etkilerin agida giktigi ileri
stirdlmistar.®?

Postiskemik dokulardaki endotel genellikle NO‘in vazodilatér etkisine
cevap verir, bu etki yaklasik olarak oniki hafta devam eder. Bébrekte iskemiye
bagh olarak renal kan akimi (RKA)'nin ve glomeril filtrasyon hizi (GFH)'nin
azalmasinin bir sonucu olarak bozulmus NO etkisi ile birlikte endotelin
{iretiminde de bir artis s6z konusudur.?®

NOS inhibisyonunun RKA’ni, idrar akim hizint ve (riner Na* atiim hizini
azaltti§i deneysel calismada gésterilmistir.® Son yapilan bazi calismalarda I/R
hasan ile NO arasinda siki bir iligkinin varligi gésterilmigtir. Schramm ve ark.
ABY olusturulan sigcanlarda L-Arginin verilmesi ile GFH'nda diizelme tesbit
etmisler.” NO ile O, reaksiyonu sonrasi meydana gelen ONOO™ doku hasarina
yol acan bir bagka radikaldir. Iskemi sonrasi ONOO®in b&brek hasarinda
yeraldigina iliskin calismalar mevcuttur. L-NAME verilerek ve verilmeyerek
yapilan boébrek I/R’sinde NO’nun, direkt olarak elektrotla monitorize edilmesi
sonucunda sitoprotektif bir ajan oldugu sonucuna varimistir.® Arastinicilar NO’in
bu etkisini nétrofillerin bébrek dokusuna girisini bloke ederek bu hiicrelerin
dokuda olusturacagi hasari engelledigini, boylece ttbtler fonksiyonlarin

korundugunu iddia etmislerdir.®
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2.1.4.4. Renal Iskemi-Reperfiizyonda Hiicre Adezyon
Molekiillerinin (HAM) Rolii
Iskemik hasarda en gok etkilenen ve patofizyolojiden primer olarak sorumlu
olan anatomik bobrek kismi proksimal tiiblllerdir. iskemik hasar esnasinda
proksimal tabdl hiicreleri ekstrasellller matriksten ayrilir ve tibil limenine
doékulir. Bunun klinik olarak ortaya konmasi idrarda bu hiicrelerin tesbit
edilmesi ile olmaktadir. Bu hiicrelerin herbiri digerinden ayri olarak idrarda
tesbit edilmektedir glinkl hucreleri birlestiren molekiiller pargalanmistir.3® Bu
arada apikal membran materyallerinin ve diger hiicresel bilegenlerin liimen igine
gectigi tesbit edilmistir. Zuk ve ark. iskemiyi takiben integrinlerin apikal kisma
dogru vyeniden dadilima udradidini gdstermislerdir. Bununla beraber bu
galismada iskemi ve apikal integrinlerin gériinimu arasinda bir gecikme vardi.3*
Ayrica apikal membranin marker enzimi olan 16sin aminopeptidaz ve bazolateral
membranin markeri Na*-K"-ATPaz enziminin poliarize dagiimi kayba
ugramistir. Renal iskemi sirasinda aktin iskelet sisteminin dagiimasiyla adezyon
birlestirme kompleks biitiinligl de bozulur. Siki badlantilarin bozulmasiyla
epitel hucrelerinin paraselliler bariyeri kaybolur ve luminal sivinin interstisyel
bosluga gegisi ile sonuglanir ki, bu da birgok patolojiyi beraberinde getirir.3° Su
ana kadar lékositlerde 3 tip adezyon molekill tariflenmistir: selektinler,
integrinler ve Ig slperailesi. L-selektinler I6kositlerde konstitutif olarak ifade
edilirken E-selektin ve P-selektin stimlle edilmis endotel hiicrelerinden ve
trombositlerden lokal sitokin dretimi (zerine cevap olarak eksprese
edilmektedir. Reperflizyon hasari sirasinda dénemli olan bir gelisme, endotel
Uzerindeki E-selektinlerin 16kosit Gzerinde bulunan karbohidrat iceren eglerine
baglanmalandir. Iskemik hasar takiben integrinler l8kositlerle ilgili hasara
katkida bulunmaktadiriar. Iki major integrin sinifi olan VLA-4 ve CD11/CD18
selektinlerin yardimiyla aktive olmus I6kositlerden eksprese edilip salgilanmakta
ve I|okositlerin  endotele badlanmasint  saglamak lGzere ICAM-1'e
baglanmaktadir.3%3> Boéylece iskemiyi takiben salgilanan enflamatuar aracilar
endotel hiicrelerinde ve |bkositler (zerinde bulunan adezyon proteinlerinin
upreglile olmasini sadlarlar. Bu olay Uzerine lokositler hasarli bolgeye dogru
yoénlenmekte, ilgili bélgeye yapismakta ve damar digina gikmaktadir. Aktive
olmus lbkositler daha sonra ek olarak enflamatuar aracilari, proteazlari ve
oksidan ajanlan salarak iskemik hasarin derinlesmesini sadlamaktadir. Bu
konuda elde edilen son bilgiler, hem soduk hem de sicak iskemiyi takiben
I6kositlerin selektinlerle module edilen mekanizmalarla olaya katkisinin klinik
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agildan 6nemli oldugu ileri strtlmektedir. Arastiricilar p-selektin glikoprotein
ligandlarinin suda eriyen formlarini kullanarak I/R'u takiben Idkositlerin
infiltrasyonunu inhibe edilebilindigini ve I/R hasarindaki renal disfonksiyonun
engellenebilindigini ifade etmislerdir.3°

2.1.4.5. Renal Iskemi-Reperfiizyonda Sitokinlerin ve Kompleman
Sisteminin Rolii
Sitokinlerin; allogenik organ transplantasyonunu takiben olusan bdébrek
inflamasyonu, enfeksiyon ve akut/kronik atilim reaksiyonlarinda kritik bir rol
oynadigi bilinmektedir. iskemiden sonraki hasari takiben akut faz cevapl
sitokinler adinda bir grup sitokinlerin salgilandigi ve bunlarin doku hasari
olusumunda 6nemli rol oynadigi iddia edilmektedir. Bugiine kadar kalp ve
pulmoner sistem basta olmak Uzere I/R'dan sonra birgok sitokinin (IL-1p, IL-2,
TNF-a, IL-6, IL-8, INF-y) dokularda mRNA diizeylerinin ve direkt miktarlarinin
arttigi bulunmustur.®®7-*8 Bsbrek I/R modellerinde yapilan calismalarda hasarli
bébrek dokusunda INF-y, IL-2, IL-10, granilosit/makrofaj ve TGF-p1 mRNA
larinin  6nemli oranda arttigi gosterilmistir.  Ayni  sitokin  galismalari
transplantlarda da caligilmis olup benzer sonuglar elde edilmistir.3® Zhou ve ark.
C3, C4, C5, ve C6 eksikligi olan farelerin I/R hasarindaki durumlarini
incelemisler, C3 ve C5 eksikligi olan farelerin iskemik hasara karsi daha iyi
korundudunu oysa C4 eksik farelerin korunmadifini géstermislerdir.3®
Arastiricilar buradan hareketle kalbin tersine bébrek I/R hasarinda
komplemanlarin primer etkilerinin MAC aracili olarak sekonder sekilde, epitel
hlicreleri (izerine oldugunu savunmuglardir. Ayrica ne C4’(in dahil oldugu klasik
yol ne de C5 araclh nétrofil infiltrasyonu I/R hasarina katkida

bulunmamaktadir.?°

2.1.4.6. Renal iskemi-Reperfiizyonda Apopitozis

Apopitoziste inflamasyonun olmayisi, nekrozdan farklh olarak organellerin
fizyolojik ve patolojik dengelerinin  bozulmadan hicre 6liminin
gerceklesmesini saglar. Hicrelerde meydana gelen bir g¢ok dedisiklikten
hiicrenin apopitotik siirece ya da nekrotik slirece girdigini anlayabiliriz. Liberthal
ve ark.’nin yaptiklari bir galismada, nekrozisde proksimal tiibal hicrelerinin ATP
diizeyinde gok siddetli bir azalma gé6zlenirken apopitoziste orta diizeyde azalma
tesbit edilmistir.*' Ayni arastiricilar baska bir calismalarinda, disik doz

sisplatinin apopitozise neden oldugunu gésterirken, ancak ylksek doz
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sisplatinin nekroza neden oldudunu gdstermislerdir.*> Yapilan bir in vivo
calismada Schumer ve ark. kisa renal iskemik periyottan sonra on iki saatlik
reperflizyondan sonra hlcrede morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler apopitotik
degisiklikler tespit etmiglerdir.*® Ueda ve Shah bébrek tiibiil epitel hiicrelerinde
hipoksi/reoksijenasyon hasarinda hiicre 6limid ve DNA bozulmasinda
endonikleaz aktivitesinin roll olduguna dair gigli kanitlar sunmuglardir. Isik ve
elektron mikroskobunda apopitozisdeki morfololojik dedisiklik ve kromatin
yogunlagmasi gézlemlenememistir.** Son yapilan calismalarla birlikte, kromatin
yogunlagmasinin ve DNA fragmantasyonunun metabolik yollarla gerceklestigi
o6ngé6rialmektedir. Kaushal ve ark. bébrek tiib(l hiicrelerinde ve I/R hasarinda
kaspazlarin katihmini gdstermigler.***® Kaspazlar, sistein iceren hiicre igi inaktif
bulunan proteazlardir. Apopitoziste hiicre igi sinyaller mitokondri aracilidi ile
kaspazlar aktive ederler. Aktive olan kaspazlar ise DNA baglantisini kirarak
endonikleazlarin ortaya gikmasina yol agarlar. Bundan bagka aktini yikarlar ve
hicre membraninda konfiglirasyon degisiklikleri meydana getirirler. Iskemik
hasara yanitta tubller hiicre 6limdnin anti-apopitotik Bcl-2 ailesiyle
engellendigi gésterilmistir.*’

Iskemik yanit ile meydana gelen apopitotik hiicre 8lUmunin
homeostazis’de herhangi bir faydasi olduguna dair agik bir bilgi
bulunmamaktadir. Apopitozisi engelleyen terépatik ajanlarin kullanimindan 6nce
bu sistemdeki olaylari cok daha iyi kavramamiz gerektigi aciktir.*’

2.1.4.7. Renal Iskemi-Reperfiizyonda Endotelinin Rolii

ABY; GFH ani ve siddetli digme ile karakterizedir. GFH'daki bu diismeden
sorumlu mekanizma ABY’'nin farkli tipleri arasinda dedisebilir. Bu konuda genel
bir mekanizma tanimlanmamistir. Son 15 yilda yapilan c¢alismalarda, ET-1'in
bébrek yetmezliginin patogenezinde énemli bir role sahip oldugu anlagiimigtir.
ET-1'in GFH ve RKA’'ndaki azalmadan tek sorumlu ajan olmadigi agiktir. Fakat
endotelin reseptdr antagonistleriyle yapilan deney hayvani galismalarinda basta
iskemik ABY deney modelleri olmak (izere birgok ABY tiriinde, endotelin
reseptér antagonistlerinin énemli yararlar sadladigi gérilmistir. Insanlar
lizerinde bu konudaki galismalar heniiz yetersizdir.

ET-1'in ABY ve kronik bébrek yetmezligi (KBY) fizyopatolojisinde énemli
rol oynadigina dair ciddi kanitlar vardir. Ginimuizdeki arastirmalar endotelin
reseptdr antagonistlerinin ABY ve KBY durumlarinda sagladigi énemli faydalan
ortaya koymaya yéneliktir. Renal I/R hasarinda ve diger ABY fizyopatolojilerinde
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gerek deney hayvanlarinda ve gerekse insanlarda yapilan sinirh sayidaki
galismalarda ET-1 diizeyinin arttigi gésterilmistir.*®

Endotelin reseptdr blokaji yapilarak calisilan iskemik ve iskemik olmayan
ABY deney hayvan! modellerinde, ET-1'in rolliniin agiga gikmasi konusunda ¢ok
sayida galisma yapimigtir. ET-1'in gligli ve uzun sireli damar kasic etkisi ile
ABY patogenezindeki rolliniin ve dneminin anlasiimasina, bu galismalar katkida
bulunmugtur. ABY’'nde, GFH'indaki ani azalma preglomeriiler vazokonstriksiyona
neden olur. Yapilan in vivo ve in vitro galismalarda gdsterilmistir ki, endotelyal
hiicrelerden ET-1 salinmi hipoksi ve iskemi durumlarinda artmaktadir.
Iskeminin indiikledigi ABY’'nin; plazma ET-1 konsantrasyonunda, renal doku ET-
1 igeriginde ve endotelin reseptér baglanmasinda artiglara yol agti§i rapor
edilmigtir.*® Buna ilave olarak preproET-1, ETa ve ETs reseptdrieri mRNA
ekspresyonu renal iskemiyi takiben artmistir.*® Sican ve kdpekierde renal arter
tikanmasi, aortik kross-klempleme deney modellerinde GFH’daki azalmayi
endotelin reseptér antagonistlerinin dizeltebildigi gdsterilmistir. ETg reseptorleri
vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon yapabilmelerine ragmen Kuro ve ark.
selektif ET5 reseptér antagonistlerinin sicanlarda iskeminin indlkledigi ABY'de
koruyucu rollintin oldugunu, fakat ETg reseptdr antagonistlerinin koruyucu roli
olmadigini géstermiglerdir. Bundan bagka, Matsumura ve ark. ilk defa endotelin
dénustiricid enzim (EDE)'in inhibisyonunun iskemik ABY'inde koruyucu
oldugunu bildirmislerdir.*®

Radyokontrast boya, siklosporin ve endoksin kullanilarak yapilan
galismalarda ET-1'in ABY'nin indiiklenmesinde de rol{i oldugu gdsterilmistir.*®

2.2. ENDOTELIN
2.2.1. Endotel Kaynakh Vazokonstriktorler ve Vazodilatatorier

Uzun yillar boyunca sempatik otonom sinir sisteminden salgilanan
adrenalin (A), noradrenalin (NA), renin-anjiotensin ve vazopressin gibi klasik
humoral faktorlerin direkt olarak damar diiz kasinin tonusunu dizenledigi
diisintliyordu. Ote yandan periferik vaskiler direncin bu faktérlerin etkisiyle
gergeklestigi ve bu ajanlarin etkisinin azalmasiyla da pasif olarak
vazodilatasyonun olustugu duslinlliyordu. Ancak son yirmi yida varhg
kesfedilen, damar endotelyumundan kaynaklanan faktérler sayesinde bu
distlincelerde dedisme olmustur.

Endotelyum; kalp ve diger viicut boslukar ile kan ve lenf damarlarinin ic

ylzeyini dbgeyen tek sira yassi hiicrelerden (endotel hiicrelerinden) olusan
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epitel tabakasidir. Agirhgr 70 kg olan bir erigkinde endotel hiicrelerinin sayisi
yaklagik 6x10%* olup, toplam adirligi 1.5 kg kadardir. Endotelyum, 6zellikle
kapiller endotelyum, vaskiiler permeabilite diizenleyicisi olarak énemli rol oynar
ve dolagimdaki hormonlarin etkilerini géstermede rol alir. Endotel hiicresi
membraninin bir enzimi olan anjiotensin dénusturiici enzim (ADE); anjiotensin-
I (AI)'i All'ye dénigtirdr, bradikinini ise inaktif Griinlere parcalar.

Damar endotelyumu; kan damarinin ig ylizeyinde damar diiz kas hiicreleri
ile kan hiicreleri arasinda kanin pihtilagmasini da engelleyen dnemli bir bariyer
olmanin yaninda, ayni zamanda urettidi ve salgiladii damar kasici ve damar
gevsetici ajanlar sayesinde damar tonusunun dizenlenmesinde &nemli rolii
bulunan bir dokudur.>® Bu ajanlar otokrin ya da parakrin bir tarzda etki edebilir.
Bu kabul, 1980 yiinda “Endotelyumdan salgilanan gevsetici faktér” (EDRF)
olarak bulunan ve 1987 yilinda NO oldudu anlasilan kesifle ortaya ¢ikmustir.
EDRF'nin kesfinden &6nce Moncada ve ark. tarafindan®® 1976 yilinda
endotelyumdan kaynaklanan vazoaktif madde olarak tariflenen, damar diiz kas
tonusundaki rold ile ilk defa 1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki tarafindan?
kegfedilen prostasiklin (PGI;) de damar endotelyumundan salgilanir ve
damarlarda gevseme yapar.>®

Elbette bu faktorlere zit etkisiyle endotelyumdan salgilanan damariarn
kasan faktoérler de bulunmaktadir. Ilk olarak bildirilen endotel kaynakl kasici
faktér, Fujiwara ve ark. tarafindan ileri siriilen Tromboksan-A,>3 ve Katusic ve
ark. taraflndaﬁ ortaya konan Oy"dur.>® Bunlardan baska endotel aracili
vazokonstriksiyona noradrenalin, trombin, hipoksi, damar igi basing artisi ve
mekanik gerilme de neden olur. Fakat endotelden kaynaklanan kasici faktorler
icinde sadece bir peptid olan endotelin hakkinda, arastirmalar halen devam

etmektedir.>°

2.2.2. Endotelinlerin Kesfi

1985 yilinda Hickey ve ark. sigir kiltiir ortaminda endotel hiicrelerinde
peptid yapida oldugunu duslindikleri vazokonstriktér bir ajanin oldugunu
bildirmisler.>>°® Yanagisava ve ekibi 1987 yilinda sigir endotel hiicrelerinden
cDNA klonlama yéntemiyle arindirip, aa dizisini belirledikleri bu peptide
“Endotelin” adini vermigler. 1988 yilinin ilk aylarinda ise bu buluslarni
yayinlayarak diinyaya sunmuslar.>>® ET-1'in kesfini takip eden bir sene icinde
yapisal olarak sadece 2 aa farklilik gésteren Endotelin-2 (ET-2) ve 6 aa farkliligi
bulunan Endotelin-3 (ET-3) olarak adlandirilan iki izoformu kesfedilmistir.>’
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2.2.3. Endotelin Biyosentezinin Diizenlenmesi

Kaltir endotel hicrelerinde mekaniksel ve gesitli kimyasal uyaranlarin ET-
1'in mRNA ekspresyonunu uyardigr bildirilmistir. ET-1'in olusumunu saglayan
fizyolojik uyaranlarin listesi artmaya devam etmektedir (Tablo 1). Bunlardan
trombin, AII ve vazopressin endotel hiicrelerinde fosfolipaz C'yi aktive ederek
inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diacil gliserol (DAG) olusumuna yol agar. IP;
olusumu hiicre igi kaynaklardan Ca*? salinimina yol agarken, DAG olusumu ise
protein kinaz C'yi stimile eder. Gergekten de ET-1 mRNA ekspresyonu ve
peptidinin retimi Ca*? iyonoforlan ve forbol esterleri ile uyarilir.°

Tablo 1: Gen transkripsiyonu yoluyla ET-1 dretimini etkileyen faktérler

(Kaynak 110’den diizenleme ve ekleme ile)

Hormonlar

AII
Epinefrin

Vazopressin

Kortizol
Peptidler IL-1 Adrenomedullin
TGF-8
ET-1
NF-1
Endotoksin
Fizikokimyasal Disilik shear stres | Yiiksek shear stres
Uyaranlar Hipoksi
Kan Trombin
komponentleri Okside LDL
HDL
Glukoz
Xenobiyotikler NO
PGI, ve PGE,;
Heparin
Fe*® ve Ca*?
selatérleri
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Yiksek shear stres (25 dynes/cm?) keskin bir sekilde mRNA dizeyini
azaltirken, disik shear stres (5 dynes/cm?) mRNA ekspresyonunu artirir.
Pulsatil gerilim de endotel hiicrelerinde ET-1 Uretimini artinir. Shear stres, hiicre
icine Ca*? girisini artirarak ve hiicre igi Ca*? depolarinin serbestlesmesine yol
acarak hicre ici Ca*? miktarini artirir. Boylece ET-1 uretimini artinr, ancak
shear stresin ET-1'in salinimini dlizenlemesinde birden fazla yol kullanildig:
dusunidlmektedir. Transforme edici blyume faktérii-p (TGF-B)da, niikleer
faktér-1 (NF-1) baglayici elementler aracili§i ile ET-1 sentez ve salimimini
artinr.®®  Tersine ET-1 mRNA ekspresyonunu NO, PGI,, ANP olasilikla
fosfatidilinositol difosfat (PIP,) metabolizmasini ¢cGMP araciligi ile inhibe eder.
Heparin ise, protein kinaz C inhibisyonu yoluyla azaltir.>°

Endotel hucrelerinde ET-1 mRNA seviyesinin sadece transkripsiyonel
dizenleme degil, ayni zamanda post-transkripsiyonel dizenleme ile de
azaltilabildigi ifade edilmektedir. Yari émiir calismalarinda aktinomicin-D’nin
transkripsiyonu inhibe edici etkisi kullaniimasiyla ET-1 mRNA’sinin oldukga labil
ve hicre ici yan 6mrinin yaklasik 15 dakika oldudu ortaya ¢ikmistir.>®

' —

Insan endotelin mRNAs1

212 amino asit

PreproET-1

vl(Enin:’Icq:-e ptidaz

38 amino asit BigET-1

IEndotelin Dénistiirlicli Enzim
{EDE)

21 amino asit

Sekil 2: Endotelin-1(ET-1)'in biyosentezi kaynak 57’den modifiye edilerek).
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2.2.4. Endotelin Peptidinin Biyosentezi

ET-1 cDNA dizi analizinde ilk 6nce 212 aa dizesine sahip preproET-1'in
kodlandigi ortaya g¢ikmigtir. Sekil 2’de ET-1'in biyosentez basamaklari
gdrilmektedir. PreproET-1'den, Lys®!-Arg®? ve Arg®?-Arg®® pozisyonlarinda
proteolitik olarak dibazik spesifik bir endopeptidaz yoluyla, 38 aa’lik ara peptid
olan “big ET-1" olusur. BigET-1, Trp?!- Val*? bélgesinden yeni bir endopeptidaz
tarafindan ayrilarak ET-1 olusur. Metalloproteaz yapida, 758 aa dizisine sahip,
130 kilodalton molekil adirligindaki bu enzime EDE denir. EDE-1 ve EDE-2
olmak Uzere iki tipi vardir. Fosforamidon tarafindan EDE inhibe edilerek ET-1
olusumu engellenir. EDE’lerin, bigET'i endotelyal hiicre membranindan gegisi

sirasinda pargaladidi diistinilmektedir.>°

2.2.5. Endotelin Tiirleri ve Yapisi

Endotelinlerin yapisi bir tir yilan zehirinde bulunan sarafotoksin
polipeptidine gok benzemektedir. 21 aa’e sahip, 2492 dalton agirliginda olan bu
peptid, 4 sistein kalintisi icermektedir. Sistein residileri arasinda, Cys!-Cys'® ve
Cys>-Cys*! olmak Uzere iki disllfid bagi bulunmaktadir.

Insan damar endotelyumundan sentezlenen yegane endotelin, ET-1’dir.
Kanda baglica bulunan endotelin tirl de, ET-1'dir. Sekil 2'de ET-1'in ¢ boyutlu
x-ray kristal yapisi gérilmektedir. Fakat (i¢ endotelin isopeptidi de vaskiiler d(iz
kas, kardiyak miyozit, renal tibiiler endotelyal, glomeriler mezengial, bronsial
epitelyal, glial, pitliter, makrofaj ve mast hiicrelerinde eksprese edilmistir.>®>°

insan ET-1 geni 5 ekson, 4 intron iceren, yaklasik 6.8 kb boyunda bir DNA
zinciridir. Transkrisipsiyon, S1 nukleaz korunmasiyla haritalandirilarak 98. baz

giftinde CAAT kutusu ve 31. baz ciftinde TATAA kutusu ile baslamaktadir.>®

2.2.6. Endotelin Reseptorleri ve Hiicre I¢i Sinyal Iletimi (Etki
Mekanizmasi)

Endotelinin neden oldudu etkiler baglica iki grupta incelenebilir. Ilki
vazokonstriksiyon, bronkokonstriksiyon, uterin diiz kas kasilmasi, aldesteron
sekresyonunun uyarilmasi. Bu etkileri ET-3 den oldukga guigli bir sekilde ET-1
ve ET-2 esit olarak gésterirler. Ikincisi endotelyuma bagli vazodilatasyon,
astrosit proliferasyonu, ex vivo trombosit agregasyonunun inhibisyonu. Bu ikinci
grup etkilere her (¢ endotelin de esit glicte neden olurlar. Endotelinlerin, farkl
iki grup etkilerinin olmasi, bu etkileri en az iki farkii reseptér aracilidiyla

gergeklestirdigini disltindlrtmektedir. Endotelinlerin multipl reseptérlerinin
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Sekil 3: Endotelin-1'in X-Ray yapisi (Kaynak 48’den).

varlig “cross-link (gapraz baglama) deneyleri”, “radyoligand bagdlama afinitesi”

caligmalariyla anlagildi. Daha sonraki aragtirmalarda endotelin reseptorierinin
!
cDNA’lar kodlandi ve aa dizileri ortaya gikarildi. Endotelin-A (‘ETA) reseptérii ve




Endotelin-B  (ETg) reseptori olarak adlandirilan bu reseptérlerden ETa
reseptdrine afinitesi bakimindan endotelinler, ET-1 = ET-2 >> ET-3 siralamasi
seklindedirler. ETs reseptoriine ise her (g endotelin esit glgcte afinite
gosterirler.®°

ETa ve ETg reseptérleri GTP-baglayan proteinlere (G proteinleri :G,, G,
Gs, G, gibi) baglanarak sinyal iletimini gergeklestirirler ve Fosfolipaz C (PLC)'nin
aktiflesmesiyle IP; ve DAG olusumuna neden olurlar. IP; yoluyla olusan hiicre
igi kaynaklardan Ca*? serbestlesmesine yol acarak, hizli gecici hiicre ici Ca*?
konsantrasyonunda artmaya neden olur. Sonraki devamh hiicre ici artmis

*2'un, voltaja bagh L-tipi Ca*™? kanallari veya

Ca*?’unun nedeni ise hiicre disi Ca
nonselektif reseptdr kanallari yoluyla hicre igine akmasindan kaynaklanir. ET-1
ayrica arasidonik asit metabolizmasini fosfolipaz A, ve D'yi aktive ederek uyarir.
ET-1 in kisa dénem bu islevlerinden baska vaskiler diz kas htcrelerinde,
kardiyak miyozitlerde, glomeriler mezengial hticrelerde ve diger hicrelerde
glglid mitojenik etkileri mevcuttur. Bu etkiler hiicre igi raf-1, mitojen aktive
eden protein kinaz (MAPK) ve S6 kinaz'in dahil oldugu kinaz kaskatini aktive
ederek olusur.”®

Endothelinler sekratuvar glandlarda depolanmazlar. Reglilasyonunda rol
alan en onemli faktér gen transkripsiyonundaki degismelerdir. Sekresyon

degisiklikleri gabucak ortaya gikmaktadir.

2.2.7. Plazma ve Doku Endotelin Diizeyinin Olciimii
Vaskiler tonusun parakrin regllatéri olan ET-1'in plazma dizeyi
Radioimmunoassay (RIA) veya Enzim Immuno Assay (EIA) yéntemiyle
Olglilmektedir. RIA da ET-1'e karsi yalniz bir gesit antikor kullanilirken, EIA'da
N-terminal ve C-terminal bolgelerini taniyan iki gesit antikor kullanilir. Plazma
ET-1 konsantrasyonu saglikli insanlarda 1.0-2.0 pg/ml olarak kabul
edilmektedir. Dolasimda, ET-1'den baska bir miktar bigET-1 de tespit

edilebilmektedir.*°

2.2.8. Endotelinlerin Eliminasyonu
ET-1'in dolasim konsantrasyonu vyaklasik 1-2 pg/ml'dir. Bu ise
vazokonstiksiyon olusturan esik konsantrasyon degerinden oldukga asagidadir.
Buna karsin ET-1'in damar diz kasi ylizeyinde vazokonstiksiyon olusturan
konsantrasyon tam olarak bilinmemektedir. ET-1 dolasim yoluyla etkiyen bir
hormon olmaktan gok, lokal olarak etkiyen bir otokrin, parakrin faktér olmasinin
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bir diger nedeni ise dolasimdan hizla uzaklastirlmasidir. Bir calismada
intravendz bolus tarzinda verilen ET-1'in hizla dolasimdan kayboldugu ve yari
émrinun birkag dakika oldugu tespit edilmistir. Dolagimdan hizla uzaklasan ET-
1 akciger, bobrek, karaciger ve dalaga gecger. Akcigerden bir gegiste ET-1'in
yaklagtk % 601 dolagimdan uzaklastirilir. ET-1-reseptér kompleksi
internalizasyon ile hiicre igine alinma slreci sonunda aspartik proteaz gibi
lizozomal enzimler ile pargalanir. Nétral endopeptidaz (ensefalinaz) ve lizozomal
katepsin G de ET-1'in enzimatik pargalanmasinda rol alir. ET-1'in dolagimdan
hizla uzaklagtirimasina karsin, oldukga uzun bir periyotta sirekli bir kan

basincinda yiikselmeyi saglamasinin nedeni tam bilinememektedir.*°

2.2.9. Endotelin Reseptor Antagonistleri

ET-1 glgld bir vazokonstriktér ve mitojen olarak buyilk bir ilgi odadi
olmustur. Endotelinler embriyonik gelisimde ve fizyolojik kosullarin devaminda
rol almalarinin yanisira hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, renal yetmezlik,
pulmoner hipertansiyon gibi birgok patofizyolojik durumun olusumuna ve
devamina katilirlar. Endotelin reseptdr antagonistleri 1990l yillarin basindan
itibaren bu hastaliklarda kullaniimaya baslandi. Ilk defa bu amacla ET, reseptor
antagonisti BQ-123 denendi. Faz-II farmakolojik calismalara kadar kullaniimasi
ilerletildi. Non-peptid yapisindan dolayi oral olarak kullanilabilen ETa/s reseptor
antagonisti Bosentan ise konjestif kalp yetmezligi ve hipertansiyon faz-III klinik
calismalarinda kullaniimaktadir.®® Endotelin reseptor antagonistleri tizerindeki
bu yogun galismalar, bunlarin, etkin tedavisi bugtin igin bulunmayan klinik

problemlere gelecekte katki saglayabileceklerini diisindirtmektedir.

2.2.9.1. BQ-123: ET, Reseptor Antagonisti

ilk dretilen endotelin reseptér antagonistlerinden olan BQ-123, ET,
reseptoriine karsi segici bir antagonisttir. Anyonik (g D-aa’i igeren) siklik
pentapeptid [cyclo(—D—Trp—D—Asp—Pro—D—Val—Leu—)] seklinde molekdler
yapisi mevcuttur.®® Sekil 3'de bu vyapisi gorilmektedir. BQ-123‘tn ETg
reseptorine de afinitesi vardir. Ancak ET, reseptériine olan bu afinitesi, ETg
reseptoriine olan afinitesinden bin katdan daha fazladir.® BQ-123 in ET-1'e
antagonize baglanmasi rekombinant insan ETa reseptori igin 13 nM yeterli
olurken, ETg reseptord igin 10 uM den daha fazlaya ihtiyag olmustur. Benzer
sekilde izole domuz koroner arterlerinde BQ-123, ET-1'in indlkledigi kontraktil

60

cevabl inhibe ettigi,”” ayrica anesteziye normotensif sigan modelinde ve
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normotensif géniilli insanlarda ©°

H
N
benzer sekilde ET-1'in indukledigi N\
kan basinc artisini  engelledigi He N

S 3
gésterilmistir. Ancak BQ-123'tn \¢0

peptid yapisi  oral veriligini

engellemektedir.®° N-H N
)b COOH

Sekil 4:BQ-123'lin kimyasal yapisi (Kaynak 48'den)

2.1.10. Endotelinin Bobrekte Etkileri

Hedef hiicrelerdeki endotelin reseptorlerine otokrin veya parakrin bir
tarzda etkir. Endotelin RKA, renal plazma akimi, GFH, su ve sodyum
transportunun diizenlenmesine katilir.

Sadece glomeriiler endotelyal hticre kilturinde dedil, ayni zamanda
glomertler epitelyal hicre kiltiriinde de ET-1 Gretilmistir.

Bobrekteki hiicre tiplerinden bir gogu, vaskdler ve glomeriler endotelyum,
mezengial hicreler ve tubuler epitelyal hiicreleri ET-1 sentezlerler. Sentez
yerleri; vaskiler diz kas, mezengial hiicreler, bébrek mediiller dolasim igindeki
perisitler ve (i meddller toplayici kanal hiicrelerinde daha fazla olmak lzere)
tibiler epitelyumdur. ETa ve ETg reseptor alt tiplerinin aktivasyonu, hicre
tipine bagh cevaplar uretir. Bu farkh cevaplardan dolayr ET-1'in fizyolojik bir
seviyede hem vaskiler hem de tibiler fonksiyonu diizenlemede gok yonli
rollere sahip oldugu dusuntlmektedir. ET-1, bir parakrin ve otokrin islev
gormesine karsin sivi  hacminin homeostazisinde ve arteryel basincin
diizenlenmesinde cesitli mekanizmalara katildigi gértltr. Ayrica bobrek
yetmezliginde ET-1'in roll, endotelin reseptdér antagonistleri icin potansiyel
terapotik hedefleri dustinddrir.

Renal tiibil, mezengial, glomeriler endotelyum ve mediiller interstisyum
kiltir  hicrelerinde  ET-1  sentezlenmistir.  Tim  bobrekte  yapilan
immiinohistokimyasal analizler korteksle karsilastirildiginda renal medullada ET-
1 benzeri immiinoreaktivitesinin daha ylksek miktarda oldugu agiklanmistir.
Renal kortekste; ET-1 benzeri (like) immunoreaktivitesi'nin arkuat arter,
arterioller, peritiibiller kapillerler ve venler, daha az olarak da glomeriler

kapiller ve mezengial hicrelerin yaninda proksimal tibdlin ilk kisimlarinda
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oldugu géralmustir. Bununla birlikte ET-1'in majér sentez yerinin renal
medullanin iginde oldugu ve renal medullada spesifik lokalizasyonunun ise kalin
cikan henle kulpu dis ve ig meddller toplayici tibtller ve olasilikla vasa rekta
kapilleri oldugu bildirilmistir. Ayni bdlgelerde ECE-1‘in de lokalize oldugu
bulunmustur.*®

PreproET-1 mRNA ekspresyonu Kkiiltiir bovin glomertler endotelyal
hicrelerde Northern Blot analiziyle gosterilmis. Bu expresyon bradikinin,
trombin, ATP ve PAF gibi agonistlerle artirilir (Tablo:1).

Endotelin reseptorleri, ET-1'in sentezlendigi yerlerde lokalizedirler. In vitro
radyoligand badlama calismalarinda reseptérlerin renal vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde, mezengial hicrelerde ve kilttr tibul hicrelerinde oldugu tespit
edilmigtir. In vivo galismalarda ise endotelin reseptér yogunlugunun ig
medullada daha fazla oldugu, dis kortekse dogru baglanmada azalma oldugu
gosterilmistir. Bobrekte endotelin  reseptér alt tiplerinin dagilimi ise, bu
reseptorlerin iglevleri hakkinda bazi ipuglari saglar. ETa reseptérleri baslica
vaskuler yapilarda, ETg reseptérleri ise daha gok tibdullerde bulunmustur. Ancak
ETs reseptorleri vaskiler diz kas hiicrelerinde de yer almaktadir, fakat bu
damar kasici endotelin reseptorlerinin géreceli miktarlari tire bagl olarak

degismektedir.*®

2.3. NITRiK OKSIT (NO)
2.3.1. Nitrik Oksidin Kesfi

Ferid Murad 1979'da, damar duvarindan elde edilmis dliz kas hticrelerinin,
gliseril nitrat ya da nitroprussid gibi nitrodilatatérlerce gevsetilmesi esnasinda,
hiicredeki siklik guanozin monofosfat (cGMP) dlzeyinin arttigini goéstermistir.
Furchgott, bu bilgilere dayanarak endotelden kaynaklanan bu araci maddenin
kas hicresindeki etkisini buradaki ''guanil siklaz" adli bir enzim aracilidiyla
cGMP dizeyini artirarak yapabilecegi gorlstni ortaya atmistir. Bu goris
1983'de Murad ve galisma ark. tarafindan deneysel modellerle ispatlanmis ve
bu molekiile endotel kékenli damar gevsetici madde (EDRF) adi verilmistir.®*

Moncada 1988'de NO'in damar endotel hicrelerinde L-arjinin'den

! zamanla NO'i sentezleyen farkl izoenzim

sentezlendigini gdéstermistir.*
gesitleri oldugu, farkli dokulardan sentezlendigi ve farkli etkilerinin oldugu

gosterilmistir.®?
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2.3.2. Nitrik Oksit Sentez ve Sekresyonu

Lipofilik karakterde bir gaz olan NO’in yari émri salgilanan yere ve tiire
gore dedismekte olup, 2-30 saniye kadardir. Hicre membranindan kolayca
diffiize olabilir.® Renksiz ve kokusuz olmasina karsin hem atmosferde yaygin
olarak bulunur, hem de egzoz, sigara dumani ve kirli havada bulunur.®* Suda
ok az ¢oziinen NO, vicutta biyolojik olaylarin diizenlenmesinden sorumlu bir
molekiildir.®® Reaktif nitrojen oksit cesitleri ise cevre Kkirliligi yapmasinin
yaninda kanserojenik etki de gosterir. Ayrica nitratlar terapétik kullanimi olan

énemli bir ilag grubudur.®?

2.3.3. Nitrik Oksit’in Etki Mekanizmasi ve NOS izoenzimleri
NO sitokrom p-450 rediktaz homologu olan ve nitrik oksit sentaz (NOS)
olarak bilinen flavoprotein yapidaki enzimler tarafindan olusturulur. Sitozolde
bulunan NOS, L-Arg'den NO ve sitrillin olusumunu katalize eder (Sekil 5). L-
Arg’den NO sentezi sirasinda NADPH, NOS, kalmodulin, oksijen ve diger bazi

kofaktorlere (Hem, FMN, FAD ve tetrahidrobiyopterin) gereksinim duyulur.'®5°

L-Arginin+Cy+ADPH
Hiicre 151

e < WNOS Endotel Hicresi
artig

Sitritlin+tNO+NADP

5 GTP
GC @ Hedef Hitcre (VSM hicresi, Trombosit...)

GNP J

Sekil 5: Nitrik Oksidin (NO)'in olusum ve etki mekanizmasi (Kaynak 16'dan)

NOS'nun g farkl izoenzimi olup bunlar; néronal NOS (nNOS), endotelyal
NOS (eNOS) ve indiklenebilen NOS (iNOS) olarak adlandirilir. Bunlardan nNOS
ve eNOS, yapisal (konstittiv) NOS (cNOS) olarak da bilinir.
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1- cNOS: cNOS surekli olarak olusturulan bir enzim olup, damar direncini
digtirme ve sinir iletimi gibi fonsiyonlari vardir. cNOS’lar, kofaktor olarak Ca*2-
kalmoduline bagimlidir ve hiicre igi kalsiyum dlzeyini yiikselten agonistlere iyi
cevap verir. Intraselliler kalsiyumun yiikselmesi kalmodulinin cNOS'a
baglanmasini uyarir ve aninda NO sentezlenir. Kalsiyum baglayan maddeler ve
kalmodulin inhibitérleri ile kalsiyum bagimli NO sentezi (cNOS) inhibe edilebilir.
Sentezlenen NO, esas olarak hiicreler arasi ve hticre igi haberlesmenin fizyolojik
mediatéridir.®? Normal endotelde strekli olarak diisiik diizeyde NOS aktivitesi
devam eder. Fizyolojik sartlarda endotelden NO salinmasinda baslica uyaran
shear stresdir. cNOS aktivasyonunda hiicre cevabina bagli olarak rol oynayan
diger bazi aktivatérler sunlardir: Kalsiyum iyonoforlari, elektriksel uyari,
eksitator aa’ler, histamin, bradikinin, asetilkolin, trombin, lipopolisakkarid
(LPS), adenozin difosfat, trombosit aktive edici faktér (PAF), supbstans P,
tromboksan A,, I6kotrienler ve endotelin.5®® iki tir cNOS bulunmaktadir:

a) eNOS (NOS III): ilk olarak vaskiller endotel hiicrelerinde yapisal
olarak taminlanmistir ve kalsiyum bagimlidir. Geni 7. kromozomda lokalizedir.®”
eNOS endotel hticreleri, néronlar ve barsak intertisyel hiicrelerinde bulunabilir.

b) nNOS (NOS I): cNOS’un merkezi sinir sistemine 6zgil tipi, nNOS
olarak adlandirilir. Nonadrenerjik nonkolinerjik sinir sonlarinda bulunur. eNOS
gibi kalsiyum bagdimlidir. Geni 12. kromozomda lokalizedir.®’
2-iNOS (NOS II): Endotoksinler ve sitokinler araciligi ile karaciger hiicreleri ve
makrofajlarda uyarilan bir enzim olarak tanimlanmistir. iNOS aktivasyonu,
transkripsiyonel indiksiyon yoluyla gergeklesir. Bu izoform, kalmoduline gok siki
baglanmis olmasindan dolayi, fizyolojik sinirlar iginde kalsiyum bagimli degildir.
Bazi sitokinler (interferon-Y, IL-1p, TNF-a), lipopolisakkaritler (endotoksinler)
tarafindan Uretimi uyarnlirken; TNF-p, IL-4 ve IL-10 ve glukokortikoitler
tarafindan ise inhibe edilir.5”:6%%%¢ Geni 17. kromozomda lokalizedir.®’

Endotel htcreleri, damar diiz kas hucreleri, makrofaj ve diger immin
hicrelerde, kalp kasi ve endokard hiicrelerinde, glial hiicrelerde ve karaciger
kuffer hicrelerinde iNOS’un varligi gésterilmistir. Sitokinlerin uyariimasi sonucu,
birkag saat sonra baslayan ve giinlerce siirebilen NO sentezi s6z konusudur.
Sitokinler tarafindan aktive edilmis makrofajlarin ttkettigi L-Arg’nin 1/3'G NO
tretmek igin kullanilmaktadir. iNOS toksik dlzeylerde NO (Uretebilen bir
enzimdir. Beyinde iNOS enzimi; timérler, travma, demiyelinizasyon, AIDS
demansi, Alzheimer hastaligi ve serebral iskemi gibi degisik patolojik

durumlarda tanimlanmistir.®®
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Ozellikle mezengial hiicrelerde iNOS gen transkripsiyonunun primer olarak
cAMP aktivitesine bagli oldugu bildirimistir. cAMP, NF-kB aktivasyonundaki
degismelerden bagimsiz olarak iNOS ekspresyonunu artirdigi ifade edilmektedir.
Ancak cAMP’nin iNOS Uzerine olan etkisinin stimllatér veya inhibitér olmasi
transkripsiyon faktérlerine bagl olarak hiicre tipine spesifiktir.®’

Her iki enzimatik sistem N-monometil-L-arjinin (L-NMMA), L-NAME ya da
N-nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi L-Arg analoglari tarafindan yarismali olarak inhibe
edilebilir. L-Arg ise bir NO donéri olarak sentez ve salinimini artirir. NOS enzimi
izoformlari ayni hicrede birlikte de bulunabilirler. iNOS enzimi, inflamatuar ya
da immunolojik bir uyar ile karsilastiktan sonra birkag glin boyunca yiiksek
miktarlarda NO (retebilmekte ve sonucta viicut icin toksik olabilmektedir.®2%5

Ug izoenzimin degisik hiicrelerde bulunabildigi ve uyarilabildigi tespit

edilmistir.

Tablo 2. NOS tirlerinin genel 6zellikleri (Kaynak 62'den modifiye edilerek).

eNOS nNOS iNOS
(NOSIII) (NOSI) (NOSII)
Primer diizenlenme Ca”’/Kalmodulin  Ca'*/Kalmodulin Gen ekspresyonu
Hiicre igi lokalizasyon Membran> >Sitozol Sitozol? Sitozol>>membran
NO uretim dlzeyi Dusltk(pmolar) Yiiksek(pmolar) Yiiksek(pmolar)

Sitotoksik(antimikrobial),

Fonksiyonu Hicresel sinyal Hucresel sinyal Sitostatik(antitimoral)

Sitoprotektif(hticre koruyucu)

Lokalizasyonu 79 12q 17q

Amino asit sayisi 1203 1434 1153

Uretim siiresi kisa kisa uzun

Yanit ani ani gecikmis
Glukokortikoid ile etkilesme etkilenmez etkilenmez uyarilmasi inhibe edilir

2.3.4. Nitrik Oksitin Fizyolojik ve Biyokimyasal Fonksiyonlari
NO, nitrojen gazindan olusan, tek degerlikli elektronlari olan (‘N=0),
kararli olmayan gazdir. NO, dider radikal bilesiklere gére daha az reaktif
olmasina ragmen bazi durumlarda toksik olabilir. Sulu cozeltilerde O, ile
reaksiyona girerek NO, (nitrit) ve H,O ile gok hizli tepkimeye ugrayarak (NO,)
ve nitrat (NOs) bilesiklerine déntstligu igin hicre iginde sadece birkag saniye
slresince olusur ve hemen kaybolur. Endotel tabakasinda yapilan NO hizla

plazmaya gecger ve plazmada iki tlr degisime udrar: Ya eritrosit icine girerek
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okside formu ile birlesip methemoglobin, NO, ve nitrozotioller olusur ya da
okside olmayan NO ile birlesir ve NOs'e donustr. NOy'ler ve NOs’ler, NO
dondsiminin  son  drinleri  olup  vicuttaki  NO  Uretim  dizeyinin
gostergesidir, 58:%°

NO dolasimda eritrositlerdeki hemoglobin ile, hicrede ise 0, ile
katabolize edilir. O, ile reaksiyonundan olusan ONOO™ gigli oksidan etkiye
sahiptir. Bu reaksiyon, stiperoksit dismutaz (SOD) ile O, "'nin katabolizmasindan
3 kat daha hizli gergeklesir. Dislk konsantrasyonlarda ONOO™ NO’e benzer
davranig gosterir; vasorelaksasyona, trombosit agregasyonunda azalmaya,
damar duvarina |6kosit adezyonunda azalmaya yol agarak NO donéri gibi
davranip sitoprotektif etki gosterir. Birkag um kalinliktaki porlardan rahatlikla
diffize olabilmektedir. Fakat ylksek konsantrasyonlarda ONOO™ cok toksiktir.
Sitoksik peroksinitréz asit (ONOOH) olusumuna ve bu yolla nitrojen dioksit
(NOy) ayrilmasiyla "OH toksisitesine neden olabilir (Sekil 1). 5%7°

NO‘in biyokimyasini ve biyolojik fonksiyonunu anlamak igin ilk reaksiyon
Griinleri olan NO* (nitrozonyum iyonu) ve NO™ (nitroksil anyonu) olusumunu ve
esas olan sekonder hedef etkilerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Biyolojik
sistemlerde NO oksijen, stiperoksit ve ara Urlnler ile reaksiyona girer. Olusan
reaksiyon drtnleri sirasiyla NO metabolitleri, ONOO™ ve metal-NO bilesikleri
olup indirgenme ve ylkseltgenme yoluyla hedef dokularla iliskiye girerek
sonradan gelecek reaksiyonlar desteklenir. Thiollerin (RSH/RS") hicre igi
reaktivitesi ve etkisi nukleofillerin destekledigi nitrozatif reaksiyonlar ile
gergeklesir ve sonugta S-nitrozotioller olusur. Boylece reseptorler, iyon
kanallari, enzimler ve transkripsiyon faktorlerinin yaninda gegis metalleri ve
thiolleri de iceren aktif ya da allosterik alanlar NO ileti sisteminin esas

komponentini olustururlar.®®

2.3.5. Nitrik Oksitin Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii

Cok kisa bir yari émre sahip olan NO, insan fizyolojisi ve fizyopatalojisinde
énemli bir rol oynar. NO'in baslica biyolojik etkileri sunlardir:®6:1671
*Vaskdler diiz kas relaksasyonu ile vazodilatasyon,
*Noérotransmitter [santral sinir sisteminde ve periferde nonadrenerjik
nonkolinerjik sinirlerde],
*Antiproliferatif etki; DNA sentezini baskilayarak (endotel ve damar diz
kasinda),

*Duslk konsantrasyonda eritrosit deformasyonunda artis,
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*Trombosit adezyon ve agregasyonunuda inhibisyon, doku plazminojen
aktivatori (t-PA) artisi, fibrinoliz,

*Imminomodiilatér etki,

*Lokosit adezyonun inhibisyonu, antiinflamatuar etki (NADPH oksidaz
inhibisyonu),

*Makrofaj aracilikl nonspesifik immun yanit (astim, tlseratif kolit, artrit, multipl
skleroz),

*Antimikrobial (sitotoksik) etki,

*Antitimoral (sitostatik) etki,

*Lipid peroksid radikali ile etkilesip antioksidan ve antiaterosklerotik etki
olusturur.

*0," ile etkilesipl temizlenmesi ve toksik ONOO™ olusumuna neden olur.

*Sinyal iletimi igin gereken fosforilasyonu bloke eder (Fe+3'den 2e” alip, demir
nitrozonyum katyonunu olugturur ve proteinlerde 3-nitro tirozin meydana
getirir).

NO; sindirim, sinir, kardiyovaskiler, immun ve lrogenital sistemlerde
bulunan énemli bir diizenleyici molekdl, ikinci haberci ve transmitterdir. Normal
fizyolojik fonksiyonlarinin yaninda hipertansiyon, septik sok, inme, epilepsi ve
diger nérodejeneratif hastaliklarla da yakindan iliskilidir. Yapilan ¢alismalarda,
NO’in kan basincinin ve sindirim sisteminin diizenlenmesinden, bakterilere karsi
6zgll olmayan dirence; zehirli radikallerden, karacigerin korunmasina degin bir

gok alanda vazgegilmez islevlerinin bulundugu saptanmistir.

2.3.5.1. Sinir Sisteminde NO’in Rolii

NO gaz yapisinda merkezi sinir sistemimizde biyolojik mesajci bir
molekiildiir.”* Glutamat reseptérlerinin aktive olmasi hiicre igine Ca*? akisina
neden olarak kalmodulinin aktivasyonuna ve NO Uretimine yol agar. NO’nun,
glutamatin ndérotoksik ve transsinaptik regllasyon etkilerine oldugu gibi,
6grenme ve hafiza siirecine olan etkilerine de aracilik ettigi 6ne stirtilmektedir.”?
Beyinde, 6grenme ve hafiza konusunda etkili ajanlardan birinin NO oldugu
dustnllmektedir. Fare beynindeki hipokampus bolgesindeki sinir hilicrelerinde
NO sentezi inhibe edilerek Uzun Sireli Giglendirme (LTP)'nin 6nlenmesiyle,
ayrica canli siganlarda beyin igine NO inhibitorleri verilerek 6grenme islevinin
onlenmesi gosterilerek ispatlanmistir.”®

NO, bilinen en farkli bir sinir iletim mediatoridir. Normalde, bir sinir

hicresinin uyarilmasiyla depo vezikillerinden araci madde sinaptik araliga
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dokdlir ve bu da postsinaptik hiicrede bir uyariya neden olur. NO'in ise bu
anlamda ne 6zel bir depolanma imkani ve ne de 6zel bir salinim mekanizmasi
bulunmamaktadir. NO gerektigi zaman ve yerde sentezlenip, tretildigi hiicreden
basit difizyon vyoluyla disariya cikabilmektedir. Sinir iletimindeki araci
maddelerin gogu, aa’ler veya bir takim peptitlerden olusmus olup bunlar alici
hicre ylzeyindeki 6zel reseptérler ile iligkilidir. NO ise 6zel reseptér icermez.
NO hiicre zarlarindan geger ve gevrede bulunan, ulasabilecegi her tiirlii hiicreye
girerek stoplazmanin derinliklerindeki enzimleri uyararak mesajini iletir. Bu
sinirsel araci mekanizmalarin bir 6rnegi, erkekte cinsel uyari ile penis
ereksiyonunun saglanmasi arasindaki iliskidir. Bu olayda roli olan kasik
boélgesindeki sinirler, beyinden aldiklari uyarinin sonucunda, buna cevap olarak
NO sentezlerler. NO'da gerekli bélgelerde damar gevsemesini saglayarak
ereksiyona neden olur. NO, sentezinin bloke edilmesiyle de ereksiyon

onlenebilir.®

2.3.5.2. Kardiyovaskiiler Sistemde NO’in Rolii

Asetilkolin, bradikinin, histamin ve adenin ntkleotidleri gibi maddelerin
endotel hiicresindeki bir reseptéri etkilemesiyle salinan NO'in kardiyovaskiiler
fonksiyonlarin dizenlenmesinde g¢ok o6nemli roli vardir. Damar diz kas
hicresindeki cGMP duzeyini artirmasi, hicrenin gevsemesini ve sonugta
damarin genislemesini saglar. Endotel hicrelerinden NO salinimi, GTP-iligkili
proteinler (reseptor-NOS iliskisi kurularak) araciligi ile olur. Yuzyili askin bir
stiredir angina pektoris ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan nitratlar, NO
olusumuna yol acarak etkilerini gésterirler.”* Normal damar direnci, endotel
kokenli gevseticilerin (NO gibi) ve vazokonstriktor etkenlerin (endotelin gibi)
ortak etkisiyle olusur. NO, VCAM-1 adezyon molekdlinin sentezini azaltarak
I6kositlerin endotele adezyonunu 6nler.®® Ayrica endotel permeabilitesini ve
damar tonusunu azaltarak lipoproteinlerin damar disina c¢ikisini zorlastirir.
Deney hayvanlarinda eNOS inhibisyonu aterosklerozu hizlandirmaktadir.
Aterosklerozun baslica risk faktorlerinden olan hiperkolesterolemi, diyabet,
hipertansiyon ve sigara igimi NO aktivitesinde bozulmayla iliskilidir.”®
Ateroskleroz varliginda endotele bagimli relaksasyon hem deney hayvanlarinda
hem de insanlarda belirgin bigimde azalir.* Hiperlipidemide oldugu gibi, endotel
disfonksiyonunun mekanizmalar arasinda, NO'in O,” tarafindan yikiminin
artmasi kadar, reseptér fonksiyonunun bozulmasi, endotel hicrelerinin NO

preklirséri olan L-Arg’ni alma veya metabolize etme kapasitesindeki azalma
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sayllabilir. Ayrica hiperkolesterolemik tavsanlarda endotel hicrelerinin O,”
Gretimi arttigi bildirimistir. Aterosklerotik koroner arterlerde bozulmus olan
endotelyuma badimli yanitlar vazokonstriktor yanitlari arttirabilir, lokal kan
akimini  azaltabilir ve dolasimdaki trombositlerin preaktivitasyonuna yola
acabilir.®

2.3.5.3. Bobrekte NO’in Rolii

NO normal dilrezin, natritirezin ve GFH'nin korunmasinda &nemli bir
faktérdilr. Bobrekte makiila densada nNOS predominant olarak eksprese edilir.
Makdila densada Uretilmesinin bir getirisi burada parakrin etki ile arteriolar
vaskiler tonusa ve lokal renin salinimina katkida bulunmasidir.?®> Makula
densa‘dan NOS ekspresyonunun, buraya ulasan tuz miktari ile degisip
degismedigi arastirimasi gereken bir konudur.”” eNOS arteriolar endotelde
eksprese edilir, iNOS ise buna karsilik olarak afferent arteriollin preglomeriiler
kisminda ve mesangial hiicrelerde sentez edilir.?®

Normal sartlarda renal mezengial hiicrelerde vazokonstriksiyon AII ile
uyarilir, gevseme ise NO tarafindan olusturulur. Ancak patolojik, farmakolojik
nedenlerle renal mezengal hiicrelerde iINOS ekspresyonu olur. Mezengial
hiicrelerde cAMP, iINOS'u tek basina indikler.®”

JG hicrelerde eNOS’dan sentezlenen NO, cAMP yikimini azaltarak renin
sekresyonunu artirir. Buna paralel olarak NO, cGMP'nin uyardigi protein kinaz
araciligiyla renin sekresyonunu inhibe eder.Normalde bu inhibitér etki baskin
degildir. Ancak JG hiicrelerde Ca*? aktivitesinin artmasi gibi bazi durumlarda bu

yolla renin salinimini inhibe edici etkisi ortaya gikabilir.”

2.3.5.4. Nitrik Oksitin Immun Sistemdeki Rolii

Makrofajlar, immin stimuluslara ve inflamatuar mediyatérlere NO
salgilayarak yanit verir. NO vicudun kansere karsl savunmasinda rol alir. NO
oncultd L-Arg kultir ortamindan uzaklastirildiinda, makrofajlarin  timor
hiicrelerini  6ldiirme kabiliyetlerinin  kayboldugu bildirilmistir.”* Enfeksiyon
durumunda konak yasami igin iNOS’un roll kritik bir deder tasir ve makrofajlar
tarafindan iNOS aktivasyonu olur. Leismaniazis, malarya ve tuberklloz gibi
insan igin kronik enfeksiyondan sorumlu mikroorganizmalarda major role
sahiptir.”® NO’in endotoksik sokta rolii oldugu da bildirilmis olup, iNOS

inhibitorlerinin endotoksik sokta kullaniimasi diistintilmektedir.%®7””
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2.3.5.5. Nitrik Oksitin Solunum ve Sindirim Sistemindeki Rolii

NO pulmoner damarlarin tonusunu modiile etmektedir. Inhalasyonla
akcigerlere NO gazi uygulanmasi ile pulmoner hipertansiyonu disirmek
mumkin olabilmektedir. NO gazi, deneysel kosullarda bronkospazmi yok
etmede basariyla kullanilmistir.”®

NO badirsaklarda ve akcigerlerde de nérotransmitter olarak gérev yapar.
Mide-bagirsak kanalinin dalga seklindeki kasilmasi ve gevsemesi islevinin
gevseme asamasinda NO'nun rol aldigi gdsterilmistir.®*®* Insan 6zefagus diiz
kasi peristaltizminin dizenlenmesinden baska alt 6zefagial sfinkterin, anal
sfinkterin ve yemek yeme esnasinda midenin gevsemesinde etkili oldugu
bildirilmistir.®®> Endojen NO salinimi gastrik asit sekresyonunun uyarilmasiyla

iliskili olarak mukozal vazodilatasyona énemli katkisi vardir.”®
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3- MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Gruplan

Deneylerde 48 erkek Sprague Dawley tirii sigan kullanildi. Inéni
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Aragtirma Laboratuarinda, ebeveyn
sicanlarin ciftlestiriimesiyle tarafimizdan uretilen 2,5-3 aylik (155-220 gr) geng
erigkin siganlar kullanildi. Siganlar, standart 12 saat karanlk 12 saat aydinlik,
havalandirmali, sabit isida ve her kafeste dérderli gruplar halinde bakildi.
Standart sigan pellet yemi ve musluk suyu kullanilarak beslendi.

Randomize segilen siganlardan her grupta 8 sigan bulunan 6 grup
olusturuldu:

Grup 1 (Kontrol): Bobrekte iskemi ve sonrasinda reperfiizyon
olusturulmayan ancak diger tim iskemi gruplarina uygulanan cerrahi islemlerin
hepsinin uygulandidi ve adirligina gore sadece juguler vene konan kataterden
% 5 dekstrozun verildigi deney grubudur.

Grup 2 (I/R): Kontrol grubundan farkli olarak 30 dk b&brek iskemisini
takiben 2 saat reperfiizyon uygulanan deney grubudur.

Grup 3 (L-NAME): I/R'na ek olarak 20 mg/kg dozunda L-NAME uygulanan
deney grubudur.

Grup 4 (BQ): I/R'na ek olarak toplam 1,7 mg/kg BQ-123'lin uygulandigi
deney grubudur.

Grup 5 (BQ+L-NAME): I/R'na ek olarak toplam 1,7 mg/kg BQ-123 ve 20
mg/kg dozunda L-NAME uygulanan deney Qrubudur.

Grup 6 (BQ+L-NAME+L-Arg): I/R'na ek olarak toplam 1,7 mg/kg BQ-123
ve 20 mg/kg dozunda L-NAME ve 400 mg/kg dozunda L-Arg uygulanan deney

grubudur.

Tablo 3:Deney Gruplarn

Grup 5 (BQ+L-NAME)
Grup 6 (BQ+L-NAME+L-Arg)

I/R+BQ-123+L-NAME
I/R+BQ-123+L-NAME+L-Arg

Gru“p 1 (Kohtrol) 8 Sham Opere—Kontroylk
Grup 2 (I/R) 8 I/R-Kontrol
Grup 3 (L-NAME) 8 I/R+L-NAME
Grup 4 (BQ) 8 I/R+BQ-123
8
8
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3.2. Cerrahi Uygulama

Deney glini, deney diizenedinin hazirlanmasi ve dizenek kontrollerinin
yapilmasindan sonra tartilan siganlara, 1,2 g/kg dozda intra peritoneal (i.p.)
Uratan anestezisi yapildi.

Boyun bdlgesi agilarak sol karotis artere konan katater, kalibrasyonu
yapilan basing transdiiseri (Harward EM751) yoluyla osilografa baglanarak I/R
stresince kan basinci takibi yapildi.

Acllan boyun bélgesinde, sag juguler vene yerlestirilen kateter ile deney
esnasinda % 5 dextroz solusyonu iginde gozlinen ilaglarin (BQ-123+L-NAME+L-
Arg) insllin enjektord ile yavas intra vendz (i.v.) enjeksiyonu yapildi. Grup 1 ve
2'ye ilagsiz %5 dektroz verildi. Deney siresince verilen toplam sivi miktari 200
g’lik bir sigan igin 0,4+0,4+0,4+(7x0,04)=1,48 cc'dir. L-NAME 25. dk'da, L-Arg
27. dk’'da verildi. BQ-123 29.dk'da 1 mg/kg dozda verildi ve hemen sonra
klemp acilarak reperflizyon baglatildi. Daha sonra yeterli kan dlzeyi saglamak
amaciyla grup 4, 5 ve 6'da reperflizyon slresince 15 dakika arayla 7 defa daha
0.1 mg/kg dozunda BQ-123 uygulamasi yapildi. Diger gruplara esdeger

zamanlarda sadece %05 dextroz verildi.

0.dk  {sKkE REPERFUZYON BE0.dic

2502729 dk
Sekil 6: Deney prosedri

Sol mid klavikular hattin Ust-orta abdomen bélgesinden yapilan yaklagik
1-1,5 cm kesi ile periton boslugu agildi. Bobrek ortaya gikarildi (ekspoze edildi).
Abdominal aorta ile bébrek hilusu arasina konan bulldog klemp ile renal kan
akimi kesilerek bdbrek dokusunun kanlanmasi engellendi (iskemi). Bdylece
olusturulan 30 dakikalik iskemiden sonra klemp kaldirilarak sol bobregin tekrar
kanlanmasi saglandi (reperflizyon). Deney siresince vicut sicakligi sabit
tutuldu. Sicakhk kontroll rektal prob ile yapildi. Deney siiresince cerrahi iglem
yapilan bélgelere homeostazisi saglamak igin NaCl solusyonu uygulandi.

iki saat siiren bu reperflizyon sonrasinda orta abdominal hat acilip
heparinli enjektor ile vena cava inferior'dan olabildigince kan alinip (3-7 cc)
plazmalari ayrilarak polipropilen tiplere alindi. Kan alinmasinin hemen
sonrasinda kalpten kanatilarak sigan éldurildu. Bobrek dokulari agirliklar not

edildikten sonra aliiminyum-folyo ile sariip -70°C deepfreeze'de plazmayla
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birlikte deney giintine kadar saklandi.

3.3. Ortalama Kan Basinci ,

Kan basinglari sol karotid artere yerlestirilen katetere bagh basing
transduseri (Harvad, EM751) ile osilografa (Harvad Univesal Oscillograph)
kaydedildi. Yaklagik Ortalama Kan Basinglari (OKB) hesaplamasi “diastolik

basingla nabiz basincinin Ggte birinin toplami” islemine gére'® yapild.

3.4. Biyokimyasal Analizler
3.4.1. Katalaz (KAT) Enzim Aktivitesi
Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi Aebi'nin metodu uygulanarak

1

6lguldi.® H,0,, 240 nm‘de maksimum absorbans verdiginden numuneye

eklenen H,0,, katalaz tarafindan H,0 ve O,'ye parcalanir:®°

HaO, wKATALAZ S8 N 6T vui0

Ultraviyole spektrumda H,0,'nin bu dénisiimi absorbans azalmasi
seklinde kendini gdsterir. Absorbanstaki bu azalma katalaz enzim aktivitesi ile
dogru orantilidir. Absorbansi H,0, ile 0.500’e ayarlanmis pH 7 deki 50 mM
fosfat tamponuna, numune eklenmesiyle 240 nm dalga boyunda absorbansdaki
dligus 15 sn araliklarla kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans
azalmasi dikkate alindi. Sonuglar k/g protein olarak ifade edildi.

k = [2.3 x log (OD,/ OD3)] / 30 (sn)

3.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi
Siperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi au;ufrm nitroblue
tetrazolium (NBT) ile ortaya g¢ikan Oy ™nun indirgenmesi esasina dayanir.8%%?
Ortamdaki Oy‘lari, NBT'yi indirgeyerek renkli formasyon olusturur. Bu
kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. SOD enzimi ortamda
bulunmadidinda daha koyu bir mavi-mor renk degisikligi meydana gelirken,
ortamda SOD enzimi bulundugunda ise enzim miktarina bagli olarak daha acik
bir renk degisikligi meydana gelmektedir.
Bir SOD enziminin aktivitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe
eden enzim aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.
Enzimin % inhibisyonu = (Absys: — AbSnum) / Absks: x 100
3.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enziminin Aktivitesi
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Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) enzim aktivitesi Paglia ve
arkadaslarinin metodu uygulanarak &lgiildi.®* GSH-Px, H,0, varlifinda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) vyiikseltgenmesini katalizler.
H20,'in bulundudu ortamda GSH-Px'in olusturdugu GSSG, glutatyon rediktaz ve
NADPH yardimiyla tekrar GSH olusturulur. GSH-PX enzim aktivitesi; NADPH’In
NADP*'ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm'de
okunmasiyla hesaplandi.

H,0,

NADP*+H*<
Sekil 7: GSH-Px dongiisii.®®

Enzim Unitesi; Birim zamanda okside olan NADPH’in mikromol miktaridir.

Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.4.4. Ksantin Oksidaz (XO) Enziminin Aktivitesi
Ksantin Oksidaz (XO, EC 1.1.3.22) enzim aktivitesi Prajda ve Weber
metodu uygulanarak 8lgiildii.®> Metoddaki XO aktivitesi; numunede bulunan
XO’in ortamdaki ksantinden Urik asit olusturmasi temeline dayanir. Olusan Urik
asit miktari, %100'lik TCA solisyonunun eklenmesi ile stabilize edildi.
Spektrofotometrede 293 nm dalga boyunda absorbans degeri &lgiliir. Bdylece
30 dakika igerisinde Uretilen Urik asit miktari belirlenir ve aktivite U/mg protein

cinsinden ifade edildi.

3.4.5. Miyeloperoksidaz (MPO) Enziminin Aktivitesi

Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Gallin ve arkadaslari
ile Wei ve arkadaslarinin metoduna gére olgiildii.®® MPO, hasarlanan dokuya
I6kosit gegisinde aktivitesi artan bir enzimdir. H,0,'in, CI" varliginda MPO
enzimiy]e hipoklorata (HOCI) dénlsmesi prensibine dayanir. %0.5'lik
Hexadectyltrimethyl ammonium bromid (HDTMAB) ile homojenize edilen
dokular 3220 rpm‘de, 45 dakika, +4°C’'de sar)trifl'jj edildi. 510 nm’de 5 dakika
boyunca absorbans artisi kaydedildi. - Lineer aktivite artisinin gézlendigi
absorbans degerleri hesaba katildi. Substrat olarak 4-aminoantipyrine/phenol
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solusyonu kullanilarak aktivite tayini yapildi.

1 enzim Unitesi; 25 °C’de 1 dakikada lpmol H,0.'yi harcayan enzim
olarak ifade edildi. '

U/L = [A OD /A t (dakika)] x (3/0.2)] x F

3.4.6. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarinin Tayini
Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile galisildi.®” En ¢ok kullanilan lipit
peroksitasyon tayin ydntemidir.®® Asidik ortamdaki tiyobarbitirik asit ile 90-
950C'de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe renkli
kromojen meydana getirir. Onbes dakika sonra hizla sojutulan numunelerin
absorbanslari 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.

Sonuglar nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

3.4.7. Protein Karbonil (PC) Miktar Tayini
Metod; karbonil grubunun 2,4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona girerek

2,4-dinitrofenilhidrazon olusturmasi prensibine dayanir.®®

Protein-C=0 ——————® Protein-HCH-OH
Protein-C=N-Protein —————p Protein-HCH-NH-Protein

2,4-dinitrofenilhidrazin oksidasyona maruz kalmis proteinlerde agiga cikan
karbonil gruplarinin gosterilmesinde kullanilan ajandir. 2M HCI igerisinde
hazirlanan 2,4-dinitrofenilhidrazin solUsyon'{Jnun homojenattaki karbonil icerigi
ile reaksiyona girmesi saglanmis, etanol/efil asetat karigimi ile yikanan gokelti
bir sonraki asamada 100 mM NaOH ¢ozeltisi igerisinde ¢dziilmesinden sonra 360
nm’'de spektrofotometrik olarak 6lglim yapilmistir. Sonuglar; nmol/mg protein

olarak hesaplanmistir.

3.4.8. Nitrik Oksit (NO) Miktarinin Tayini

Vicutta Uretilen NO saniyeler iginde okside olarak énce azot diokside
(NO2) sonra NO,” ve NO3™ déniiglir. Bu olusum su sekilde gergeklegir:®°

2NO + O, » 2NO;

2NO; + H,O —————p HNO; + HNO3

Doku homojenatindaki spesifik olmayan reaksiyonlar meydana gelmesini
onlemek igin homojenatlari 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat
konsantrasyonlari Griess reaksiyonu ile belirlendi.®® Total nitrit (nitrit + nitrat)
konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirildi. pH

9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapl kadmiyum graniilleri deproteinize
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numune slpernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediksiyonu
saglandi. Uretilen nitrit; sulfanilamid ve buna bagli N-naphthylethylene diamin
(NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olugan pembe rengin 545 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi. Sonugta elde edilen nitrit
konsantrasyonu ilk konsantrasyondan gikarilarak nitrat miktari belirlendi.

3.4.9. Protein ‘fayini

Enzim aktivitelerinin 6lgiminde olgit olarak kullanilan protein tayini
Lowry metoduna gére galisildi.®® Derisik alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi,
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) indirger.
Amino asitler ve dipeptidler bu reaksiyonu vermezler. Alkali ortamda aktif olan
Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi, asit ortamda dayanikiidir. Olusan menekse
renginin koyulugu ile orantili protein konsantrasyonu vardir.

Numuneler kére karsi 700 nm’de okundu.

Protein (mg/mL) = grafikten okunan deger x faktér

F (faktor) = standart hacmi (0.5 mL)/numune hacmi (0.010mL) = 50

Not: Faktér, kullanilan numunenin miktarina gére degisir. Kullanilan

numunenin miktar degisikligi distile su hacmi ile ters orantili olarak pipetlenir.

3.5. Diger Biyokimyasal Analizler
Plazma BUN, Kreatinin (Cr) ve Na* degerleri ticari Olympus kitleri
kullanilarak bir otoanalizator ile (Olympus AU600) 6lguld.

3.6. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler “SPSS 10.0 for Windows” ile yapildi. Veri dagilimi
uygunlugu non-parametrik testlerden “one-sample Kolmogorov-Smirnov Testi”
ile  dederlendirildi.  Normal dagiim  gdsteren gruplarda, gruplarin
karsilastirilmasinda parametrik testlerden “one-way ANOVA Testi” ve “Post Hoc”
testlerden “LSD” kullanildi. Grup ici karsilastirmalarda “pair-T testi” ve
“Wilcoxon Testi” uygulandi. Normal dadilim gdstermeyen gruplarda non-
parametrik testlerden “Kruskal-Wallis Varyans Analizi” kullanildi.

Degerler ortalama + standart hata olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik

icin p<0.05 olan degerler anlaml olarak kabul edildi.
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4- SONUGLAR

4.1. Ortalama Kan Basinci Sonuglari
Deney siresince kayit edilen kan basinci degisiklikleri Grafik 1 ve Grafik 2
de yer almaktadir. Gruplara gore deney siiresince OKB dederleri tablo4 de

verilmistir.

Tablo 4: Gruplara gére OKB degerleri. Sonuglar mmHg cinsinden ortalama=+
ortalamanin standart hata olarak verilmistir.

‘ k Grup 1 Grup 2 Grup 3 ékrup 4 Gerukp 5 . Grup 6 4
Gruplar | (Kontrol) (I/R) (L-NAME) (BQ) (BQ+L-NAME) | (BQ+L-NAME
‘ | +L-Arg)

102.6+3.1 | 101.3£4.) | 99,3439 97.4 +4.3 106.1 + 2.8 102.2+1.4
991 £ 42 80.3+5.6 87.5+4.3 93753:6.3 94.5'+'3.3 98.5+4.2
105:2 + 3.6 | 97.8+5.9 1| 102,1+4.9'] 102.6+4.3 9816t 2.9 96.2 + 3.4
96:9553.8 91.2+£5.1 | 152.5+49 | 1044+ 4.4 147.0+5.2 1199+ 4.2
98.8 +3.1 9808 = 312001 580 =551 11100, 14 8T8 151.6 #4559 29.2 +2.8
95.0% 438 W0/ 208 | 66 68" 93183+ 38.2 146.5+ 4.3 124.1 + 3.0
89.6 + 3.6 | 103.0/+3.9'| 158.6+6.8 | 86.9+4.3 148.8+7.1 125.4 + 3.1
88.3+3.7 | 109.5+5.7 | 152.3+7.5 | 82.3+5.5 148.1+5.1 121.4+4.0

Preiskemi déneminde ve iskeminin 25. dakikasindaki yapilan OKB
dlgimlerine goére gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu. Iskeminin 1.
dakikasinda yapilan 6lglimlere géreyse I/R grubu Kontrol ve BQ+L-NAME
gruplarindan anlamli olarak diisiik OKB degerine sahipti (p<0.05).

Reperflizyonun 1. dakikasinda L-NAME ve BQ+L-NAME gruplarinin OKB
degerleri Kontrol, I/R, BQ ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina gére anlamli olarak
ylksekken (p<0.05), ayrica BQ+L-NAME+L-Arg grubu OKB degeri Kontrol, I/R
ve BQ gruplarindan anlamli olarak yiiksekti (p<0.05). Reperfiizyonun 1.
dakikasinda Kontrol, I/R ve BQ gruplari arasmdé OKB agisindan anlamli bir fark
yoktu.

Reperflizyonun 5. dakikasinda L-NAME, BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-
Arg gruplarinin OKB dederleri, Kontrol, I/R ve BQ gruplarina gére anlaml
olarak ylksekti (p<0.05), ayrica L-NAME grubu BQ+L-NAME grubu harig
digerlerinden anlamli olarak ylksek (p<0.05) ve ayrica BQ+L-NAME grubu
BQ+L-NAME+L-Arg grubundan anlamli olarak daha ylksek OKB dederine
sahipti (p<0.05). Kontrol, I/R ve BQ gruplari arasinda reperfiizyonun 5.
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dakikasinda ¢lglilen OKB degerleri agisindan anlamli bir fark bulunmamaktaydi.

Reperflizyonun 30. dakikasinda Kontrol, I/R ve BQ gruplar arasinda
olglilen OKB dederleri agisindan anlamli bir fark yoktu. Fakat L-NAME grubu
diger gruplara goére anlaml olarak yiiksek (p<0.05), Kontrol, I/R ve BQ
gruplarinin OKB degerleri ayrica BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina
gére anlamli olarak distk (p<0.05), ve BQ+L-NAME grubu L-NAME grubu harig
diger gruplara gore anlamli olarak daha yiiksek OKB degerine sahipti (p<0.05).

Reperflizyonun 60. dakikasinda Kontrol grubu OKB dederi L-NAME,
BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina gére anlaml olarak duastk
(p<0.05), I/R grubu ise BQ grubundan anlamli olarak yiksek Kontrol disindaki
diger gruplardan anlaml olarak dusik (p<0.05), L-NAME grubu ise BQ+L-
NAME grubu diginda diger gruplara gore anlamli olarak yiliksek (p<0.05) ve
BQ+L-NAME+L-Arg grubu L-NAME ve BQ+L-NAME gruplarina gére anlamli
olarak ytiksek, diger gruplara gore ise dusiik OKB degerine sahipti (p<0.05).

Reperflizyonun 120. dakikasinda Kontrol ve BQ gruplari arasinda anlamh
bir fark bulunmamaktadir. Fakat Kontrol ve BQ gruplari OKB degerleri I/R, L-
NAME, BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina gére anlamli olarak
disik (p<0.05), I/R grubu ise ayrica L-NAME ve BQ+L-NAME gruplarindan
anlamli olarak dislk (p<0.05), L-NAME grubu da ayrica BQ+L-NAME+L-Arg
grubuna goére yilksek (p<0.05) ve BQ+L-NAME grubu da ayrica BQ+L-
NAME+L-Arg grubuna gére anlamli olarak yiksek OKB dederine sahipti
(p<0.05).

Kontrol grubunda; preiskemi ve iskeminin 25. dakikasina gore,
reperfliizyonun 60. ve 120. dakikalarindaki OKB’de anlamli disis (p<0.05)
goéruldi. Ayrica iskeminin 25. dakikasina gore, reperfiizyonun 1. dakikasinda
anlamli diists saptandi.

I/R grubunda; iskeminin 1. dakikasi ile reperflizyonun 5., 60. ve 120.
dakikalar karsilastirildiginda anlamli olarak OKB artisi (p<0.05) izlenirken,
preiskemi ve iskeminin 25. dakikasi ile reperflizyon dénemi arasinda OKB
dederleri agisindan anlamli bir fark bulunmadi.

L-NAME grubunda; tim reperfliizyon donemi, preiskemi ve iskemi
donemlerine gére OKB'leri anlamli yliksek (p<0.001) bulundu.

BQ grubunda; reperflizyonun 60. ve 120. dakikalarindaki OKB degerleri
iskeminin 25. dakikasina gére anlamli olarak digsts, reperfiizyonun 1. ve 120.
dakikalarindaki OKB degerleri preiskemi dénemine gére anlamli olarak disis
(p<0.05) gésterdi.

45



BQ+L-NAME grubunda; reperfiizyon dénemihdeki OKB dederleri iskemi ve
preiskemi dénemlerine gore anlamli olarak yiiksekti (p<0.001).

BQ+L-NAME+L-Arg grubu reperfiizyon dénemindeki OKB degerleri iskemi
ve preiskemi dénemlerine gére anlamli olarak yiiksekti (p<0.001).

Asadida osilograf kan basinglari kayitlarindan érnekler bulunmaktadir:

Resim 1: Kan basinci kayit 6rnekleri.

46



Kontrol R L-NAME BQ BQH.-NAME BQH.-

NAME+L-Arg
NG Z
Grafik 1: Ortalama kan basinci (OKB) degisikliklerinin grup grup, siitun olarak
gosterimi.
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Grafik 2: Deney siiresince izlenen ortalama kan basinci degisiklikleri.
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Gruplarin ortalama KAT, SOD, GSH-Px ve XO enzim aktiviteleri tablo 5'de
standart hatalari ve p dederleri ile verilmistir. MPO enzim aktivitesi, TBARS, PC,
NO duzeyleri standart hatalari ve p dederleri ile birlikte tablo 6’de verilmistir.

KATALAZ (KAT)

k/g prot

Grafik 3: Bobrek dokusu katalaz (KAT) enzim aktiviteleri.

Bébrek KAT enzim aktiviteleri Kontrol grubunda ortalama 1.258 + 0.044,
I/R grubunda 1.197 £ 0.072, L-NAME grubunda 1.066 + 0.065, BQ grubunda
1.463+ 0.070, BQ+L-NAME grubunda 1.255 + 0.049 ve BQ+L-NAME+L-Arg
grubunda ise 1.318 * 0.070 k/g prot olarak tespit edildi (Grafik 3).

Kontrol grubu KAT aktivitesi L-NAME grubundan istatistiksel olarak
anlaml ylksekken (p<0.05), BQ grubundan anlamli olarak dugstktii (p<0.05).
Katalaz aktivitesi I/R grubunda BQ grubuna gére anlamli olarak dugikti
(p<0.05). Dider gruplar ile I/R grubu arasinda anlaml bir fark yoktu. L-NAME
grubu KAT aktivitesi I/R grubu disinda diger tim gruplardan anlamli olarak
distik oldugu tespit edildi (p<0.05). BQ grubu KAT aktivitesi BQ+L-NAME+L-
Arg grubu disinda diger tim gruplardan anlamh olarak yiiksekti (p<0.05).
Katalaz aktivitesi BQ+L-NAME grubunda BQ grubundan anlamli olarak diglk
(p<0.05), L-NAME grubundan ise anlamh olarak yiksek olarak ©&lguldi
(p<0.05). BQ+L-NAME+L-Arg grubu KAT aktivitesinde L-NAME grubuna gore
anlamli artis vardi (p<0.05).
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i SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)
0.3
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Grafik 4: Bobrek dokusu stliperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri.

Bobrek SOD enzim aktiviteleri; Kontrol grubunda ortalama 0.190 +
0.013, I/R grubunda 0.184 + 0.014, L-NAME grubunda 0.178 = 0.012, BQ
grubunda 0.241 + 0.014, BQ+L-NAME grubunda 0.206 + 0.010 ve BQ+L-
NAME+L-Arg grubunda ise 0.212 + 0.096 U/mg prot olarak hesaplandi (Grafik
4).

Boébrek dokusu SOD enzim aktivitesinin BQ grubunda Kontrol, I/R, L-
NAME ve BQ+L-NAME grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttigi tespit
edildi (p<0.05). Doku SOD enzim aktivitesi agisindan BQ grubu ile BQ+L-
NAME+L-Arg grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamaktaydi.

=
Ulg prot

2
1.8 T
36—
1.4 -
12

GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px) 3

Grafik 5: Bobrek dokusu glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri.
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Bobrek dokusu GSH-Px enzim aktiviteleri; Kontrol grubunda ortalama
1.177 £ 0.053, I/R grubunda 1.585 + 0.063, L-NAME grubunda 1.526 %+
0.071, BQ grubunda 1.508 + 0.060, BQ+L-NAME grubunda 1.350 + 0.104 ve
BQ+L-NAME+L-Arg grubunda ise 1.719 *+ 0.169 U/g prot. olarak tespit edildi
(Grafik 5).

Kontrol grubuna gére GSH-Px aktivitesi; I/R, L-NAME, BQ ve BQ+L-
NAME+L-Arg gruplarinda anlaml olarak yiiksekti (p<0.05). Doku GSH-Px
aktivitesi BQ+L-NAME+L-Arg grubunda BQ+L-NAME grubuna gére anlamli
olarak yuksekti (p<0.05).

KSANTIN OKSIDAZ (X0)
Ulg prot

3

25

Kontrol IR : BQ+ L- BQ+L-
NAME  NAME+L-
Arg

&

Grafik 6: Bobrek dokusu ksantin oksidaz (XO) enzim aktiviteleri.

Bdbrek XO enzim aktiviteleri Kontrol grubunda ortalama 1.297 + 0.097,
I/R grubunda 2.221 + 0.180, L-NAME grubunda 1.737 + 0.148, BQ grubunda
1.784 + 0.166, BQ+L-NAME grubunda 1.527 £+ 0.129 ve BQ+L-NAME+L-Arg
grubunda ise 1.695 + 0.103 U/g prot olarak bulundu (Grafik 6).

Kontrol grubu XO aktivitesinin I/R, L-NAME ve BQ gruplarina gére
anlamli olarak dustk oldugu tespit edildi (p<0.05). Doku XO aktivitesinin I/R
grubunda diger tim gruplara gére yuksek oldugu gériildii (p<0.05). Diger
gruplar arasinda XO aktivitesi agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark

yoktu.
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MiYELOPEROKSIDAZ

Grafik 7: Bobrek dokusu miyeloperoksidaz (MPO) enzim aktiviteleri.

Bobrek dokusunda MPO enzim aktiviteleri; Kontrol grubunda ortalama
51.28 + 4.10, I/R grubunda 120.11 + 4.97, L-NAME grubunda 115.19 +
8.98, BQ grubunda 73.21 £ 5.59, BQ+L-NAME grubunda 104.86 + 12.37 ve
BQ+L-NAME+L-Arg grubunda 99.34 + 10.56 mU/g prot olarak hesaplandi
(Grafik 7).

Boébrek dokusu MPO enzim aktivitesi I/R, L-NAME, BQ+L-NAME ve BQ+L-
NAME+L-Arg gruplarinda Kontrol ve BQ gruplarina goére istatistiksel olarak
anlamli artis gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise
anlamli bir fark bulunmamaktadir.

nmollg yas

Grafik 8: Bobrek dokusu tiobarbitiirik asit reaktif substans (TBARS)
dizeyleri.
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Bobrek TBARS seviyeleri Kontrol grubunda ortalama 41.184 + 4.187,
I/R grubunda 77.473 + 5.319, L-NAME grubunda 72.933 * 4.748, BQ
grubunda 50.543 £ 4.109, BQ+L-NAME grubunda 55.294 + 8.089 ve BQ+L-
NAME+L-Arg grubunda ise 44.121 + 4.123 nmol/g yas doku olarak hesaplandi
(Grafik 8).

Bobrek dokusu TBARS seviyesi I/R ve L-NAME gruplarinda Kontrol, BQ,
BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina gére istatistiksel olarak anlamli
artis gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Dider gruplar arasinda ise anlamli bir
fark bulunmamaktadir.

PROTEIN KARBONIL

Grafik 9: Bébrek dokusu protein karbonil (PC) miktarlari.

Bobrek PC miktari; Kontrol grubunda ortalama 1.187 + 0.145, I/R
grubunda 2.479 + 0.152, L-NAME grubunda 2.366 % 0.152, BQ grubunda
1.902 + 0.117, BQ+L-NAME grubunda 2.267 £ 0.132 ve BQ+L-NAME+L-Arg
grubunda ise 1.878 + 0.148 nmol/mg prot olarak saptandi (Grafik 9).

Bébrek dokusu PC seviyesi I/R ve L-NAME gruplarinda Kontrol, BQ ve
BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina gore, BQ, BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-Arg
gruplari Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml artis gésterdigi tespit
edildi (p<0.05). Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Grafik 10: Bobrek dokusu nitrik oksit (NO) diizeyleri.

Bobrek NO dizeyleri sirasyla; Kontrol grubunda ortalama 134.957 +
7.090, I/R grubunda 171.770 + 8.187, L-NAME grubunda 122.626 + 9.897,
BQ grubunda 162.772 + 10.485, BQ+L-NAME grubunda 127.494 + 9.198 ve
BQ+L-NAME+L-Arg grubunda ise 173.348 + 10.272 nmol/g yas doku olarak
hesaplanmistir (Grafik 10).

NO dizeyi I/R, BQ ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarinda Kontrol, L-NAME
ve BQ+L-NAME gruplarina gére anlamli olarak ytiksekti (p<0.05). Gruplar arasi
bagka bir anlamlilik bulunmamaktaydi.
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4.3. Diger Biyokimyasal Parametreler

Plazma BUN, Cr ve Na dederlerinin grafikleri sirasiyla tablo 11, 12 ve
13’de verilmistir.

Plazma BUN dederleri Kontrol grubunda 34.5 + 4.39, I/R grubunda 41.6 +
4.53, L-NAME grubunda 43.0 + 3.42, BQ grubunda 30.5 + 1.78, BQ+ L-NAME
grubunda 38.7 + 2.39, BQ+L-NAME+L-Arg grubunda 52.3 * 4.21 mg/dL olarak
bulundu.

Plazma BUN degerleri Kontrol, I/R ve BQ+L-NAME gruplarinda BQ+L-
NAME+L-Arg grubuna gére (p<0.05), BQ grubunda da I/R, L-NAME ve BQ+L-
NAME+L-Arg gruplarina gére anlamli olarak dusuk oldugu (p<0.05) tespit
edildi. Diger gruplar arasinda plazma BUN degerleri acgisindan anlamli fark
saptanmadi.

Plazma Cr degerleri Kontrol grubunda 0.68 + 0.07, I/R grubunda 0.86 +
0.10, L-NAME grubunda 0.84 + 0.10, BQ grubunda 0.68 + 0.06, BQ+ L-NAME
grubunda 0.67 + 0.06, BQ+L-NAME+L-Arg grubunda 0.58 + 0.05 mg/dL olarak
bulundu.

Plazma Cr dederleri BQ+L-NAME+L-Arg grubunda I/R ve L-NAME
gruplarina gére anlamli olarak azaldigi (p<0.05) bulundu. Diger gruplar
arasinda plazma Cr dederleri agisindan anlamli fark saptanmadi.

Plazma Na* degerleri Kontrol grubunda 140.8 + 1.4, I/R grubunda 140.8
+ 0.8, L-NAME grubunda 146.4 + 2.0, BQ grubunda 132.6 + 3.4, BQ+ L-NAME
grubunda 140.7 + 2.2, BQ+L-NAME+L-Arg grubunda 140.4 + 1.0 mmol/L
olarak bulundu.

Plazma Na' dederleri L-NAME grubunda BQ ve BQ+L-NAME+L-Arg
gruplarina gére anlamlh olarak arttigi (p<0.05) gériildi. BQ grubu plazma Na*
degerlerinin ise tim gruplardan anlamli olarak disiis gésterdigi (p<0.05)
saptandi. Dider gruplar arasinda plazma Na* degerleri agisindan anlamli fark

saptanmadi.
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Grafik 11: Plazma BUN seviyeleri.
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Grafik 12: Plazma kreatinin dlzeyleri.

mmol/L PLAZMA Na

Grafik 13: Plazma Na seviyeleri.
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5- TARTISMA

5.1. Renal iskemi-Reperfiizyon Hasari

Bobrekte I/R hasari ile ortaya gikan ABY birgok ameliyatta, ameliyat
sonrasi komplikasyon olarak, transplantasyon amac ile bébreklerin vericiden
alindiktan sonra transferi esnasinda ortaya gikan 6nemli bir problemdir.
Endikasyonu olan hastalara transplantasyon vazgegilemez bir operasyon
oldugundan yapilacak en 6nemli katkilar bu islemler esnasinda veya sonrasinda
agiga gikacak problemleri 6nlemenin garesini bulmaktir. Bu problemi ortadan
kaldirmak veya en azindan hasari minimum duzeye indirmek igin yillardan beri
birgok caligma yapilmaktadir. Bu galismalarin biyik bir codunlugu yeni
kimyasal ajanlarin denenmesi seklinde olmaktadir. Bu baglamda bircok bilinen
veya yeni saptanmig maddelerin denenme islemleri stirmektedir.

Renal I/R RKA'da, GFH'da, glomeriiler kapiller ultrafiltrasyon katsayisinda
(Kf) azalma ve tubiler disfonksiyon ile karakterizedir. Tibiler disfonksiyon;
NaCl reabsorbsiyonunda azalma, hiicre dékintileri ve atiklarin meydana
getirdigi obstriksiyon, tlbul epitelindeki hasardan dolayi glomeriler filtratin
geri sizmas! ile karakterizedir. Bunun sonucunda, idrar atiminda artma,
natritirezis ve idrarin konsantrasyon yetenedinde bozulma olur.’* I/R’un
patofizyolojisine birgok medyatér katilabilir: Pirin metaboliteri, ROT, vazoaktif
maddeler (Endotelin, AII, tromboksan A, prostaglandinler ve NO) gibi.

5.2. Renal Iskemi-Reperfiizyon Hemodinamigi

Bu deneysel galismada sol bcbrekte yapilan iskemi sonucu, beklenen en
o6nemli fizyolojik cevap dokuya kan akimi gegisinin kesilmesine bagl olarak
renin salgilanmasinin  artmasidir. Ancak renin, arter ve ven birlikte
klemplendiginden dolasima gegemeyecektir. Olasilikla; dokuya (sol bobrege)
kan gitmemesi, refleks etkiyle bir miktar vazodilatasyon meydana gelmesine
neden olur ve kan basinc bir miktar diser. Kontrlateral (sag) bébrekte ise
iskeminin baginda meydana gelen vazodilatasyon ile sag renal kan akimi
artacaktir. Kan akiminin artmasi renin salinimini ve dolayisiyla AIl salinimini
azaltarak OKB’nin bir miktar dismesine katkida bulunacaktir. Bu durumda
santral mekanizmalarin devreye girmesiyle iskeminin ilerleyen dakikalarinda
kontrlateral bobrekte renin, AII salgilanmasi artar ve OKB normal diizeylerde
seyreder (Grafik: 1,2)
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Reperflizyonda ise iskemik bobrekte biriken renin klempin kaldiriimasiyla
dolagima gececek ve AIl yapimini artiracagindan OKB'yi artiracaklardir.
Hipoksinin ve AlI'nin stimile etmesiyle artan ET-1 yapimi, renal
vazokonstriksiyonu daha da artiracaktir. Deney grafiginden de gériilecegi gibi
(Grafik 2) reperfiizyonun ilerleyen dakikalarinda OKB kontrol grubunda azalma
egilimi gostermesine karsin, I/R grubunda artis olmaktadir. Reperflizyonun
120. dakikasinda I/R grubundaki OKB artisi kontrol grubuna goére anlamli
olarak yiiksektir. Renal I/R durumlarinda plazma ve doku AIl ile ET-1
duzeylerinin arttigi bildirilmigtir.'®°2%3% Artan AIl ve ET-1 OKB'de artmaya
neden olur.

Iskemi gruplarinda bu mekanizmalar islerken kontrol grubunda ise iskemi
oncesi ve iskemi donemi arasinda anlamli bir farkliik bulunmamaktadir. Ancak
I/R gruplarindan farkli olarak reperflizyonun ilerleyen dakikalarinda olasilikla
anestezi etkisiyle ve/veya metabolizmanin yavaslamasindan dolayr OKB’de bir
disme egilimi gérilmektedir.

Bir calismada kronik L-NAME uygulamasinin erkek ve disi siganlarda
OKB'yi kontrole gére belirgin artirdigi bildiriimistir.?® Calismamizda ise akut
olarak L-NAME uygulamasinin kan basincini diger tiim gruplarin Gstiinde
artirdigi gorilmektedir. L-NAME grubunda OKB'deki yiikselis ET, reseptdr
antagonisti BQ-123’ln verilmesiyle bir miktar dismesinin yani sira, NO donérii
olan L-Arg de ilavesiyle daha da belirgin bir diismeye neden olmaktadir.
Reperflizyon sonunda BQ+L-NAME+L-Arg grubu ile I/R grubu OKB diizeyleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Bundan da anlasilacagi gibi,
renal reperflizyonda L-NAME'in olusturdugu hipertansiyonu ancak BQ-123 ve L-
Arg’in birlikte uygulanmasi buytk olgtide azaltti.

Selektif ETa reseptér antagonisti BQ-123'lin sistemik vazodilatasyona ve
plazma ET-1 konsantrasyonunda anlamli olmayan degismelere yol actidi
bildiriimektedir.”® Grafik 1 ve 2'de gorilecedi gibi BQ-123lin I/R grubunda
olusan OKB'deki yiikselisi antagonize ettigi ve hatta istatiksel olarak anlamli
olmasa da kontrol grubundan da daha fazla digiirmekte oldugu gériilmektedir.
Bunu da sadece ET, reseptériini bloklayarak ET-1'in etkisini ortadan
kaldirmakla izah etmek oldukga zordur. Clnkl I/R'da salinimi artan basta AlI
olmak Uzere bagka vazokonstriktér ajanlar da vardir. Oyleyse, ET, reseptor
antagonisti, bu etkisini olasi bazi vazodilatatér ajanlarin salinimi artirarak

gergeklestirdigi soylenebilir.
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5.3. Renal iskemi-Reperfiizyonunda Antioksidan Enzimler

KAT, SOD ve GSH-Px birbirini tamamlayici 6&zelligine sahip olan
antioksidan enzimlerdir. Antioksidan enzimler oksidatif stresin artti§i kosullarda
kompansatuvar bir mekanizma olarak devreye girebilmektedir. Aktivitesi
ve/veya miktari azalan bir enzimin katalizledigi reaksiyon baska bir enzim
tarafindan katalizlenebilmekte veya zararli olan substrat farkli bir yola
yonlendirilebilmektedir.

Sonuglara toplu olarak bakildiginda iskemik durumda bdbrek dokusunda
SOD aktivitesinin degismedigi KAT aktivitesinin anlamli olmayan bir sekilde
azaldigi, GSH-Px aktivitesinin ise anlamli bir sekilde arttigi gézlenmektedir.
Dikkat edildiginde ayni substrati alarak iki farkli sekilde kataliz gerceklestiren iki
enzim olan KAT ve GSH-Px enzimleri iskemiden farkli sekillerde etkilenmistir.
Biri azalirken digerinin  artmasi kompansasyon mekanizmasini  akla
getirmektedir. Bu enzimlerin substrati olan H,0, ise SOD aktivitesi
degdismedidinden olasilikla sabit bir hizda iretilmekte ve ayni hizda suya
donulgtirdlmektedir. Burada zit bir bulgu olarak gériilebilecek bir sonug vardir:
XO aktivitesinin artmasi ve diger mekanizmalarla birlike I/R’'da fazla miktarda
O,7'nin Uretiimesidir. Bu radikaller SOD enziminde bir artisa yol agmasi
gerekirken bu enzimin aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmamistir. O zaman
0,"'nin baska bir yolla harcanmis olmasi gerekir. Burada akla gelen ilk konu
yine iskemi ile miktari artan NO molekdiliiyle birlesip ONOO™ olusturulmus olma
ihtimalidir. Bu bilesik asiri oksidan bir bilesik olup hiicresel yapilara oldukga
toksik etkileri mevcuttur. Reperflizyon ile birlikte sicanlara L-NAME verilmesi
KAT enziminde bir miktar diisme yaparken diger enzim aktivitelerinin en son
aldiklar aktivite paternine herhangi bir etkide bulunmamistir. Kronik L-NAME
uygulamasinin oksidan-antioksidan sistem Uzerine etkilerinin arastirildig
galismada, 15 gun sureyle oral L-NAME verilmesi ile KAT aktivitesinde artis,
GSH-Px aktivitesinde ise azalma tespit edilmistir.” Calismamizda I/R
uygulamasi oldugundan ve L-NAME akut uygulandigindan bu galismayla gelisen
bir yéni bulunmamaktadir. Ancak BQ-123'Un verilmesi ile SOD aktivitesi ve
KAT aktivitesi kontrol duzeylerinden daha yukari gikmistir ve bu artislar
istatistiksel olarak anlamlidir. GSH-Px aktivitesinde ise bir degisiklik
gérinmemektedir. Bu sonuglardan, BQ-123'lin iskemik durumlarda antioksidan
aktiviteyi arttirarak bobrekleri koruyucu étki yaptigini séyleyebiliriz. BQ-123'iin
diger kombinasyonlari, adi gegen enzimlerin aktivitesini farkli sekillerde
etkilemistir. BQ-123‘UGn olasi antioksidan etkinligini hangi hicre igi
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basamaklarda gergeklestirdigi meselesi ileri galismalarin arastirma konusudur.
Ihtimallerden birisi enzimin DNA’dan ekspresyonunun hizlanmasi, digeri ise
mRNA dlzeyinde bir dizenlemeye yol agilmasidir. Yapilan bir calismada
transplantasyon igin alinan bébredin BQ-123 igerikli sivida saklanmasi oksidan
hasarin engellenmesini saglamis ve BQ-123’tn antioksidan 6zellik gésterdigini
dustindirmastar.®® Calismamiz endojen antioksidan enzimler baglaminda bu
6ngoriyu desteklemektedir. .

Hughes ve ark. yaptiklari galismada eksojen ve endojen ROT’un insan
mezengial hicrelerinde ET-1 Gretimini artirabildigini bildirmiglerdir. XO, glukoz
oksidaz ve H,0;'nin doza bagl ET-1 saliniminda artisa, O, "nin ise azalmaya yol
actigini ifade etmislerdir. Renal I/R hasarinin olusmasinda bozulan glomeriler
hemodinami ile mezengial hiicre ET-1 Uretiminin ROT’lar ile uyariimasi arasinda
iliski olabilecegini 6ne siirmislerdir.®® Bu da oksidan/antioksidan sistem ile ET-

1 arasindaki iligkiyi distndlrmesi agisindan galismamiz icin énemlidir.

5.4. Renal iskemi-Reperfiizyonunda XO

I/R olgularinda en énemli mekanizmalardan birisi XO enziminin rol aldigi
reaksiyonlar zinciridir. Bu enzim normal kosullarda gekirdekli biitiin hiicrelerde
bulunur, ancak bulundugu form ksantin dehidrojenaz formudur. Bu izoenzim XO
ile aynmi reaksiyonu katalizlemekte ancak yan riin olarak 0O,
olusturmamaktadir. I/R hasarinda O,”'nin olusum yerleri ve mekanizmalari
arasinda XO 6nemli bir yer tutmaktadir. iskemik dokularda, proteolitik enzimler
de aktive oldugundan birgok protein yapisi proteolitik parcalanmaya maruz
kalmaktadir. Ozel olarak ksantin dehidrojenaz da bir ucundaki bir peptid
pargasini kaybederek XO izoenzimi haline déntslr. Bu dénisim sonucunda,
%80’e kars! %20 olan ksantin dehidrojenaz ve XO oranlari tamamen degisir ve
ters doéner. Artik plrin nikleotidlerinin yikilmasi ile ok fazla miktarda
stperoksit radikalleri ortama verilmeye baslanir. Calismamizin iskemi grubunda
XO aktivitesinin yaklagik olarak 2 kat art-ma5| bu gergeklerle értismektedir. L-
NAME ile BQ-123'lin ayri ayri verilmesinde oldugu kadar birlikte verilmesinde de
XO aktivitesi azalma géstermis fakat higbir durumda kontrol grubunda tespit
edilen aktivitelere inmemistir. Bu acilardan bakildiginda bu ajanlarin ayri ayri
veya kombine olarak kullaniimalari XO aktivitesine etki agisindan benzerlik
gostermekte, her durumda ksantin dehidrojenaz enziminin katalizi
gergeklestirmesini saglamaktadirlar. Bu galismada ksantin dehidrojenaz

aktivitesi 6lglilmemis olup bu enzim ile ilgili yorumlar, bu enzimin iskemik
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ortamlardaki izoformu olan XO ile degerlendirilmis, XO aktivitesi arttijinda
azalabilecegi, azaldiginda ise artabilecedi 6ngériisi ile yorum yapilmistir. Son
olarak bu ikili kombinasyona L-Arg ilave edildiginde de dokunun XO
aktivitesinde kayda deger herhangi bir degisiklik tespit edilememistir. Bu grupta
da XO aktivitesi kontrol grubu diizeyine inememistir. Fakat iskemik kosullardaki
XO aktivitesi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

saptanmigtir.

5.5. Renal iskemi-Reperfiizyonunda MPO
Bu calismada en 6nemli bulgularda biri de MPO ile ilgili bulgulardir. Bu
enzim sadece |6kositlerde bulundugundan dokulara nétrofil invazyonunun ¢ok

° Bobrek dokusunun normal

énemli bir gdstergesi kabul edilmektedir.'®
yapisinda notrofil  bulunmamaktadir, ancak enflamasyon, iskemi gibi
durumlarda veya kemotaksisi arttiracak araci molekiillerin farkli mekanizmalarla
harekete gegmesi durumlarinda dokuya nétrofil invazyonu olur.

Deney sistemimizde I/R gergeklestirildiginden, bu patolojik siireglere
bagh olarak invazyon gergeklesmesi beklenebilir. Bu da I/R sonrasinda
beklenebilecek radikal hasarina katkida bulunan ayri bir antitedir. Siganlarda 30
dk bilateral iskemiyi takiben 4., 24., 48., 72., saatlerde Kelly ve ark.’nin MPO
aktivitesine baktiklari calismada 4. saatte MPO aktivitesinde yaklasik 4 kat artis
tespit etmigler ve bu artis 24. saatte pik diizeye ulagsmis.’®* Calismamizda tespit
edilen 2 saatlik reperflizyon ile MPO aktivitesi kontrol grubuna gére yaklasik
olarak 2.5 kat artmistir. Bu artisin anlami, beklendigi gibi iskemiye bagl olarak
gerek damar yapilarinin bitinltginin bozulmasi gerekse ortaya cikan IL, HAM
gibi araci molekiller vasitasiyla notrofillerin dokuya invazyonudur. L-NAME
verilen ratlarda MPO’daki artma iskemi grubundaki gibi kalmistir. L-NAME, nitrik
oksit sentaz inhibitéri oldugundan damar vyapilarinin  gevsemesini
baskilamaktadir. Bdylece dokuya kan akiminin akisinin azalmasini beklemek
mantikli  bir yaklagim olur. BQ-123, MPO enzim aktivitesinin azalmasini
saglamistir. Bunun anlami sudur, su anda bilemedigimiz, ancak yorum
yapabilecegimiz bazi mekanizmalarla veya baska bir mekanizma ile BQ-123,
ileri radikal hasarininin énlenmesine temel teskil edecek sekilde dokuya beyaz
kire invazyonunu engellemistir. ileri radikal hasari ifadesini kullanmamizin
nedeni, fagositoz igin dokuya invaze olmus nétrofillerden doku aralidina
salgilanacak olan agsiri oksidan bilesiklerin (hipoklordz asit gibi) ve ilave "OH,

0" gibi ROT'nin normalde iskeminin etkisi ile olan hasari daha da ilerletme
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6zelliginin bulunmasidir. Bu ¢alismanin sonuglarindan acikca gorulecedi lzere
BQ-123Gn L-NAME ile birlikte verilmesi, BQ-123’Gn vyalniz verilmesi
durumundaki etkinligini oldukga azaltmistir. MPO diizeyi yiiksekligini muhafaza
etmistir. Dolayisiyla hasarda koruyuculuk kismen de olsa ortadan kalkmistir. Bu
ikiliye L-Arg eklenmesi de tablonun degismesine herhangi bir katkida
bulunmamistir.

5.6. Renal iskemi-Reperfiizyonunda TBARS ve PC

Vicutta endojen olarak uretilen TBARS, lipid peroksidasyonunun énemli
bir gostergesidir. Hem hiicre hem de organel zarlarinin yapisinda bulunup bu
yapilarin blydk bir kismini olusturan fosfolipidler temel olarak gliserol veya
sfingozin ile goklu doymamis yag asitlerinin birlesmesinden olusur. Bu coklu
doymamis yag asitleri yapilarinda tasidiklari cift baglar nedeni ile serbest
radikal hasarina oldukga yatkindirlar. Herhangi bir sebeple hiicre icinde ROT
gok Uretildiginde veya tiketimi azaldidinda bunlarin etkisi ile doymamis yag
asitlerinin cift bag noktalarinda oksidasyon gergeklesir. Bu patolojik siirecin
sonucunda molekidl igi yeniden diizenlenmeler ile ayni zamanda lipid
peroksidasyonu olusur. Sonugta hem membran yapilari bozulur hem de ortama
lipid peroksidasyon son Urinleri salinir. TBARS bu agilardan bakildifinda lipid
peroksidasyon slrecinin ara basamaklarinda ve en son irlin olarak dretilen
maddelerin toplami anlamini tagimaktadir. Bu sekilde dokuda veya viicut
sivilarinda TBARS diizeyinin bakilmasi oksidatif stres hakkinda indirekt olarak
fikir verme &zelligine sahiptir.?”

Calismamizda iskemi grubunda doku TBARS diizeyi yaklasik olarak 2 kat
artmistir. Bu bulgu ayni zamanda bébrek iskemisinin tam olarak olustugu
anlamina da gelebilir. Reperflizyon ile birlikte L-NAME verilmesiyle TBARS
duzeyinde herhangi bir degisiklik olmamis, halbuki BQ-123 verilen, BQ+L-NAME
verilen ve BQ+L-NAME+L-Arg verilen grupta belirgin bir azalma olmustur. Knoll
ve ark.’nin'! yapti§i calismada, ETa reseptér antagonisti LU-135252'nin akut
iskemik renal yetmezlikte doza badl iyilesme gésterdigi bildirilmistir. Ayrica
Buyukgebiz ve ark. siganlarda deneysel bébrek transplantasyonu cgalismasina
dayanilarak endotelin reseptér antagonistlerinin ikincil bir yol alarak
antioksidatif ve antiproliferatif etkilerinin g6z ardi edilemeyecegi ifade
edilmektedir.** Buyukgebiz ve ark.®® tarafindan endotelin reseptér antagonisti
BQ-123 ile yapilan galismada lipid ve protein oksidasyon Uriinlerinin olusumunu
engelledigi bildirilmistir. Bu ise sonuglarimiz ile paralellik géstermektedir.
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Sonuglarimizdan anlagilmaktadir ki deney hayvanlarina koruma amaci ile verilen
L-NAME disindaki ajanlarin hepsi bébrek dokusunu lipid peroksidasyonundan
korumaktadir. Bir diger dikkat geken konu da L-NAME'in yalniz kullanilmasi
durumunda herhangi bir koruyucu etkisi olmamasina karsilik kombine
kullanimlarda diger maddelerin koruyuculuuna etki etmemesidir. BQ-123'iin
dokuyu en azindan lipid peroksidasyonundan koruma etkisinin bulundugu
agiktir. Benzer bulgular protein karbonil galismasinda da elde edilmistir.

Oksidatif strese bagl olarak proteinlerin yapisal bazi degisikliklere
udrarlar. Lipid peroksidasyonuna benzer sekilde, serbest radikallerin etkisi
sonucu proteinlerden olusan serbest karbonil gruplari tespit edile bilinir. Protein
karbonil (PC) miktari, I/R grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde artarken L-NAME grubunda iskemi grubu ile kargilastirildiginda
herhangi bir degisim gorilememektedir. Dolayisiyla ROT’un proteinlere hasar
yapici etkisini engelleyememektedir. Halbuki BQ-123 verildijinde tekrar PC
miktar istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azalmaktadir. Fakat bu azalma
kontrol grubundaki dederlere ulasacak sekilde devam etmemektedir.
Bulgularimiz Buyukgebiz ve ark.’min®® BQ-123‘iin protein oksidasyonundan
koruyuculugu bulgusunu desteklemektedir. BQ maddesinin L-NAME ile kombine
halde kullanilmasi PC miktarinda iskemi grubu ile karsilastirildiginda herhangi
bir degisiklik olusturmazken L-arg’in Gglincl bir bilesen olarak eklenmesi
durumunda koruyuculuk tekrar artmaktadir.

5.8. Plazma Biyokimyasal Parametreleri

KBY olan hastalarda plazma kreatinin seviyeleri ile plazma ET-1 seviyeleri
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu kanitlanmistir.*® Diger bir calismada doza
bagimli olarak reperflizyonun 1., 2. ve 4. giinlerinde serum Cr dlzeylerinde
disme oldugunu bildirilmistir.'* Galismamizda BQ-123 ve BQ-123+L-NAME
gruplarinda I/R’da artan plazma Cr seviyesinde anlamli olmasa da bir diisme
oldugu, BQ+L-NAME+L-Arg uygulamasinin ise plazma Cr seviyelerinde I/R ve
L-NAME gruplarina gére anlaml bir dusus sagladigi gorilmektedir.

Plazma BUN seviyesinde BQ-123 uygulanmasinin I/R, L-NAME ve BQ+L-
NAME gruplarina gore anlaml bir disme sagladigi gériilmektedir.

Knoll ve ark. ETa reseptér antagonisti LU-135252’'nin iskemik renal
yetmezlikte doza bagh olarak bobrek fonksiyonlarinda diizelme yaptigini
bildirmislerdir.'* Calismamizda plazma BUN ve plazma Cr sonuglari 30 dk iskemi

sonrasi 2 saat reperflizyon ile BQ-123'Un renal fonksiyonlarda diizelme
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olusturdugunu goéstermektedir. Ancak daha uzun bir reperflizyon stresi bu
olumlu etkiyi daha belirgin bir sekilde ortaya koyabilirdi.

Bu calismanin stiphesiz baslangigta ileri siiriilen teoriye zit gibi gériinen
bulgusu BUN degerlerinin disik ¢ikmasi beklenirken BQ+L-NAME+L-Arg
grubunda ylksek g¢ikmasidir. Vicutta proteinlerin degradasyonuyla,
deaminasyon reaksiyonlariyla ve son olarak transaminasyon reaksiyonlariyla
elde edilen amin gruplari karacijerde ve kismen de bébrekte iire haline
déntsturdlerek yine bébrek yolu ile atilir. Uretimde veya atilmasinda herhangi
bir problem oldugunda kanda BUN artigi gérilir. Bu bulgularimizin isiginda
birbirine zit olmayan ama konunun patofizyolojisini aciklayabilecek iki farkl
mekanizma akla gelmektedir: i) iskemiyi engellemek amaciyla verilen kimyasal
ajanlar olasilikla bazi enzimatik sistemleri transkripsiyon asamasindan
baslamak (izere, translasyon, posttranslasyonel ve kovalent modifikasyon
asamalarinda etkileyerek Urenin kanda artisini sadlamak (izere (re yukdnd
arttirdigindan BUN miktari 2 saatlik reperfiizyon sonunda ylksek olarak
bulunmustur. Bu konuda akla gelen ilk biyokimyasal siklus iire siklusu ve
bunun enzimleridir. Ozellikle bu dongiinin kontrolinin yapildigi enzimatik
asamada herhangi bir aktivasyon (lre sentezinin artmasi ile sonuglanabilir.
Ayrica hucre seviyesinde proteolitik enzimlerin aktivitesi su anda bizim
bilemedigimiz bir yol ile aktive edilmis olabilir. Bu da daha énce bahsedilen
konuya uygun olarak gegici bir siire irenin kanda ylksek kalmasina sebep
olabilir. ii) Vicutta endojen olarak BUN (retiminin normal oldugu
éngorildiginde, akla gelebilecek ikinci ve galismamizla da direkt ilgisi olan
bagka bir olasilik da boébreklerin siizme ’kapasitesinde meydana gelebilecek
degisikliklere bagli olarak BUN dizeyinin artmasidir. Her ne kadar verilen
ajanlarin  degisik mekanizmalarla reperfiizyon hasarini azaltmalari ve
gelisebilecek ikincil patolojileri engellemeleri bizim savundugumuz hipotez olsa
da iskemi ile baglayip reperfiizyon ile hizlanan hasar mekanizmasi biyokimyasal
olarak engellense bile sirenin kisa olmasi nedeniyle fizyolojik olarak
engellenemeyebilir. Clnkl bobreklerin bir hasardan sonra kendini toparlayip
saglikli zamanindaki gibi siizme fonksiyonlarina kavusmasi zaman gerektiren
bir olaydir. iskemi ve reperfiizyonun gerceklestirildigi zaman araligi bunun igin
yeterli olmayabilir. Bu deney hayvanlari biraz daha yasatilip kan 6rneklerinin
alinmasi mimkin olsa idi belki de BUN degerleri simdi dlgiilenden daha diisiik

dizeylerde olacakti.
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NO kortikal toplayici tibllde Na reabsorbsiyonunu, tubuloglomertiler
feedback mekanizmasini inhibe eder ve fraksiyonel Na atilimini artinir.%!
Dolayisiyla L-NAME uygulamasinin plazma Na konsantrasyonunda artmaya yol
agmasi beklenen bir sonugctur.

Sistemik ET-1 inflizyonunun filtrasyon yiikiinde azalmadan dolayi
natriirezde (Na atiiminda ) azalmaya neden oldugu bildirilmistir.’? ET,
reseptér antagonisti BQ-123’Un natrilireze neden olarak plazma Na

konsantrasyonunda azalmaya yol agmasi yine bekledigimiz bir sonugtur.

5.8. Renal Iskemi-Reperfiizyonunda NO diizeyleri

NO bébrekte bir gok fonksiyonu etkiler. Bunlar; bébrek kan akiminin
otoregllasyonu, renin sekresyonu, glomeriiler, mezengial ve epitelyal hicre
aktivitesi, tiibliloglomeriiler feedback mekanizmasi ve tiibiiler fonksiyonlardir.!
NO’in bazal diizeyde uretimi normal glomertler fonksiyon igin gereklidir. NO
sentezinin inhibisyonu efferent arteriol rezistansinda artmaya, dolayisiyla
glomerdiler kapiller basingta artmaya yol acar.®*

Bébrekte NO'in aktive olmasiyla kortikal toplayici tiibiillerde Na*
reabsorbsiyonu inhibe olur ve NO‘in AIl'nin afferent arterioldeki
vazokonstriksiyon etkisini inhibe etmekle TGF mekanizmasini da boylece inhibe
edebilir.®*

Sicanlarda unilateral 30 dk iskemiyi takiben 30 dk reperflizyon
uygulanan bir calismada I/R sonrasinda NO metabolitlerinin plazma
seviyelerinde azalmaya karsin, renal NO metabolitlerinin klirensi ve atiiminda
artma oldugu gosterilmistir. Atilimdaki bu artisin RKA veya GFH’dan bagimsiz
oldugu fakat NO metabolitlerinin tiibiiler reabsorbsiyonunda bozulmadan ve
intrarenal NO tretiminde artistan kaynaklandigi ifade edilmistir.®*

Renal iskemi, NOS aktivasyonuyla NO sentezini artirir. Bir galismada
artan NO dGretiminin I/R'nin indikledidi renal hasarda korucuyu rol oynadigi
ifade edilmektedir.’®® NO prekiirsérii L-Arg veya NO donérii Na-nitroprussit'in
I/R hasarindan sonra renal fonksiyonlari dizelttigi yapilan calismalarda
gésterilmistir.®*

Doku NO duzeylerinin verilen ajanlara gére birbirinden farkliliklar
gbstermesi de bu calismadan elde edilen ve dikkatle degerlendiriimesi gereken
ayri bir bulgudur. Bébrekte bulunan NOS izoenzimi normal fizyolojik kosullarda
bir taraftan su-elektrolit metabolizmasinda 6nemli olan sivi ve elektrolitlerin

damar ici ve disina gikisina damarin duvar kaslarini gevseterek katkida
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bulunurken diger taraftan da stizme fonksiyonu disinda bobregin kendisine ait
doku dengesinin korunmasi islevine katkida bulunmaktadir. iskemi ve ardindan
gelisen reperfiizyon her dokuda oldugu gibi bébrekte de biyiik bir travmadir.
Bulgularimiza goére ilk basta iskemiye cevap olarak olasilikla NOS'un
aktivasyonu ile NO miktari kontrol grubu ile karsilastirildigina istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde artmistir. Burada NO miktarinin kisa siirede artigini izah
edebilecek NOS aktivasyonundan baska mantikli bir izah olmadigindan NOS
aktivasyonundan bahsetmek mumkiindiir. Bu calismada total NOS veya NOS
izoenzimlerinin herhangi bir teknikle miktar veya aktivitelerine dair bir
arastirma yapilmadi. Olgiilen analitler nitrit ve nitrat olup metod béliimiinde
total nitrit dlgimu olarak nitelendirildi ve bunlarin NO’nun ileri oksidasyon
drtnleri  oldugunu belirtildi. Dolayisiyla NO artisi direkt olarak NOS
aktivasyonunun bir sonucu olabilir. Bu artisin mantiksal olarak gerekliligi ise
ortadadir: bir slre oksijensiz kalmis bir dokuya oksijen saglayabilmek igin
refleks olarak damarlarin gevsemesi gerekir, bunu yapabilecek en etkin
molekillerden biri de hig stiphesiz ki lokal NO dretimidir. L-NAME kullaniimasi
ile beklendigi gibi NO sentezi enzim aktivitesinin baskilanmasi nedeniyle
azalmigtir. BQ-123 verilmesi ise yine ayni sekilde NO dizeyini iskemi
seviyesinde tutmus ve kontrol grubu dizeylerine diismesini engelleyerek
dokunun korunmasini saglamistir. BQ-123'iin L-NAME ile birlikte kullaniimasi
BQ-123'Gn NO duzeyini yuksekte tutma &zelligini kaybettirmistir. Dolayisiyla
BQ-123'Un L-NAME ile kombine olarak kullaniimasi bobrek dokusunun lehine
degil de aleyhine gibi gériinmektedir. NO donérii olan L-Arg ilavesiyle NO
miktari tekrar iskemide gériilen diizeye ylkselmis, dolayisiyla L-Arg, BQ-123'tin
biyo-yararliigini arttirmistir.

Gaurine ve ark.? yaptiklar gal|§mada I/R hasarinda ET, reseptér
antagonisti LU-135252'nin kalbi hasardan korumasinda, NO ile iliskili bir
mekanizmanin rol aldidini éne strmuslerdir. Calismamizda bir NOS blokérii
olan L-NAME'in eklenmesi ile NO dretiminin azalmasi, NO donéri L-Arg
eklenmesiyle bu etkinin geri déndurtlmesi ETa reseptér antagonistinin etkisini
NO dretimine bagl bir mekanizma ile gergeklestirdigini distndirmektedir.
Ayrica Gonon ve ark. da ETa reseptér blokaji ile yapilan kalp I/R hasarinin

énlenmesinde NO'in yer aldigini belirtmislerdir.
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5.9. Renal Iskemi-Reperfiizyonunda ET-1’in Rolii

ET-1 renal disfonksiyonun patogenezinde yer aldigi halde, mekanizmasi
hakkinda bildiklerimiz oldukga yetersizdir. Insanda ET-1 inflizyonu potent
biyolojik etkilerini ET, reseptorleri yoluyla gergeklestirerek RKA'da, GFH'da,
idrar voliminde ve natrilirezisde azalma yaparak gostermektedir. ET-1'in
glglu bir buyumeyi ilerletici 6zelligi ve mezengial hiicrelerde ekstraselliiler
matriks proteinlerinin ekspresyonu artirici roli vardir ET-1'in renal vaskdiler
yatakta AIl'den 5 kat daha ve NA’dan 10 kat daha gugli vazokonstriksiyon
yaptigi bildirilmistir.*%

I/R’de direkt veya indirekt mekanizmalar yoluyla ET-1 Uretiminin artmasi
endotel hiicrelerinde zararli etkiler meydana getirebilir. Ornedin ET-1'in
nétrofilleri stimiile ettigi bilinmektedir.’®” Bu da bir kisir déngi iginde endotel
hasarina neden olur. ET-1'in doku ve plazma seviyeleri ABY'de artmakta ve
akut renal hipoksi, renal ET reseptorlerinin upregtlasyonuna yol agtigi
belirtilmektedir.™

5.10. Renal Iskemi-Reperfiizyonunda ET, Reseptor Antagonistlerinin
Koruyucu Rolii

Insanda ABY’de endotelin reseptér antagonistlerinin terépatik yararlari
hakkinda az sey bilinmesine karsin, stireg ET-1'in kompleks dogasindan dolayi
yavas bir sekilde ilerlemektedir.

Endotelin noétralize edici antikorlarin, ET, (BQ-123 gibi) ve ETA/B
(Bosentan gibi) reseptdr antagonistlerinin sican ve koépeklerde, iskeminin
indiikledigi ABY'nin etkilerinde iyilesmelere yol agtigi bulunmustur.*® Bunun
yaninda Knoll ve ark. ET, reseptdr antagonistinin doza bagimli olarak iskemik
ABY'yi diizelttigini yaptiklari calisma ile géstermislerdir.?

Gellai ve ark.’nin 24 saat iskemi uyguladiklari siganlara BQ-123 vererek
14 giln sireyle yasam sirelerini, GFH'larini, plazma K* degerlerini kontrol
grubuyla karsilastirmiglar. Uglinci giiniin sonunda kontrol grubundaki
siganlarin tamaminin 6ldtgint, BQ-123 grubundaki siganlarin ise 14 ginln
sonunda % 75'inin hayatta kaldigini tespit etmisler. BQ-123 grubundaki
siganlarin GFH’larinin ve plazma K* bazal seviyelere déndiguni bildirmislerdir.
Bu galisma da renal I/R’da ET, reseptor antagonisti BQ-123’lin koruyucu roltini
agik bir sekilde ortaya koymaktadir.*®®

Endotelinlerin iskemi sonrasi renal hasarlanmanin patogenezinde rol aldigi

bircok calismada gésterilmistir.’® ETA ve ETA/B reseptdér antagonistlerinin
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deneysel KBY ve ABY modellerinde koruyucu oldudu calismalarla
gésterilmistir.1%®

Bir ABY deney modelinde ET-1 mRNA ekspresyonunun arttidi, ayrica ET,
ve ETg gen ekspresyonunun artmis oldugu gésterilmis, bu artisin ise endotel
disfonksiyonunun indiiklenmesi ile meydana geldigi ve sistemik damarlarda
oldugu kadar renal damarlarda da vazokonstriksiyonu arttirdigi bildirilmistir.
ET-1'in indlkledigi sistemik vaskdler disfonksiyon, endotelyal disfonksiyonu ve
ABY'ye gidisi dizeltmede terapétik yaklasimin temelini olusturabilecedi ifade

edilmektedir.'%®

5.11. Renal iskemi-Reperfiizyonda NO-ET-1 iliskisi

Gonan ve ark.'”” tarafindan yapilan kardiyak I/R‘da endotelin ile NO
arasindaki iliskiyi inceleyen galismanin sonunda; I/R esnasinda ET-1 ve NO
arasindaki iligkinin arkasindaki tam .mekanizmanin ortaya konmasi igin yeni
galismalara ihtiyag oldugu ifade edilmistir. Calismamizda, renal I/R hasarinda
endotelin ile NO arasindaki iligki farkli parametreler isi§inda irdelenmistir.

Mezengial ET-1 sentezinin NO ve ANP ile inhibe edildigi gosterilmistir.®
Bunun yanisira ET-1 salinimini NO’nun inhibe ettigi calismalarla
gosterilmistir.'”>**'* Bundan bagka ETaes reseptdr antagonisti Bosentan’in
siganlarda NOS inhibisyonunun baskilayici etkilerini azalttigi gésterilmistir. Bu
bulgular NO’nun, ET-1'in olusumunu baskilayarak vazodilatatér etkilerini
potansiyalize ettigini géstermektedir. Diger yandan ET-1, NO olusumunu
endotelyal ETg reseptdrierinin aktivasyonuyla stimiile etmektedir.® Eger NO ve
ET-1 arasinda vaskiler diiz kas kasilmasi diizeyinde bir iliski varsa, NO
tretiminin herhangi bir sekilde engellenmesi eksojen ET-1'e artmis sensitivite
ile sonuglanir. Nitekim NOS blokaji yapilan bir gallgrhada, arteryal ET-1
seviyesinde artma olduju ve RKA'nin azaldigi gésterilmistir.® Yine yapilan
galismalarda akut sistemik NO blokajinin, endotelinin vazokonstriktér etkilerini,
ayni zamanda endotelin sentez ve salinimini artirdigi gésterilmistir.'%°

Yakin zamanlarda yapilan bir gal@mada, bir NO donori olan FK409'un I/R
hasarinda sicanlarda renal disfonksiyonu duzelttigi gésterilmistir. NF-xB'nin ise
iskemik hasar gelisiminde gesitli genlerin ekspresyonunun diizenlenmesi
yoluyla anahtar bir rol oynadigi, FK409'un kiiltir damar endotel hiicrelerinde
ET-1'i azalttigi belirtilmistir. FK409'in endotel hiicrelerde bazal ve TNF-o/nin
indiikledigi preproET-1 mRNA ekspresyonunu anlamli olarak azalttiji, bazal ve
TNF-a'nin stimiile ettigi NF-xB aktivasyonunu azaltmakta oldugu bildirilmistir.
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Bundan bagka NF-kB aktivasyonunu inhibe eden ajanlarin bazal ve TNF-a'nin
indikledigi ET-1 mRNA ekpresyonunu etkili bir sekilde azalttigi bulunmus. Tim
bunlardan; NO’nun, ET-1 Uretiminde yaptigi inhibisyonu NF-xB aktivasyonunu
baskilayarak yaptigi anlasiimaktadir.%®

Ganon ve ark.’nin yaptigi kardiyak I/R’da, sadece ET, reseptér antagonisti
LU-135252 verilmesiyle LU-135252+L-Arg verilmesi arasinda ilave bir infarkt
alaninda azalma olmamasi ve onceki bir galismada L-Arg tek basina verildigi
zaman infarkt alanini yaklagik % 50 oraninda azaltmasi ETa reseptor
antagonistinin ve NO'in ortak bir yol ile kardiyak I/R’dan koruduklari seklinde
yorumlanmistir.*%”

Saglikl insanlarda yapilan bir calismada N®—monomethyl-L-Arginine (L-
NMMA) ile NO sentezinin inhibe edilmesiyle ortaya gikan periferik ve renal
hemodinamik bir kisim etkilerin ETa reseptér blokorti BQ-123 ile geri gevrildigi
gosterilmigtir. Bundan dolayr ETa reseptér antagonistleriyle NO sentez
inhibitérleri arasinda fonksiyonel bir antagonizmayi dustndurdigi ifade
edilmistir.’®

Sonug olarak; reperflizyonun ilerleyen dakikalarinda OKB dederlerinin
artma egiliminde olmasi, vaskiler tonusta normalde denge halinde islev géren
mediatérlerden vazokonstriktorler lehine bir degisme oldugunu
digtndlirtmektedir. BQ-123'ln ise bu yikselisi engellemesi, reperfiizyonda
OKB artisinda ET-1'in énemli katkisini distndirtmektedir. BQ-123'tin OKB'yi
kontrol seviyelerinin altina duslrmesi, diger vazokonstriktérlerin de etkileri
dikkate alindiginda ayrica vazodilatatorlerin salinimina olanak sagladigini
distundirmektedir. Ayrica L-NAME'in olusturdugu ylksek kan basincinin BQ-
123 ve L-Arg ilavesiyle diismesi ve reperflizyonun 120. dakikasinda I/R grubu
ile arasinda anlamli bir fark kalmamasi L-NAME'in hemodinamik etkisinin
BQ+L-Arg ilavesiyle antagonize olabilecedini gostermektedir.

BQ-123'in kontrol, I/R ve L-NAME gruplarina gére KAT ve SOD
aktivitesinde anlamli artis saglamasi, GSH-Px aktivitesinde ise bu gruplara gére
anlamli artis olmamasi, ETx reseptdr antagonistinin SOD ve KAT enzim
aktivitelerinde artis yoluyla antioksidan etkiye sahip olabilecedini
dusindirtmektedir. Calismamizda BQ-123 uygulamasiyla TBARS ve PC
dizeylerinde azalma BQ-123'ln lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu
engelledigini ortaya koymaktadir.

Gourine ve ark.> ET, blokaji ile NO arasindaki iliskinin mekanizmasini

ortaya gikarmak igin ileri galismalara ihtiyag oldugunu ifade etmektedirler.
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Calismamizda bu konuda ortaya konan yeni parametrelerle ETa reseptor
antagonisti BQ-123'ln renal I/R hasarinda koruyucu roli ve bunun NO ile
iliskisi yeni bir boyut kazanmaktadir. Sonraki calismalarda daha uzun siireli I/R
ile ETa reseptor antagonistlerinin antioksidan sisteme, lipid peroksidasyonuna

ve protein oksidasyonuna etkileri daha net ortaya konabilir.
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6-0ZET

Bobrek iskemi-Reperfiizyonunda Endotelin-A Reseptor Antagonisti
BQ-123’iin Nitrik Oksit Uretimiyle iliskili Koruyucu Etkisi

Bu calisma bir ET, reseptor antagonisti olan BQ-123'tin renal iskemi-
reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkisinin nitrik oksit Uretimiyle iliskili olup
olmadigi; L-Arginin ya da bir NO sentaz inhibitérii olan L-NAME ile birlikte
hemodinami, plazma BUN, kreatinin ve Na konsantrasyonlari ile renal
oksidan/antioksidan sistem tizerinden arastiriimak izere yapildi.

Erkek Sprague Dawley sicanlar 8'erli olarak 6 gruba ayrildi; Kontrol, I/R,
L-NAME, BQ, BQ+L-NAME, BQ+L-NAME+L-Arg. Kontrol haricindeki gruplara 30
dk iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi.

KAT aktivitesi BQ grubunda Kontrol, I/R, L-NAME ve BQ+L-NAME
gruplarina goére artmis (p<0.05), L-Name grubunda I/R grubu harig diger
gruplara gére azalmis (p<0.05) olarak bulundu. SOD aktivitesinin BQ
grubunda, BQ+L-NAME+L-Arg grubu harig diger gruplara gére arttigi tespit
edildi. GSH-Px aktivitesinin Kontrol grubunda BQ+L-NAME grubu harig diger
gruplara gére azaldigi (p<0.05) ve BQ+L-NAME grubunda BQ+L-NAME+L-Arg
grubuna goére azaldigi (p<0.05) gériildii. XO aktivitesinin I/R grubunda tiim
gruplara gére (p<0.05), ayrica L-NAME ve BQ gruplarinda da kontrole gore
arttigi (p<0.05) tespit edildi. Doku TBARS seviyelerinin I/R ve L-NAME
gruplarinda diger gruplara goére arttigi gérildi (p<0.05). Kontrol ve BQ
gruplarinin MPO aktivitelerinin dider gruplara gére diisiik oldugu tespit edildi
(p<0.05). Kontrol grubu PC miktarinin diger gruplarla karsilastirildiginda
azaldigi (p<0.001), ayrica I/R ve L-NAME gruplarinin PC miktarlari BQ ve
BQ+L-NAME+L-Arg gruplarina gore. arttigi gérildi  (p<0.05). Doku NO
seviyeleri I/R, BQ \‘/e BQ+L-NAME+L-Arg gruplarinda Kontrol, L-NAME ve
BQ+L-NAME gruplarina goére yiiksekti (p<0.05). Plazma BUN degeri BQ+L-
NAME+L-Arg grubunda L-NAME grubu harig yiiksek (p<0.05) ve ayrica I/R ve
L-NAME gruplarinda da BQ grubuna gére ytiksek bulundu (p<0.05). Plazma Cr
degerinin ise BQ+L-NAME+L-Arg grubunda I/R ve L-NAME gruplarina gore
azaldig bulundu (p<0.05). Plazma Na konsantrasyonunun BQ grubunda diger
tim gruplara gére azaldigi (p<0.05) ve ayrica L-NAME grubunda BQ+L-
NAME+L-Arg grubuna gére arttigi (p<0.05) tespit edildi. L-NAME, BQ+L-NAME
ve BQ+L-NAME+L-Arg gruplarinda reperfiizyon dénemi, preiskemi ve iskemi
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dénemine gére ortalama kan basinglari (OKB) yiiksek iken (p<0.05), Kontrol
ve BQ gruplarinda reperflizyonun 60 ve 120. dakikalarinin kan basinc degerleri
iskemi dénemine gére dusiiktii (p<0.05). L-NAME, BQ+L-NAME ve BQ+L-
NAME+L-Arg gruplarinin kan basinci degerleri diger gruplara gére reperflizyon
déneminde yiiksekti (p<0.05).

ETa reseptdr antagonisti BQ-123 renal I/R hasarina karsi koruyucu etkisini
olasilikla antioksidan etkileri aracn@yla ikincil bir yol ile ortaya gikarabilecegi
duslndlda. Ayrica mevcut bulgularin NOS blokéri ile énlenmesi ve NO énciilii
L-Arg ile geri doénmesi NO badimli bir mekanizmanin araciligini
distndirtmektedir.
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7- SUMMARY

Protection From Renal Ischemia Reperfusion Injury By An Endothelin
A-Receptor Antagonist BQ-123 In Relation To Nitric Oxide Production

The aim of this study was to investigate whether the protective effect of
ETa receptor antagonist BQ-123 (BQ) égainst renal I/R injury is related to nitric
oxide (NO) production by combining it with L-Arginine (L-Arg) or the NO
synthase inhibitor L-NAME through hemodynami, plasma BUN, creatinine (Cr)
and Na concentration and renal oxid.ant/antioxidant system.

Male Sprague Dawley rats were divided into 6 groups each has 8 rats;
control, I/R, L-NAME and BQ+L-NAME groups Control, I/R, L-NAME, BQ, BQ+L-
NAME, BQ+L-NAME+L-Arg. 30 min renal ischemia and 2 hours reperfusion
were performed in all groups except Control group.

The activity of CAT was found increased in BQ group in comparison with
Control, I/R, L-NAME and BQ+L-NAME groups (p<0.05) and decreased in L-
NAME groups in comparison with the other groups (p<0.05), except I/R group.
The SOD activity of BQ group was higher than all other groups (p<0.05),
except BQ+L-NAME+L-Arg group. The GSH-Px activity was lower in control
group than the other groups (p<0.05), except BQ+L-NAME group and lower in
BQ+L-NAME group than BQ+L-NAME+L-Arg group (p<0.01). The activity of
XO was higher in I/R group than all the other groups (p<0.05), higher in L-
NAME and BQ than Control group (p<0.05). The level of tissue TBARS were
increased in I/R and L-NAME groups in comparison with the other groups
(p<0.05). The MPO activities of Control and BQ groups were signicantly lower
than the other groups (p<0.05). The PC content of control group was lower
than all the other groups (p<0.001), as well the PC contents of I/R and L-
NAME groups were higher than BQ and BQ+L-NAME+L-Arg groups (p<0.05).
The tissue NO levels of I/R, BQ ve BQ+L-NAME+L-Arg groups were
significantly higher than Control, L-NAME and BQ+L-NAME groups (p<0.05).
The plasma BUN was increased in BQ+L-NAME+L-Arg group in comparison
with the other groups (p<0.05), except L-NAME, and as well significantly
increased in I/R and L-NAME groups in comparison with BQ groups (p<0.05).
The plasma Cr was lower in BQ+L-NAME+L-Arg groups than I/R and L-NAME
groups (p<0.05). The plasma Na concentration was lower in BQ group than the
all other groups (p<0.05) and in addition highér in L-NAME group than BQ+L-
NAME+L-Arg group (p<0.05). Blood pressures during reperfusion period in L-
NAME, BQ+L-NAME ve BQ+L-NAME+L-Arg groups were higher than during
preischemia and ischemia periods (p<0.05), however blood pressures at 60th
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and 120th min of reperfusion in Control and BQ groups were lower than during
ischemia period (p<0.05). Blood pressures of L-NAME, BQ+L-NAME and BQ+L-
NAME+L-Arg groups were significantly higher than the other groups during
reperfusion period (p<0.05).

It can be concluded that ET, receptor antagonist BQ-123 may be revealed
a protective agent against renal I/R injury with a possible secondary pathway
via its antioxidant effects. In addition, the present findings are abolished by a
NOS blocker and a restoration by addition of the NO precursor L-Arg,
suggested that are mediated via a NO-dependent mechanism.
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9- TESEKKUR
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her turld imkanlar agisindan destekleyen kiymetli hocam Dog. Dr. M. Hanifi
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