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OZET

Klinikte renal iskemi-reperfizyon hasari ile parsiyel nefrektomi, renal
transplantasyon, sok ve travma durumlarinda karsilagilmaktadir. Bu
calismada bobregin iskemi-reperflizyon hasarina karsi korunabilmesi
amaglandi. Serbest radikal giderici ve antiiskemik etkisi olan Tadalafil ile
iskemi-reperflzyon hasari dnlenmeye c¢aligildi.

Agirliklart 250-300gr arasinda degisen, randomize olarak 6 gruba
ayrilan toplam 36 adet Spraque Dawley cinsi disi rat kullanildi. iskemi
grubunda sag bobrege nefrektomi, sol bobrege 45 dakika sureyle renal
iskemi uygulandi ve nefrektomi yapildi. iskemi-reperfiizyon grubunda sag
bdbrege nefrektomi, sol bobrege 45 dakika sureyle renal iskemi ardindan 1
saat sireyle reperfiizyon uygulandi ve nefrektomi yapildi. Tadalafil + iskemi
grubunda butun ratlara anestezi oncesi 1ml olacak sekilde suda ¢o6zulmus
Tadalafil 1mg /kg dozunda oragastrik lava;j ile verildi, sag nefrektomi yapildi,
sol bobrege 45 dakika sureyle renal iskemi uygulandi ve nefrektomi yapildi.
Tadalafil + iskemi + reperfiizyon grubunda da butin ratlara anestezi 6ncesi
1ml olacak sekilde suda ¢ozulmus Tadalafil 1mg /kg dozunda oragastrik lavaj
ile verildi, sag nefrektomi yapildi, sol bobrege 45 dakika sureyle renal iskemi
ve 1 saat slreyle reperfiuzyon uygulandiktan sonra nefrektomi yapildi.
Biyokimyasal incelemelerde lipid peroksidasyon urunu olan Malonildialdehid
(MDA), histopatolojik incelemede ise renal iskemik hasarda tlbuler nekroz,
tubuler atrofi, reaktif atipi, fircamsi kenar hasari, hidropik dejenerasyon,
glomertler skleroz, interstisiyel fibrozis, interstisiyel inflamasyon esas alindi.

Tadalafil iskemi—reperfiizyon sonrasinda tubuler hasarini ve nekroz
gelismini engellemektedir. Bu etkinin Tadalafil verilen iskemi grubunda
olmayip Tadalafil verilen iskemi-reperfuzyon grubunda olmasi Tadalafilin
reperflizyon asamasinda etkin oldugu duslncesini olusturmaktadir. Tadalafil

iskemi-reperflizyon hasarini énlemede klasik tedavilere ek olarak verilebilir.

Anahtar kelimeler: Tadalafil, renal iskemi, reperfuzyon hasari.



SUMMARY

The Role of Phosphodiestherase Type 5 (Tadalafil) in

Reducing Renal Ischemia—-Reperfusion Injury in Rats

In clinical practice; renal ischemia— reperfusion injury is met in partial
nephrectomy, renal transplantation, schock and trauma cases. The aim was
to increase the tolerance interval of kidneys to the ischemia and reperfusion
injury. Tadalafil is used to reduce the effects of ishemia— reperfusion injury,
for its free radical eliminating and antiischemic features.

Thirty six Spraque Dawley rats, which weight between 250-300
grams, were used. Rats were not fed for twelf hours before test. Rats were
randomized into 6 groups. Control and $Sam groups went under bilateral
nephrectomy. In ischemia group, nephrectomy performed to the right kidney,
left kidney was held in ischemia for 45 minutes and nephrectomy performed
afterwards.

In Tadalafil-ischemia group; all rats were given 1 mg/kg Tadalafil by
orogastric lavage before anesthesia, then right nephrectomy performed, left
kidney was held in ischemia for 45 minutes and nephrectomy performed
afterwards. In Tadalafil-ischemia—-reperfusion group, all rats were given 1 ml
Tadalafil that dissolved in water and 1 mg/kg Tadalafil by orogastric lavage,
right nephrectomy performed, left kidney was held in ischemia for 45 minutes
and applied reperfusion for 1 hour, and nephrectomy performed afterwards.
Kidneys were taken under biochemical and histopathhological examination.

Biochemical examination based on malonildialdehid (MDA) which is a
product of lipid peroxidation; and histopathological examination based on
tubuler necrosis, tubuler atrophy, reactive atypia, brush border injury,
hydropic degeneration, glomeruler sclerosis, Bowman’s capsula dilatation,

interstitial fibrosis and interstitial inflamation.



Tadalafil prevents kidneys from tubular injury and necrosis. This effect occurs
only in Tadalafil receiving ischemia—reperfusion group, so it can be thougt
that Tadalafil is active in reperfusion phase. Tadalafil can be used as an
additional therapy to the classical regimens in order to avoid ischemia—

reperfusion injury.

Key words: Tadalafil, renal ischemia, reperfusion injury.



GIRIS

Bobregin bircok hastaliginda iskemik hasar olusabilmektedir. Bu
hasarin 6nlenmesinde ¢esitli kimyasallar kullaniimaktadir. Bobrek iskemisi;
bdbrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner bypass,
sepsis, gesitli Urolojik girigsimler ve hidronefroz gibi gesitli klinik durumlarda
gorilir. iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon
hizinda azalma, tubller nekroz ve bdbrek damarlarinda direng artisiyla
karakterizedir. iskemi ve reperfiizyon (I/R) sirasinda hiicresel enerjinin
tukenmesine, hicre iginde sodyum, kalsiyum ve reaktif oksijen radikallerinin
birikmesine, proteazlari, nitrik oksit sentetazlari, fosfolipazlari ve
endonukleazlari iceren ¢ok sayida enzim sisteminin aktive olmasina yol acar;
hiicre hasari ve 6limiyle sonuclanir. iskemik organlara kan akiminin
yeniden saglanmasi, hucre oOlumundn onlenmesinde hayati 6nem tasir.
Ancak; reperfuzyonun kendisi, aktive polimorfonukleer IOkositlerin ve
trombositlerin dokuyu infiltre etmeleri ile ortaya ¢ikan akut inflamatuar yanita
sekonder olarak lokal hasara yol agar. Doku hasarlanmasi; sitokinler, nitrik
oksit (NO) seviyesindeki lokal dengesizlikler, endotel hucresi adhezyon
molekulleri, trombosit aktive edici faktorler ve serbest radikaller araciligiyla

gergeklesir (1, 2).

1. Bobrek Kan Akimi

Normal bir insanda her iki bdbrege giden kanin miktari kalp debisinin
%271’i kadardir. Renal arter hiluma girmeden dnce anterior ve posterior olmak
Uzere ikiye; ardindan 5 segmental artere dallanir. Segmental arterler lobar
arterlere dallanir. Lobar arterler, renal piramitler arasinda kortikomedullar
kavsaga dogru akan 2-3 kadar interlobar artere dallanir. Kortikomedullar
kavsakta bu arterler arkuat arterleri olustururlar. Arkuat arterlerden
interlobular arterler dallanarak kortekse ve kapsule dogru uzanir. Bu sirada

her glomerul igin afferent arteriolleri vererek dallanir. Afferent arterioller



interlobuler arterlerin kisa ve duz kollaridir. Her biri glomeruldeki damar
yumagini olusturmak Uzere pek cok kapiller kola ayrilir. Kapillerinin distal
ucu, bobrek tubullerini gevreleyen ve peritubuler kapiller denilen ikinci bir
kapiller agi olusturan efferent arterioll olusturmak igin bir araya gelirler. Bu
nedenle, glomerller ve tubller sistem arasindaki arteryel kisimlar teknik
olarak bir portal sistemdir ve glomeruler kapillerler organizmada bir arteryel
sisteme bosalan tek kapiller damarlardir. Peritibller kapillerler arterioler
damarlara paralel seyreden vendz sistemin damarlarina bosalirlar ve bunlar
da sirasiyla interlobuler ven, arkuat ven, interlober ven ve nihayet bobregi
renal artere komsu olarak terk eden bdbrek venini olustururlar (3-5).

Bobregin medullasindaki kan akimi toplam bdbrek kan akiminin
sadece %1-2'sini olusturur. Bdbrek medullasina giden kan, peritibuler
kapiller sistemin 6zellesmis bir kismi olan vazo rekta tarafindan saglanir. Bu
damarlar medullada Henle kivrimlarina paralel olarak derinlere ilerler ve
sonra kortekse donerek venoz sisteme dokulurler. Vazo rektalar bobreklerin
konsantre idrar yapmasinda énemli rol oynarlar (4, 6, 7).

Bdbrek kan akiminin ve glomerdler filtrasyonun fizyolojik kontrolinde
bircok faktor rol oynar. Tum bdbrek damarlari 6zellikle sempatik sinir
liflerinden zengindir. Bobrek sempatik sinirlerinin aktivasyonu bdbrek
arteriollerinin vazokonstriksiyonuna neden olur ve bunun sonucu olarak
bdbrek kan akimi ve glomeruler fitrasyon hizi (GFR) azalir. Endotelin ise,
bobrek damarlarinin hasar gormus endotel hucrelerinden salinir, azalmis
GFR ve arteriollerin vazokonstruksiyonuna katkida bulunur. Gugli bir
vazokonstruktor olan Anjiotensin |l efferent arteriollerin vazokonstruksiyonu
uzerinden etkili olur. Endotelden kaynaklanan nitrik oksit, bdobrek damar
direncini azaltir ve GFR'yi artirir. PGE2, PGI2 ve bradikinin vazodilatasyona
neden olarak bobrek kan akimi ve GFR'I artinir. Prostoglandinler afferent
arteriollerin daralmasini onleyerek GFR ve renal kan akiminda asiri bir
azalmay! engelleyebilir. Hacim azalmasi veya cerrahi girigim gibi stres
kosullarinda aspirin gibi PG sentez inhibitorl ilaglar GFR'de 6nemli azalmaya
neden olurlar (5-7). Arteryel kan basincinda belirgin degisikliklere karsin

bdbrek ici geribildirim mekanizmalari bobrek kan akimini ve GFR'yi oldukga



sabit tutarlar. Bu otoregulasyon olarak adlandiriimaktadir. Bu sayede, kan
basincinda 75 mmHg'ye varan dusmeler ve 160 mmHg'ye varan yukselmeler

GFR'de sadece %1-2 oraninda degisiklik yapar.

2. Glomeruler Filtrasyon, Tubuler Geri Emilim ve Tubiler

Sekresyon

idrar olusumu, protein icermeyen sivinin glomeriler kapillerden
Bowman kapsuliu icine filtrasyonu ile baslar. Proteinlerin digindaki
plazmadaki maddelerin godu serbestce Bowman kapsuli igine filtre oldugu
icin, Bowman kapsulu icindeki glomeruler filtratta, bu maddelerin
konsantrasyonlari plazmadakine esittir. Filtre olan sivi Bowman kapsulinu
terkedip tubdller boyunca ilerlerken igindeki spesifik solutlerin ve suyun geri
emilerek kana gegmesi veya baska maddelerin peritibuler kapillerden tubdul
icine salgilanmasi nedeniyle degisiklige ugrar (4, 8, 9). Degisik maddelerin
idrardan atilma hizi bobrekteki glomeruler filtrasyon, bdbrek tubullerinden
geri emilim ve bobrek tubullerine sekresyonun toplamidir.

Glomertiler filtrasyon hizi (GFR); kapiller membrana etki eden kolloid
osmotik basing ve hidrostatik basin¢ arasindaki denge ve kapillerin filtrasyon
yapan yuzey ve gecirgenliginin dlgutl olan kapiller filtrasyon sabiti tarafindan
tayin edilir. Normal yetigkin bir insanda GFR 125 ml/dakikadir. Glomeruler
kapiller membran; kapiller endoteli, bazal membran ve bazal membranin dis
yuzeyini gevreleyen epitelyal hicre (podosit) tabakasindan olusmaktadir. Bu
tabakalar hep birlikte filtrasyon bariyerini olusturur. Glomeriler kapiller
membrandan filtrasyon hizi kismen membranin kendine has o6zelliklerine
baglidir. Kapiller endotelium pencereler ile ¢gevrelenmistir. Endoteli bir bazal
membran ¢evreler. Arasindan su ve kuguk solitlerin gegebilece@i genislikte
mesafe bulunan kollajen ve proteoglikan fibril agindan olusan bazal membran
su ve kugcuk maddeleri filtre edebilir. Bazal membranin plazma proteinlerinin
gecisini etkin bir sekilde dnlemesinin kismen sebebi, proteoglikanlarin guglu
negatif elektrik yukine sahip olmalaridir. Glomeruler membranin son kismini

ayaksi cgikintilara sahip olan epitelyal hicrelerdir (podositler) olusturur. Bu



ayaksi cikintilar glomertler filtratin gectigi dar, por denen araliklarla
birbirinden ayrilmistir. Her ne kadar epitelyal hucreler filtrata engel teskil
etseler de, plazma proteinlerine esas direnci bazal membran olusturmaktadir
(8-10).

Bobrekler makula densadaki sodyum klortr yogunlugu degisiklikleriyle
renal arterioler direncin kontrolu arasinda baglanti kuran bir geribildirim
mekanizmaya sahiptir. Bu geribildirim, distal tubule olduk¢a sabit miktarda
sodyum klorir gonderilmesini saglar. Tubuloglomeruler geribildirim
mekanizmanin iki kompenenti afferent ve efferent arterioler geribildirimlerdir.
Jukstaglomeruler kompleks distal tubulin baslangicindaki makula densa
hicreleri ile afferent ve efferent arteriollerin duvarlarindaki jukstaglomeruler
hidcrelerden olusur. Makula densa distal tubulde afferent ve efferent
arteriollerle temas eden bir grup 6zellesmis epitel hiucreleridir. Sodyum klorur
yogunlugundaki azalma makula densadan c¢ikan uyar ile afferent arteriol
direncini azaltarak glomeruler hidrostatik basinci artirir ve GFR’nin normale

donmesine yardim eder(10, 11).

3. Renal iskemik Hasarin Patofizyolojisi ve Morfolojisi

Bobreklerde iskemi siklikla transplantasyon, parsiyel nefrektomi,
anatrofik nefrolitotomi gibi major Urolojik cerrahilerde, kardiyopulmoner
bypass gibi kardiyak cerrahilerde, yogun bakim hastalarinda ya da travma
sonrasi gelisen hipovolemide, agir sepsis de oldugu gibi siddetli
hipotansiyonda ve yanik hastalarinda gorulmektedir.

Akut bobrek yetmezliginin (ABY) ¢ogunda asil nedeni akut tubuler
nekrozdur (ATN). ABY hastanede yatan hastalarin %2-5’inde gorulebilmekte
ve cerrahi ya da dahili yogun bakimlarda bu oran %20-30'u asabilmektedir.
Cesitli nefrotoksik ajanlar artan bir siklikla ATN nedeni olabilmesine kargin,
renal iskemi ve renal hipoperfuzyon akut tibller nekrozun en sik sebebidir.
Renal iskemide ana olay hucrelerin baglica enerji kaynagi olan ATP
azalmasidir. ATP eksikligi plazma membran fonksiyonlarinda ve intraselltler

ATPaz aktivitesinde bozulmaya yol acar (12, 13). ATPaz normal hucre



fonksiyonlarinin yerine getiriimesi icin gerekli olan bir enzimdir. Sodyum-—
Potasyum (K")-ATPaz aktivitesinin bozulmasi sitozol igindeki Na* ve K*
konsantrasyonlarinin degismesi ile birlikte hicre sismesine yol acar. Brady
ve arkadaslarina gére plazma membran Na*’-~Ca*’-~ATPaz ve intraselliler
Ca**-ATPaz disfonksiyonu Ca*?un intraselliler miktarinin yiikselmesine
neden olur (12, 13). Intraselliler Ca*? artisi hiicre hasari ile birlikte hiicre
iskeletinin bozulmasina, Ca*? bagimli fosfolipazlarin aktivasyonuna, ksantin
dehidrogenazin ksantin oksidaza donusumunun (reperfuzyon hasarini artirir)
hizlanmasina ve oksidatif fosforilasyonun ¢dzulmesine yol agar. Fosfolipaz
aktivasyonu plazma membrani ve mitokondri gibi hucre igi organellerin
normal fonksiyonlarini sirdurmesine yardimci olan lipid tabakasinda hasara
yol acar.

iskemi sonrasi reperflizyon boyunca olusan oksidatif stres hiicresel
hasar ile birliktedir. Yiiksek intraselliiler Ca*® diizeyi bir kalmodulin bagimli
proteazi aktive ederek ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza dontsimunu
saglar. Edelstein ve arkadaslarina gore reperflizyon suresince hipoksantinin
ksantine donlUsumu suUperoksidlerin ana kaynagidir (20). Olusan ksantin
oksidaz ortamda biriken hipoksantini Urik aside donusturtrken nikoatinamit
adenin dinukleotid (NAD) yerine reperfuzyonla dokulara ulasan oksijeni (O3)
kullanirlar. Sonugta Urik asitle birlikte Oy radikalini olugtururlar (14, 15). Bu
olay OH" iyonunun metabolizasyonu sonucu hicre hasarina neden olur.
Ozellikle membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asiti ile oksijen radikali
lipid hidroperoksitlerini olusturmak igin reaksiyona girerler. Peroksidasyonun
siddeti lipidlerin doymamiglik derecesi ile orantili olarak artar. Peroksi radikali
zincir reaksiyonunun tasiyicisidir. Lipid peroksidasyonu membran yapisina
zarar vererek membran gegirgenligini bozar ve akigkanhgini siddetli
derecede etkiler (16). OH ve O radikali lipid peroksidasyonuna neden olan
en onemli etken maddedir. Serbest radikal doymamig yag asidinin bir metilen
karbonuna bagh bir H™ atomunu yerinden cikartir ve lipid radikali olusur.
Tiobarbiturik asit lipid peroksidasyonunun gosteren en onemli ajanlardan olup
dokularda olgumu lipid peroksidasyonun indeks parametrelerindendir (17).

Son olarak bir proteaz olan kalpain aktive olarak iskemik bobrek hasarinin



olusumuna yardimci olur. Kalpain membran kanallarini duzenler, kinazlari
aktive eder ve hucre iskeletini saglayan proteinler arasinda etkilesimi saglar.

iskemik ATN renal tiibiiler hasarla karakterizedir. Renal iskemi sonrasi
histolojik olarak goOsterilen hasarin major tuttugu alan proksimal tubuller
olmakla birlikte, Henle kulpunun meduller ¢ikan kolunda ve distal tibulde de
hasar oldugu tespit edilmistir (18). Witzgall ve ark.’na (19) gére bobreklerin
normal fonksiyonu sirasinda oksijenin inen vaza rektadan ¢ikan vaza rektaya
difize olmasi nedeniyle medulla hipoksi esiginde gorev yapar. Uzamis iskemi
suresince meduller hipoksi yogunlasir ve dis medullada bulunan nefronlar
yuksek orandaki metabolik ihtiyaclarindan dolayi hasara karsi en duyarli hale
gelirler. Proksimal tibulusun S3 kismi en ciddi hasarin olustugu bdlgedir. Bu
kisimda etkilenen diger yapi metabolik olarak aktif olan yiiksek oranda Na*—
K'—ATPaz aktivitesine ihtiya¢c duyan meduller ¢ikan kalin koldur.

Molitorise ve ark. (20) tubul hicrelerindeki subletal hasarin bu
hacrelerin iskelet yapisini bozdugunu gostermistir. Lieberthal’e (21) gore
hicre polaritesinde kayip en belirgin olanidir. Firgall hicre yapisi kaybolur,
bazolateral Na*™—~K*—ATPaz ve integrinlerin dagihmi degisir. Sonugta su ve
tuzun tubulus hucresi boyunca olan transportu bozulur ve renal epitelin
elektrolit ve su kaybini 6nleyebilme yetenegi etkilenir. Siki bilegkelerin kaybi
ATN’un en carpici fizyopatolojik degisimi olan glomeruler filtratin geriye
kacmasina neden olur.

iskemik ATN’da renal kan akimi %50 ya da daha fazla oranda azalir
ve perfuzyon defekti dig medullada daha belirgindir. Vazokonstriksiyon ve
|0kosit, eritrosit ile trombositlerin meduller vaskuler yapilarda konjesyonu bu
diisiisiin  predominant nedenleridir. iskemik renal hasarda intrarenal
vazokonstriksyon belirgindir. Vazokonstriksiyon endotelin ve endotel-derive
nitrik oksit arasindaki dengesizlik nedeniyle ortaya ¢ikar. Endotelin reseptor
blokerlerinin iskemik renal hasari dizelttigi ve renal fonksiyonlar iyilestirdigi
gOsterilmigtir. Lieberthal’'e (21) goére ATN’daki endotel hasari nitrik oksit
sentetazi etkileyerek endotel-kaynakli nitrik oksit Uretimini azaltir Azalmig
endotel kaynakh nitrik oksit direkt vazokonstriksiyona neden olurken

endotelin Uretiminin de artmasina yol agar.



GunUmuzde vyapilan calismalar, iskemik hasardan I6kositlerdeki
adezyon yapici molekdlleri aktive eden inflamasyon meditérlerini ve bunlarin
endotel iizerindeki reseptorlerinin artmasini sorumlu tutmaktadirlar. iskemi—
reperflzyon hasarinda asil rol oynayan faktorin noétrofillerin oldugunu 6ne
suren calismalar mevcuttur (22, 23). Lokositler Uzerindeki bu adezyon
molekullerine ve bunlarin endotelyal ligandlarina karsi olusturulan
antikorlarin, iskemik renal hasari azaltigini ortaya koymaktadir.
Miyeloperoksidaz (MPQO) enzimi hidrojen peroksit ile tepkimeye girerek CI
oksidasyonunu katalize edip oldukga sitotoksik bir ajan olan hipoklorik asit
(HOCI) Uretimini gerceklestirir (24). Bu reaksiyonu katalize eden MPO
sadece notrofillerde mevcuttur. Dokularda MPO aktivitesi notrofil sayisi ile
direkt orantili olup nétrofil infiltrasyonunun guvenilir bir gdstergesidir (25).
Ayrica noétrofillerde bulunan indirgenmis nikoatinamit adenin dinukleotid
fosfata (NADPH) bagimli oksidaz sistemide slperoksit radikali olusumunda
onemli derecede etkili bir enzimdir (26).

3.1. iskemi, Reperfiizyon

iskemik hasar, bir dokuyu besleyen arteriyel sistemin herhangi bir
nedenle ttkanmasi sonucu ortaya ¢ikan doku harabiyetidir (27). Bir dokuda
arteriyel sistemin gegici sure ile tikanmasi halinde, bu sure belli bir zaman
dilimini asarsa, geri donusmeyen doku hasari ortaya ¢ikar. Bu kritik zaman
dilimi dokudan dokuya degisiklik gosterir (28). Bobrekte yapilan deneysel
calismalarda bu kritik zaman dilimi 30 dakika olarak bulunmustur (29, 30).
iskemi olusmus dokunun kan akiminin tekrar saglanmasina reperfiizyon
denir. Beklenenin tersine, doku kan akiminin tekrar saglandiginda ortaya
cikan reperfizyon hasari tek basina iskeminin olusturdugu doku hasarindan
daha siddetlidir (27). Son yillara kadar iskemik dokuda saptanan hasarin
yalnizca iskemi tarafindan olusturuldugu ddsunuliyordu ancak, artik bu
hasarda reperfuzyonun da énemli roll oldugu bilinmektedir (31, 32).

Oksijen serbest radikal artisina karsi olusan lokal savunma cevabi
hakkinda bilgilerimiz halen kisithdir (33). Oksijen serbest radikallerinin birgok
normal biyolojik islem sirasinda da Uretilmesi, hayatin oksijen toksisitesi

yonunden ne kadar hassas bir denge i¢inde oldugunu gosterir. Diger birgok



biyolojik sistemde oldugu gibi organizmanin inhibitorler, gidericiler ve benzer
sistemlerden olusan yeterli bir savunma sistemi vardir (34). Oksijen serbest
radikalleri, normal biyolojik ortamlarda yer almalarina ragmen birgok patolojik
olayda da rol oynarlar. Reperflizyon iskemik dokunun geri dontisumd igin sart
olsa da, bu ek bir hasara neden olabilir ve reperfizyon hasari gelisebilir (35—
37).

Serbest radikaller; lipit peroksidasyonu, protein veya nukleik asit
molekullerinin degredasyonu gibi birgok hlcresel hasar olayini baslatabilirler
(38, 39). Protein aktivitesindeki degisiklikler, tasiyici protein ve iyon
kanallarinin aktivasyonu veya inaktivasyonu yoluyla Na, K, Mg ve Ca gibi
iyonlarin membran gegirgenliklerinde ani ve siddetli degisikliklere yol agarlar
(34).

iskeminin baglamasiyla hipoksantin tarafindan degrede edilen doku
hiicresel adenozin trifosfat (ATP) diizeyinde azalma ortaya cikar (27). iskemi,
dokunun normal hucresel fonksiyon ve iyon hemostazi igin gerekli olan,
yeterli miktardaki ATP’nin olusamamasina neden olur. Dokuda geri
donlsumslz hasarin ortaya c¢ikmasina kadar ge¢mesi gereken iskemi
suresine tolerans zamani denir. Eger iskemi suresi tolerans zamanini asarsa,
hicre 6lumu ve doku nekrozu geligir. Geri donusumsuz hasar olusmadan
once iskemik doku reperfluze edilirse doku hasari gerileyebilir. Reperfuzyon
sirasinda iskemik doku, olusan oksijen serbest radikallerine bagh ek
zedelenmeye de maruz kalir. iskemik dokunun reperfiizyonu ile olusan
hasar, oksijen serbest radikallerinin vasitasi ile gelisir (40). iskemik dokuda
olusan serbest oksijen radikallerinin ana kaynaginin ksantin oksidaz oldugu
kabul edilmektedir (41). Ksantin oksidaz iskemik dokuda hulcrenin disuk
enerji durumundan dolay! hicre igi Ca konsantrasyonun artigi tarafindan
aktive edilen bir proteaz olan ve yaygin sekilde bulunan ksantin
dehidrogenaz enziminden olusur. Iskemik dokunun reoksijenasyonu ile
ksantin oksidaz, molekuler oksijen ve ATP’nin dusuk enerji yikim Grand olan
hipoksantin reaksiyonu superoksit radikali ve hidrojenperoksit olusumu igin
katalize eder (41).



3.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren
atom veya molekullerdir. Bu tip molekuller ortaklanmamis elektronlarindan
dolayl oldukca reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Serbest oksijen radikali
biyokimyasinda anahtar roli oynayan maddeler oksijenin kendisi, superoksit,
hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari ve hidroksil radikalidir. Bunlardan
ilk dordundn gesitli reaksiyonlari ile sonuncusu meydana gelir (42).

a) Siperoksit radikali: Hemen tim aerobik hlcrelerde oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu serbest sliperoksit radikal anyonu (Oy)
meydana gelir.

O, +e — Oy

Superoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak
fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (1).

b) Hidrojen peroksit: Molekuler oksijenin ¢gevresindeki molekullerden
iki elektron almasi veya superoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit
olusur. Peroksit molekulu iki hidrojen molekulu ile birleserek hidrojen peroksiti
(H202) meydana getirir (42-44).

O, + e + 2H > H,O»

O, + e + 2H" — H>0,

Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil  Uretimi
stiperoksidin dismutasyonu ile olur. iki stiperoksit molekiili iki proton alarak
hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon spontan
olusabilece@i gibi sUperoksit dismutaz enzimi ile katalizlenebilir ve radikal

olmayan Urlnler meydana gelir (42-44).

Oy +2H —» H0, + O



Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadidi halde, reaktif oksijen
turleri icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar.
Superoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikali olusturmak Uzere kolaylikla yikilabilir (32, 41,
43).

HO, + O — OH + OH + O
Bu reaksiyon demirle katalizlenir. Once ferri demir siiperoksit (Fe*)
tarafindan ferro demire (Fe®") indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak

Feton reaksiyonu ile hidrojen peroksitten OH ve OH- uretilir (42, 43).

O, + F63+ — O+ F62+

Fe* + H,0, —» Fe® + OH + OH

Oy + HHO, — OH + OH +0O,

¢) Hidrojen radikali: Bu radikal (OH), hidrojen peroksidin gegis
metallerinin varliginda indirgenmesiyle meydana gelir (44). Son derece
reaktif bir oksijen radikalidir. Yarilanma omru c¢ok kisadir. Olustugu yerde
bayUk hasara neden olur. Tioller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekullerden bir
proton kopararak yeni radikallerin olusmasina neden olur (42, 43).
Dogal enzimler ve glutatyon yetersiz duzeyde ise hidrojen peroksit ve
sliperoksit ayri ayri ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe*" veya Cu** ile
reaksiyona girerek sonunda en gugli radikal olan hidroksil molekulinin

olusacagi bir dizi reaksiyon olustururlar (45, 46).
Fe” + O —— Fe” + O,

Fe'?+H, 0, — Fe™ + OH + OH

HO, + O ——» O + OH + OH
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Hidrojen peroksitin glcli bir oksidan olan demiroksijen kompleksi (Ferril)
olusturmak igin ferroz demir (Fe*?) ile girdigi reaksiyona Fenton reaksiyonu
denir. Olusan Ferril, OH vermek Uzere pargalanir. Hidrojen peroksit ferroz
demirden daha hizl olarak bakir (Cu®) tuzlari ile reaksiyona girmektedir (46,
47).

H, O, + Fe? ——» Fe™+ OH + OH
HO, + Cu¥ ———» Cu*+ OH + OH

d) Singlet Oksijen: Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi
icin radikal olmamasina ragmen ¢ok reaktif olmasi, Uretimi sirasinda bazi
radikal tepkimeleri olusturmasi nedeniyle serbest radikal olarak sayilir. Bu
radikalin DNA hasari olusturdugu ve mutajenik etkilerinin bulundugu
gOsterilmistir (48, 49).

e) Nitrojen Oksidler: Nitrik oksit, serbest radikal olan basit bir gazdir.
Memelilerde bulunan en kuguk otokoid ve haberci molekuldur. Cok kuguk bir
molekul olmasi ve lipofilik olma 6zelligi, hiicre membranlarindan kolaylikla
gegmesine izin vermektedir (48, 50). NO, protein fonksiyonlarini degistirir ve
hicre hasarina ya da hicrenin korunmasina aracilik eder.

3.3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

En buyuk serbest radikal kaynagi elektron transport zincirinden (ETS)
olan elektron sizintisidir. Normal oksijen basincinda radikal Uretimi
mitokondrial oksijen tuketiminin %1-2’si kadarken yuksek O, basincinda bu
oran artar. Serbest radikallerin kaynaklari biyolojik ve hucre ici olarak ikiye
ayrilir. Aktive olmus fagositlerin, radyasyonun, bagimlilik yapan maddelerin
(Alkol ve uyusturucular), antineoplastik ajanlarin, ¢evresel ajanlarin (hava
kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, sigara, dumani) ve stresin (katekolamin
artisi ile) etkisi sonucunda olusan serbest radikaller biyolojik olanlardir.
Klguk maddelerin otooksidasyonu (Katekolaminler), enzimler ve proteinler
(ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin), mitokondrial elektron
transportu, endoplazmik retikulum ve nukleer membran elektron transport

sistemleri (Sitokrom P-450), peroksizomlar (oksidazlar), plazma membrani

11



(lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde nikotinamid adenin
dindkleotid fosfat oksidaz, lipid peroksidasyonu), oksidatif stres etkenleri
(iskemi, travma) ile olusanlar ise hugre ici kaynakhdir (1-3).

a) Ksantin Oksidaz Sistemi

iskemi (hipoksi) sirasinda ATP Uretimi durur, ancak kullanimi devam
eder. ATP, ylUksek enerjili fosfat baglari yikilarak adenozin monofosfata
kadar yikilip daha sonra hucre disina difizyona ugrayarak burada inozin ve
hipoksantine yikilir. Normalde dokularin oksijene oldugu durumda
hipoksantin, Urik aside ksantin dehidrogenaz tarafindan metabolize edilir. Bu
reaksiyonda NAD elektron alicisi olarak goérev alir (15).

iskemi esnasinda hiicre ATP diizeyindeki azalma ile birlikte iyon
konsantrasyonlarindaki degisikliklerden en dnemlisi hlcre igi Ca? iyonunun
derisiminin artmasidir. Hiicre ici Ca®* 'un yiikselmesiyle Ca ile aktive olan
proteazlar aktive olarak ksantin dehidrogenazi (D tip), ksantin oksidaz
formuna (O tip) donusturdrler. Olusan ksantin oksidaz ortamda biriken
hipoksantini Urik aside donusturirken NAD yerine reperfuzyonla dokulara
ulasan Oy'yi kullanirlar. Sonugta Urik asitle birlikte O™ radikalini olustururlar
(3, 51).

Hipoksantin + H,O + 20, SOz - Ksantin + 2 O, +2 H'

Hipoksantin + H,O + 20, _KsaninOksidaz _ ()i Asit + 2 O, +2 H*

»

b) Fosfolipaz Sistemi

iskemi reperfizyon hasarinda iskemik dokunun reperfiize olmasindan
kisa bir siire sonra intraselliiler serbest Ca®" miktarinin hizlica artmasi ile
plazma membranlarinda bulunan Fosfolipaz A, aktive olur. Fosfolipaz A,
membran fosfolipidlerinden yag asitlerini pargalayan hidrolitik bir enzimdir. Bu
nedenle arasidonik asit drlnlerinin iskemik dokuda agiga c¢ikmasina ve
notrofillerden bagimsiz olarak endotel hasarlanmasina sebep olur (3, 52, 47).

Ayrica reperfuzyon hasarinda aragidonik asit drunleri (Lokotrien Bs ve
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tromboksan A;) nétrofilleri etkileyerek olusan hasari arttirirlar. Bu Ug¢
mekanizma ile olur.

1- Guglu birer kemoatraktan rolu oynayarak notrofil akimulasyonunu
saglarlar ve endotele notrofillerin adhezyonunu arttirirlar. Lokotrien B4 (LTB4)
ve tromboksan A, (TxAz)nin oldukga potent kemoatraktanlar oldugu
bilinmektedir (41). Yapilan calismalarda LTBs ve TxA; inhibisyonunun
deneysel miyokard enfarktisu ve ekstremiteye turnike uygulanmasi
sonrasinda, notrofil diapedezini 6nemli oranda engelledigi gosterilmistir.

2- Arasidonik asit urtnleri, noétrofilleri aktive ederek daha fazla oranda
oksijen radikali ve proteolitik enzim uretmelerine neden olurlar. LTB4Un,
notrofillerden H,O; ve elastaz salgilamasinda ve notrofillerin in vito ve in vivo
olarak endoteliyal gecirgenligini arttirmasinda potent bir stimulatér oldugu
gosterilmistir (53, 54). TxA; ise, iskemi reperflzyon sonrasinda notrofilleri
aktive ederek H,O, Uretmelerini stimule eder.

3- Lokotrienler ve tromboksanlar, mikrovaskuler yataga dogrudan
vazokonstruktor etki ile reperfizyon sonrasinda bozuk kapiller akima yol
acarlar (47, 55).

c) Aktive Notrofiller

iskemi sirasinda ortaya cikan birgok kemotaktik faktdr dokularda
anormal ve uygun olmayan notrofil aktivasyonuna ve inflamatuar enzimlerin
salgilanmasina yol agar (51-56). iskemi- reperfiizyon akut inflamatuar bir
cevap olusturur ve lipid mediatorli kemotaktik peptitler ile kompleman
sistemini aktive ederek notrofil kemotaksisini uyarir. Arteryel kan akiminin
%80 azaltiimasiyla olusturulan iskemiden sonra kapiller ¢ikisinda yer alan
venullerde |6kosit birikiminin 4—10 kat arttigi, reperfuzyon ile bu oranin 35
katina ciktigi saptanmistir. Ayrica kan akis hizinin azalmasi Iokositlerin
endotele adezyonunu kolaylastiran 6nemli bir etkendir (57).

Notrofiller iskemi sonrasi doku hasarini gerek serbest oksijen
radikalleriyle gerekse de sitotoksik enzimleri salgilayarak olustururlar (58).
Dolasimdaki nétrofil aktivasyonunun ya da sayisinin azaltilmasi ile iskemi-
reperfuzyon hasari ile olusan doku hasarinin azaltildigi gorulmastir. Ayni

sekilde I0kositlerin endotele adezyonunun Onlenmeside hasari azaltabilir
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(59). Kalp, barsak, iskelet kasi, beyin, akciger ve bébrek gibi pek ¢ok dokuda
iskemi—reperflizyon hasarinin olusumunda aktive I6kositler sorumludur.

Lokositlerin oksijen radikallerini Uretmek igin kullandiklari reaksiyona
solunum patlamasi (respiratory burst) denir ve burada NADPH oksidaz rol
alir. Enzimin aktive olmasi ile sitoplazmik NADPH’den alinan iki elektron iki
molekul oksijene verilerek iki molekul superoksit agiga ¢ikarilir.

Notrofillerde ayni zamanda fagosite edilen mikroorganizmalarin yok
edilmesinde kullanilan lizozomal myeloperoksidaz sistemi de bulunmaktadir.
H>0,, myeloperoksidaz enzimi ile Br, | ve Cl ile tepkimeye girerek HOCI, HOI,
HOBr gibi glcll asitleri olusturur (23, 60).

Bunlarin diginda lokositler proteaz, katyonik proteaz, kollagenaz ve
elestaz gibi enzimler salgilayarak endotelial hucre glikokaliksini ve bazal
membranini harap ederek kapiller gecirgenligi artirirlar. Kapillerde biriken

noétrofiller kapiller Iimenin tikanmasina neden olurlar.

4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, htcrenin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve
enzimleri gibi tum onemli bilegiklerine etki edebilirler fakat, lipidler en hassas
olanlaridir (42). Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon drunlerini
olustururlar. Poliansatlre yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu
olarak bilinir ve dokuya c¢ok zararhdir. Lipid peroksidasyonu ile meydana
gelen membran hasari geri donusimsuzdur. Plazma membrani ve organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin timu ile stimule edilebilir.
U¢ yada daha fazla cift bag iceren yagd asitlerinin peroksidasyonunda
malonildialdehid (MDA) meydana gelir, olusan MDA, membran bilesenlerinin
¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur, bu da deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve ylzey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran Ozelliklerini degistirir. MDA oOlgumu lipid peroksit seviyelerinin

tespitinde sikhkla kullanilir. MDA, lipid peroksidasyonunun spesifik bir
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indikatord degildir ancak, lipid peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir
korelasyon gosterir. (42, 43).

Proteinlerde doymamis bag igceren molekullerin serbest radikallerle
reaktivitesi  yUksektir. Nitekim serum proteinlerinde, katarakth lens
proteinlerinde ve enflamatuar eklem hastaligi olan kisilerin sinovial
sivilarindaki immunglobulin G (IgG)lerinde serbest radikal hasari
saptanmisgtir.

Aktive olmus notrofillerden  kaynaklanan  hidrojen  peroksit,
membranlardan kolayca gecerek ve hlcre c¢ekirdegine ulasarak DNA
hasarina, hicre disfonksiyonuna ve hatta hicre dlimine yol acabilir (42).

4.1. Antioksidan Savunma

Hucreler oksijen serbest radikallerini kontrol altina almak ve zararlarini
onlemek igin enzimatik ve enzimatik olmayan savunma yollarina sahiptir (60,
61).

Enzimatik olanlar:

a) Superoksit dismutaz

02 + H20 — H202 + 02
b) Katalaz

Katalaz %80 peroksizomlarda %20 ise sitoplazmada yer alan bir hem—
enzimdir. Katalaz enzimi toksik etkileri nedeniyle radikal olmadigi halde
reaktif bir molekdl olan hidrojen peroksidin (H2O;) dogrudan suya
indirgenmesini katalize eder.

H202 + H202 ——— » 2H20 + 02

c) Glutatyon peroksidaz

ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H20

Bu enzimler icinde en énemli olani redikte glutatyon (GSH) fazlaliginda

hidrojen peroksidi ortamdan uzaklastiran glutatyon peroksidazdir.
Enzimatik olmayanlar: Bunlar direkt serbest radikal gidericidirler (60).

-Vitamin E:lipid peroksidasyon zincirini kirar.
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-Vitamin C: O2 ve OH- radikali direkt tutar ve vitamin E’yi rejenere eder.
-Vitamin A: Peroksitlere etki eder.
-Seruloplazmin: Demiri okside eder.

-Albumin: Cu++ baglar.

5. Nitrik Oksit

Nitrik oksit cok sayida hayati fonksiyonlarin kontrolinde gorev alan bir
molekul olup, hiicresel fonksiyonlarin denetiminde otokrin ve parakrin etkilere
sahiptir. Nitrik oksit renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip basit
bir molekuldur. Diger radikal turlerinin aksine nitrojen ve oksijen atomlari
uzerinde delokalize bir sekilde bulunur. Nitrik oksit radikalinin bu o6zelligi
sayesinde kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini artirir ve biyolojik
kosullarda sentezlendigi yerden daha uzak mesafelere difizyonunu
kolaylagtirir. Nitrik oksit sentezi igin kullanilan 6ncul biyomolekul arjinin amino
asididir. NOS enzimi 2 basamakta arjininden nitrik oksit sentezlerken bir
molekulde sitrulin olusur (50).

Nitrik oksit sentezini katalizieyen NOS enzimlerinin konstitutif (c NOS)
ve induklenebilir (iNOS) olmak Uzere iki temel izoformu bulunur. Konstitutif
enzimin ayrica iki formu vardir. Bunlardan endotelial NOS (eNOS) (NOS IIl)
olup, agirhkh olarak zarsal bir enzim olup, endotel kaynakli gevseme
faktorinin sentezinden sorumludur. Konstititif enzimin ikinci formu ise
merkezi sinir sistemi ve noronlarda haberci molekul olarak kullanilan nitrik
oksitin Uretiminden sorumlu olup, ndéronal NOS (nNOS) (NOS I) olarak
adlandirilr.

Konstitatif enzimlerin (eNOS ve nNOS) aktiviteleri mutlak olarak
Ca?*/Kalmodiilin bagimhdir (50, 62, 63). NOS enzimlerinin indiiklenebilir olan
izoformu (iINOS, NOS 1l) ise alt birim olarak kalmoduline ihtiya¢ duyar (50,

62). Aktivitesi icin hiicrede kalsiyum derisiminin artmasi gerekli degildir.
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5.1. Nitrik Oksitin Biyolojik Sistemlerdeki Etkileri

Nitrik oksit ¢ok yonli bir biyolojik haberci molekil olup, farkh
konsantrasyonlarda farkli biyolojik etkilere sahip olabilen bir molekualdur.
Nitrik oksitin sinir sisteminde nérdnal fonksiyonlarin modulasyonundan,
damar duz kaslarinin gevsemesine, I6kositlerin endotel hicrelerine
yapismasi ve inflamatuar dokuya gb6¢ etmesinden, trombosit
agregasyonunun inhibisyonuna, damar gegirgenliginin kontrolinden, penil
ereksiyona, immun sistemin fonksiyonlarindan, bobrekler ve barsaklarda tuz
ve su emilimine kadar birgok fonksiyonu mevcuttur (50, 62).

Nitrik oksitin hucreleri sitotoksik etkilere karsi koruyucu oOzelligide
tanimlanmistir. Basta oksijen radikalleri olmak Uzere diger atom merkezli
radikallerle tepkimeye girerek, kendisinin ve tepkimeye girdigi radikalin
reaktivitesini sonlandirir (50).

Sitoprotektif etkisi apoptosizde ve diger sitokinlerle olusan doku
hasarinda, hipervalant metaloprotein bilesikleri ile reaksiyona girmesi ve
hicre icine demir (Fe) salinimini kontrol etmesiyle de agiklanmaktadir (62).
Yine nitrik oksitin lipid peroksitleriyle reaksiyona girerek sitoprotektif etki
gOsterdigi ortaya konmustur. Nitrik oksit ayni zamanda Idkositlerin hucre
yuzeyine tutunmalari ve yapigsmalarini inhibe ederek de sitoprotektif etki
gosterir.

Nitrik oksitin regulatér ve koruyucu etkilerinin yani sira sitotoksik
etkileri de mevcuttur. Nitrik oksit cesitli inflamatuar olaylar ve hastaliklarda
sentezi artan ve sonugta doku hasarina katkida bulunan etkenlerden biridir.
Artrit, ateroskleroz, doku enfarksiyonlari, dejeneratif néronal hastaliklar ve
diyabette nitrik oksit sentezi artar ve Uretilen nitrik oksit doku hasarina
dogrudan katkida bulunur (50).

Nitrik oksitin sitotoksik etkisi, demir iceren mitokondrial ve sitozolik
enzimlere baglanarak, sitokromal enzimler ile DNA’'da yapisal degisiklige yol
acgarak, peroksinitritterden OH radikalinin olusumuna neden olarak ortaya
cikmaktadir. Nitrik oksit derisimi arttiginda O, ile reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOOQO") bilesigini olusturur (62).
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Nitrik oksitin sitotoksik etkilerinin glikoliz, sitrik asit dongusu ve o6zellikle de
mitokondri solunumun inhibisyonundan kaynaklandigi kabul edilmektedir.
Nitrik oksit, oksijenle yarismali olarak sitokrom oksidaza baglanip inhibe
eder. Elektron transport sisteminin demir—sulfur (Fe-S) iceren merkezleri
(kompleks | ve kompleks Ill) ve akonitaz enziminin Fe-S merkezleri NO-
badimli S- nitrozilasyonuna ugrar, demir salinimi gerceklesir. Gliseraldehit—
3—fosfat dehidrogenazin ADP-ribozilasyonu da glikolitik yolun inhibisyonuna
neden olur. Goruldugu gibi NO sentezinin artisi, enerji metabolizmasinin her
uc¢ yolu Uzerinde de inhibitor etkilere sahiptir. Peroksinitrit ve N,Os eneriji
metabolizmasinda gorev alan proteinlerde yapisal degisimlere neden
olduklari gibi, akonitaz enziminin proteolitik yikimini da hizlandirirlar.
Peroksinitrit protonlanarak nitrat anyonu ve hidrojen katyonu olusturmak
uzere yikima ugrar. Nitrat anyonu ise hidroksi radikali vermek Uzere yeniden
yikilir. Peroksinitritin ve bunun yikim Grtnlerinin demir (Fe) gerektirmeden de
lipid peroksidasyonunu baglatabildigini one siren ¢alismalarda mevcuttur (3).

Fizyolojik derisiminin Gzerinde NO sentezi her i¢ NOS izoformunda da
gorlliir. Serebral iskemide kontrolsiiz artan Ca®*, nNOS’I aktive ederek
beyinde toksik etkilere neden olabilir. Cesitli anaflaktik reaksiyonlarda aktive
olan eNOS vazoaktif NO sentezini arttirabilir. Cok daha yaygin olarak artan
NO sentezinin nedeni iINOS izoformudur. Cunku bu izoform sentezlendikten
sonra aktivitesi kontrol edilemez ve lokal olarak NO derisimini ¢ok arttirabilir
(10—-100 yM’a kadar). INOS’dan kaynaklanan NO, damar gecirgenligini arttirir
ve septik sokta oldugu gibi siddetli hipotansiyona neden olur. Diyabet,
romatoid artrit, inflamatuar ve otoimmun hastaliklarda doku yikimina yol agar
(50).

5.2. Platelet Agregasyonunun NO Tarafindan inhibisyonu

Nitrik oksit, platelet aktivasyonu ve agregasyonunun cesitli
basamaklarinda etkili olarak birbirinden farkli mekanizmalarla agregasyonu
inhibe eder. Bu etkilerini esas olarak hicre icinde siklik GMP (cGMP)
derisimini ve cGMP-bagimli protein kinazlarin aktivitelerini kontrol ederek
gosterir. Guanilat siklaz inhibitorleri ve cGMP- bagimli protein kinaz

inhibitorleri nitrik oksitin antiplatelet etkilerini azaltirken; cGMP fosfodiesteraz
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inhibitorleri, arjinin ya da NO vericileri nitrik oksit bagimli antiplatelet etkilerini

guglendirirler (Sekil—1).

Hiicre ici depolardan ve hiicre disindan sitoplazmaya Ca** akiminin inhibisyonu

dicre disina ve hiicre igi depolara Ca** pompalanmasinin indiiksiyonu

re-hlicre etkilesiminde gorevli yiizey glikoproteinleri sentezinin ve zar yuzeyine
tragsferinin inhibisyonu

NO

gregator aktiviteye sahip eikozanoidlerin (TXA2 gibi) sentezinin inhibisyonu

, reseptoriiniin cGMP-bagimli protein kinazlarla fosforilasyonu sonucu inhibisyonu

gMgasyon sirasinda sinyal iletim yollarinda rol alan molekdillerin (IP; , DAG, PKC, PI; —
kiRaz, rap 1b) sentezi veya etkilerinin inhibisyonu

Sekil - 1: Nitrik oksitin antiplatelet etkilerinin mekanizmasi.

6. cGMP

Cesitli hormonlar, otokoidler, ilaglar ve toksinler fizyolojik etkilerinde
mesajci molekul olarak cGMP kullanirlar. GTP'den cGMP sentezini
katalizleyen Guanilat Siklaz enzimi sitoplazmik (¢dzinir) yada zarsal
(partikil fraksiyonda) enzim seklindedir. Nitrik oksit sitoplazmik Guanilat
Siklaz (sGC) enzimini aktive ederken pepdit hormonlari ise zarsal
(particulate) Guanilat Siklaz (pGC) enzimini uyarirlar. sGC enzimi yapisinda
heme ve bakir igerir. Nitrik oksit heme kismi ile etkileserek enzim aktivitesini
arttinr(64). Artan cGMP’de protein kinaz G enzimini aktive ederek
intrasitoplazmik Ca+2 duzeyini azaltir (64-67). pGC enzimi ise tek bir
polipeptid zincirinden olusur ve natritretik peptidlerin membran reseptorleri
ile etkilesimi sonucu aktive olur. U¢ major natriliretik peptid vardir: atrial
netriiretik peptid (ANP), beyin natritretik peptid (BNP) ve C—tipi natritretik
(CNP) peptid (64). cGMP'nin etkisine aracilik eden baslica sistemler:

a) cGMP ile kontrol edilen iyon kanallari,

b) cGMP ile kontrol edilen fosfodiesterazlar ve

c) cGMP bagimh protein kinazlardir (Sekil-2). Retinal rodlarin 1siga

cevabl, kokularin algilanmasi, steroidogenez, platelet agregasyonu, bobrek
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ve barsaklarda iyon transportu, kardiak ve diuz kaslarin kasilmasi cGMP ile

kontrol edilen é6nemli fizyolojik olaylardandir (50).

Nitrik Oksit Uretimi

1

Fizyolojik Degisimlerde NO

1

Sitoplazmik Guanilat Siklaz Aktivasyonu

1

cGMP Degisiminde Artis

— ] T

PKG iyon Kanallarinin Fosfodiesterazlarin

Aktivasyonu Aktivitesinin Kontrolu  Aktivitesinin KontrolU

Sekil-2: Nitrik Oksit-cGMP araciligi ile hicrede sinyal iletimi. Bu etkiler
0zgul olup, fizyolojik derisimlerdeki NO ve cGMP tarafindan kontrol edilir.

7. Dokuda Oksijen Radikallerinin Olugumu

Normal metabolizmadaki reaktif oksijen ana kaynaklarindan biri
mitokondrial respirasyondur (68). Mitokondrial respiratuar zincirin son basamagi
molekuler oksijenin tek adimda tetravalent reduksiyonudur. Mitokandrial dis
membranda bulunan NADPH oksidaz yardimi ile superoksit ortama ¢ikar (60).
Reaktif oksijenin mitokondrial Uretimi ile iskemi ve reperfizyonda artis gosterir
(69, 70). Peroksizomal beta oksidasyon, yag asidi oksidasyonunun énemli bir
bdlimunu olusturur ve bu nedenle sabit bir hidrojen peroksit kaynagidir (71).

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz yoluyla olusan prostaglandin ve lokotrienlerin
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olusumunda lipid peroksitler araci olarak rol alirlar (60). Bu yollar serbest
arasidonik asit, sUperoksit, hidrojen peroksit ve lipid peroksitler tarafindan
stimile edilirler ve bu yollarin reaktif oksijen ¢esgitlerini olusturduklari
gosterilmistir (72, 73). Buna ek olarak, iskemi serbest arasidonik asidin artisina
neden olur ve reperflizyon sirasinda bu yollari oksijen radikal kaynagi gibi
kullanir (73, 74).

Reperfuzyon sirasinda agida ¢ikan noradrenalin radikal olusumuna
katkida bulunur (60). Katekolaminlerin otooksidasyonu superoksit agiga c¢ikarir
(75). Endotel kaynakli nitrik oksit de bir radikaldir ve slUperoksitle reaksiyona
girer. Nitrik oksit ve superoksit arasindaki reaksiyon, peroksinitrit olusumuna
neden olur ve bu da endotel zedelenmesini baslatabilen hidroksil benzeri
radikale doénlslr (76). Invivo olarak grandlosit aktivasyonunun oksijen
tuketiminde ani bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Oksijen tuketiminin %90'l,
aktive NAD(P)H oksidaz tarafindan slUperokside donustirallr. Stperoksit ise
hidrojen perokside donusur. Hidrojen peroksit ise, bakterilere toksik oldugundan

bakterileri dlduren hipoklorous asid olusumunda kullanilir (60).

8. Renal iskemi ve Reperfiizyonun Neden Oldugu Histopatolojik

Degisiklikler

Reperfize edilen dokular birgok deneysel modelde slUperoksit veya
hidroksil radikallerinin olusumu allopurinol veya ksantin oksidazin diger
inhibitorleri ile korunabilmektedir (77, 78). Renal korteks kan akimi, postiskemik
renal kortekste 24 saatte reperflzyon ile kontrole gobre %12 oraninda
azalmaktadir. Bu dusus;

1-Tubuloglomeruler arterioler vazokonstruksiyon

2-Hucresel sisme, tubuler obstriksiyon, interstisyel o6deme bagh
intrarenal basing artigi

3-Lokosit tikaglari ve kirmizi hdcrelerin dis medulladan sizmasina bagh
vaskuler obstriksiyona bagl olabilir (79).

Kan akiminda dizensiz dagilim s6z konusudur. Kan akigi bazi

kapillerlerde azalma ile kalmaz, tamamen durur. Etkilenen proksimal tubuller
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reperflizyon sirasinda sicak iskemi nedeniyle hasarlanirlar ki bu da renal
fonksiyonun duizelmesinde yavaslamaya neden olur. Reperfliizyon sirasinda
tubuler lumen ¢api artar, proksimal tibullerden ortaya ¢ikan dokuntuler tubulleri
tikayarak Henle kulpu ve proksimal tubullerde sivi alimina direng olusturur,
selliler hasar nedeniyle tubuler su reabsorbsiyonu bozulur, kapiller dilatasyon
dis medulla toplayici tuplerine basiyla intratubuler basinci arttirir. Bunlarin

sonucunda kan akimi %12 azalirken glomertler filtrasyon hizi %90 azalir (79).

9. Tadalafil

PDE; 50 yil once, ikincil haberci siklik adenozin 3’,5—monofosfat
(cCAMP)’'In aktivitesini bloke etmek igcin hayvan modellerinde kesfedilen bir
enzimdir. PDE Ust familyasi, 21 tek gen Uzerindeki PDE1’den PDE11’e kadar
olan 11 familyay: icerir. Bunlar; éncelikle vaskiiler, visseral ve pulmoner diz
kas olmak Uzere cgesitli dokulara dagiimislardir ve birgok organ sisteminin
fizyolojik fonksiyonlarini dizenlerler. cGMP yikimini dnlemeleri sayesinde,
PDES5 inhibitorleri, cGMP’nin bioyararlaniminda artis yaratirlar. Her ikisi de,
diz kasin stimulasyon ile NO aracili relaksasyonunu kolaylastirir ve
potansiyelize eder. Kafein ve teofilin, PDE enzimini inhibe ettigi onlarca yil
once bulunmus ilk ilaglardandir. Gegen 30 vyil slresince, cesiti PDE
ailelerinin inhibitérleri bir grup hastaligin tedavisi icin gelistirilmistir.
Bunlardan, PDES3 inhibitort olan milrinone ve amrinone kalp yetmezligi icin,
PDE4 inhibitoru olan cilostazol klodikasyon igin geligtirilmistir; anti—platelet
etkisi olan dipyridamole de PDES8, PDE9 ve PDESY’i inhibe eder (Sekil-3).

Baslangigta anjina pektoris tedavisi igin arastirilan ilk oral PDES
inhibitéra sildenafilin, calismada yer alanlarda ereksiyona yol agtigi rastlanti
eseri bulunmusgtur. Sonrasinda sildenafil 1998'de erektil disfonksyonun ilk
oral tedavisi olarak piyasaya ¢ikariimis ve 2003’te yine PDES5 inhibitoru olan
iki ilacla, vardenafil ve tadalafil, takip etmistir (80).

Tadalafilin molekuler yapisi, yapilari birbirine benzer olan sildenafil ve
vardenafilden farklidir. Her Ug¢l de heterosiklik nitrojen—iceren gift halkal

sisteme ve santral halkaya sahiptir. Bu santral halka cGMP analogudur ve
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ilaglarin PDE5’in katalitik bdlgesine yarismali baglanmasini saglar. Tadalafil
bir ®-carboline-type PDES5 inhibitori olarak farklihk gosterir, sildenafilin
yapisindaki hidantoin halkasinin modifiye bir formu olan piperazinedione
halkasina sahiptir.

Vaskuler sistemdeki bir grup fizyolojik siregc NO/cGMP sinyal yolaklari
ile kontrol edilir. Endotelde lokal olarak Uretilen NO, cGMP sentezi ile
sonuglanacak olan ¢ozulebilir guanilil siklaz (sGC) stimulasyonu ile vaskuler
tonusu duzenler. Sonu¢ olarak meydana gelen intraseluler cGMP
konsantrasyonlarindaki artis; kalsiyum iyon kanal modilasyonu yapma ve
vaskuler duz kas kontraktil proteinlerinin kalsiyum duyarlliklarini azaltma
yoluyla vazodilatasyon saglayacak olan cGMP bagimh protein kinazlar
aktive eder. Intraseliler cGMP, siklik niikleotid fosfodiesterazlarinin (PDE’ler)
aktivitesi ile hizla GMP’ye inaktive edilir. Bu nedenle, diz kas hicresindeki
cGMP konsantrasyonu temel olarak; bu ikincil haberci icin essiz bir yikim
yolagl olan; sGC tarafindan yapilan Uretim ile PDE’ler tarafindan yapilan
yikim arasindaki dengeye badlidir. Fosfodiesteraz tip 5 (PDE5) selektif
olarak; cAMP’yi degil;, cGMP’yi yikar ve PDES5 aktivitesi vaskuller tonus
regulasyonu ile guglu bicimde ortaya ¢ikar. Bundan dolayl PDES aktivitesinin
farmakolojik modulasyonu, bu kontrolu elde edebilmek icin etkin bir arag olur.
Kulkarini ve arkadaslari revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile
fosfodiesteraz tip 5 enziminin renal dokuda mevcudiyetini gdstermislerdir (80,
81).
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Sekil-3: Nitrik oksit (NO), prostanoid, ve natrilretik peptitlerin intraseltler
sinyal iletiminde fosfodiesterazlarin (PDE) rolu.

NO, cesitli fizyolojik ve patolojik durumlara dahil olan bir anahtar
molekuldir. NO’'nun hucre fonksyonlari Gzerinde duzenleyici, koruyucu ve
zararl etkileri oldugunun anlagilmasindan bu yana, NO donoérleri ve
antagonistleri, ¢cok sayida calismada I/R hasarinin 6nlenmesinde test
edilmigtir. NO’nun cesitli ikincil mesajci kaskadlari Uzerinden etki ettigi
gosterilmigtir; ancak etkilerinin ¢ogu siklik guanozin monofosfat (cGMP)
araciliiyla meydana gelir. NO, cGMP uretimini, sadece vaskuler yapilarda
degil, ayni zamanda proksimal tubullerde, ¢ikan kalin kolda ve toplayici
duktuslarda da stimulle eder. cGMP, I/R hasari sirasinda intraseluler kalsiyum
dizeylerinin regulasyonunda ve trombosit fonksiyonlarinin moduilasyonunda
onemli bir rol oynar. Birbiriyle baglantili olaylar dizisi olan I/R hasarina birgok
faktor katilsa da, biz fosfodiesteraz tip 5 (PDES) inhibitorleri ile indirgenmenin
engellenmesi sonucu artan cGMP degerlerinin I/R hasarini azaltip
azaltamayacagini sorguladik. Bu hipotezi ortaya koymak igin, renal I/R
hasarinda, bir PDE5 inhibitéri olan Tadalafilin etkilerini histopatolojik ve

biyokimyasal parametreler kullanarak ortaya koymayi hedefledik (1, 2).
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GEREG VE YONTEM

Deney Hayvanlari

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Laboratuarinda
yetigtirilen agirliklari 250-300gr arasinda degisen toplam 36 adet Spraque
Dawley cinsi disi rat kullanildi. Deney oOncesi 12 saatlik suregte yem

verilmedi.

Deney Protokoli

Batin deneklere anestezi amaciyla ketamin ve kas gevsetici olarak
xylazin intramuskuler olarak verildi. Cerrahi uygulanan hayvanlara orta hat
abdominal insizyonla laparotomi yapildi. Hayvanlarin vucut 1silarinin
korunmasi amaciyla eksternal 1sitma saglandi. Deney sonunda buatun ratlar

yuksek doz anesteziyle sakrifiye edildi.

Denek Gruplari

Ratlar her bir grubta 6 adet hayvan olmak Uzere toplam 6 gruba
ayrildi. Anestezi saglanmasi sonrasi orta hat abdominal insizyonla laparotomi

yapildi ve tum ratlarda sag nefrektomi uygulandi (Tablo—1).

Tablo—1: Denek gruplari.

GRUP 1 Kontrol grubu

GRUP 2 Sham grubu

GRUP 3 iskemi grubu

GRUP 4 iskemi—reperfiizyon grubu

GRUP 5 Tadalafil verilen iskemi grubu

GRUP 6 Tadalafil verilen iskemi-reperfizyon grubu
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1. Kontrol Grubu

Anestezi saglanmasi sonrasi orta hat abdominal insizyonla laparotomi
yapildi. Sag renal pedikul eksplore edilip sag nefrektomi yapildi. Alinan
spesimen kontrol grubu olarak ayrildi.

2. Sham Grubu

Anestezi saglanmasi sonrasi orta hat abdominal insizyonla laparotomi
yapildi. Sag renal pedikil eksplore edilip sag nefrektomi yapildi. Takiben sol
renal vaskuler pedikul izole edilip diger gruplardaki kadar sirenin gegmesi
beklendi (105 dakika) ve sol nefrektomi yapildi. Alinan spesmen sham olarak
ayrildi.

3. iskemi Grubu

Anestezi saglanmasi sonrasi orta hat abdominal insizyonla laparotomi
ve sagd nefrektomi yapildi. Sol renal vaskuler pedikul izole edilip vaskuler
buldog ile klempe edilip bobrek kan akimi engellendi. 45 dakika iskemi suresi
beklenilip sure sonunda klemp kaldiriimadan nefrektomi yapildi.

4. iskemi — Reperfiizyon Grubu

Anestezi saglanmasi sonrasi orta hat abdominal insizyonla laparotomi
ve sag nefrektomi yapildi. Sol renal vaskuler pedikil izole edilip vaskuler
buldog ile klempe edilerek bobrek kan akimi engellendi. 45 dakika iskemi
suresi beklenilip sure sonunda klemp kaldirilarak bébregin 1 saat kanlanmasi
saglandi. Sure sonunda sol nefrektomi yapildi.

5. Tadalafil + iskemi Grubu

BUtin ratlara anestezi oncesi 1ml olacak sekilde suda c¢ozulmus
Tadalafil 1mg /kg dozunda oragastrik lavaj ile verildi. Anestezi saglanmasi
sonrasi orta hat abdominal insizyonla laparotomi ve sad nefrektomi yapildi.
Sol renal vaskuler pedikll izole edilip vaskuler buldog ile klempe edilip
bobrek kan akimi engellendi. 45 dakika iskemi suresi beklenilip sire sonunda
klemp kaldiriimadan nefrektomi yapildi.

6. Tadalafil + iskemi — Reperfiizyon Grubu

Butun ratlara anestezi oncesi 1ml olacak sekilde suda c¢ozulmusg
Tadalafil 1mg /kg dozunda oragastrik lavaj ile verildi. Anestezi saglanmasi

sonras! orta hat abdominal insizyonla laparotomi ve sag nefrektomi yapildi.
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Sol renal vaskuler pedikll izole edilip vaskuler buldog ile klempe edilip
bobrek kan akimi engellendi. 45 dakika iskemi suresi beklenilip sire sonunda
klemp kaldirilarak bobregin 1 saat kanlanmasi saglandi. Sure sonunda sol
nefrektomi yapildi.

Alinan tim bdbrek dokulari orta hattan gecgecek sekilde 2 parcaya
ayrildi. Biyokimyasal inceleme oncesi tum dokular dondurulup -85°C de

saklanildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Bobrekler %10 formalin solisyonu ile tespit edildi. Bobrekler rutin takip
islemine alinarak parafine gomuldu, parafin bloklardan 3 mikron kalinlhkta
hazirlanan kesitler hematoksilen eozin (HE) ile boyanarak 1sik mikroskobu ile

Tablo—2’deki histolojik siniflama esas alinarak degerlendirildi.

Tablo-2: Histolojik skorlama.

Histolojik bulgu 0 1 2 3

Tubuler nekroz yok | Hafif | Orta Siddetli
Tabdler atrofi yok | Hafif | Orta Siddetli
Reaktif atipi yok | Hafif | Orta Siddetli
Fircamsi kenar kaybi yok | Hafif | Orta Siddetli
Hidropik dejenerasyon yok | Hafif | Orta Siddetli
Glomeruler skleroz yok | Hafif | Orta Siddetli
Bowman kapstil genislemesi yok | Hafif | Orta Siddetli
interstisyel fibrozis yok | Hafif | Orta Siddetli
interstisiyel inflamasyon yok | Hafif | Orta Siddetli

Biyokimyasal inceleme

Dokuda Lipid Peroksidasyon (MDA) Olgiim Yéntemi

Prensip: Dokudaki Lipid Peroksitlerin TBA ile asit pH'da 100C’de
olusturdugu kromojenin n—butanol ile ekstrakse edildi ve olusan renk siddeti
532 nm’de spektrofotometride okundu. Ayiraglar olarak: %1.15 KCL, %8.1
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SDS (sodyum dosesil stlfat ), %20 Asetik asit ( pH 3.5.NaOH), %0.8 TBA,
N-Bdatanol / Piridin ( 15:1 volum) ve Standart TEP kullanildi.

Doku Hazirlama: 250 mg doku dereceli tupe konuldu, 2.5mI’ KCL ile
tamamlandiktan ve homojenize edildikten sonra 0.2 ml homojenata 3 ml %1
lik fosforik asid ve 1 ml %0.67 lik TBA eklenerek karistirildi. Tlpler kaynayan
suda 45 dakika bekletilip sogumasi sonrasi TBARS n-butanol yardimi ile
kirmizi 1g1gin 532 nm deki absorbsiyonuna gore Olguldu. Dokulardaki lipid

peroksidasyonu seviyesi nanomole/gram yas doku olarak belirlendi (79 ).

istatistiksel Analiz

MDA tayini ve histopatolojik degiskenlerin 6 grup arasi
kargilastirmalarda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Farkhlik ¢cikan degigkenlerin
2 grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamli
farkhiliklarin hangi gruplar igin s6z konusu oldudu tespit edildi. istatistiksel
analizler bilgisayar ortaminda SPSS-11 yazihim programiyla yapildi. Grup
degerleri ortalama +/- standart deviasyon (SD) olarak gdsterilirken, gruplar
arasi karsilastirmada p degeri 0.05’in altinda olan durumlar anlamh farkhlik
olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol ve Sham gruplari arasinda tubuler histopatoloji ve nekroz
acisindan anlamli fark bulunmadi. Kontrol ve iskemi gruplari arasinda
tubuler nekrozun (p = 0.026), reaktif atipinin ( p= 0.015) ve firgamsi kenar
hasarinin ( p = 0.015) énemli farkhlik gosterdigi gorildi. Kontrol ve iskemi
Reperfiizyon gruplar arasinda tibuler histopatoloji agisindan anlamli fark
bulundu ve bu gruplarda tubuler nekrozun énemli farklilk gosterdigi goruldu
(p=0,004). Kontrol ve Tadalafil verilen iskemi gruplan tibiiler nekroz (p =
0.002), reaktif atipi (p= 0.002), fircamsi kenar hasari (p = 0.004) ve hidropik
dejenerasyon (p = 0.004) acgisindan karsilastirildiginda anlamli fark bulundu.
Kontrol ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon gruplar arasinda tiibiiler
histopatoloji ve nekroz agisindan karsilastirildiginda anlamli fark bulunmadi.

Sham ve iskemi gruplar arasinda tiibiiler nekrozun (p = 0.015),
reaktif atipinin ( p= 0.009) ve fircamsi kenar hasarinin ( p = 0.015) 6énemli
farklilik gosterdigi goriildii. Sham ve iskemi Reperfiizyon gruplar arasinda
tubuler nekrozun (p = 0.015), reaktif atipinin ( p= 0.041) ve firgamsi kenar
hasarinin (p = 0.004) énemli farkhlik gosterdigi goruldi. Sham ve Tadalafil
verilen iskemi gruplari arasinda tiibiiler nekrozun (p = 0.002), reaktif atipinin
( p= 0.002), fircamsi kenar hasarin ( p = 0.004) onemli farklihk gosterdigi
goriildii. Sham ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon gruplari arasinda
tubuler nekrozun (p = 0.015) ve firgamsi kenar hasarinin ( p = 0.041) anlamh
farkh oldugu gérulda.

iskemi-iskemi Reperfiizyon gruplari ve iskemi-Tadalafil verilen
iskemi gruplari arasinda tibiiler histopatoloji ve nekroz acisindan anlamli
fark bulunamadi. iskemi ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon gruplar

arasinda firgamsi kenar hasari agisindan anlamli fark géruldi( p = 0.015).
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iskemi Reperfiizyon-Tadalafil verilen iskemi gruplari ve iskemi
Reperfiizyon-Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon gruplair arasinda
tubuler histopatoloji ve nekroz agisindan karsilastirildiginda anlamh fark
bulunamadi. Tadalafil verilen iskemi ve Tadalafil verilen iskemi
Reperfiizyon gruplari arasinda tubtler nekroz (p = 0.009) ve firgamsi kenar

hasarinin anlamli farkh oldugu goruldu (p = 0.002) (Tablo 3 — 5).

Tablo-3: Tubller nekroz agisindan her bir grup icin ortalama, ortanca ve

standart deviasyon degerleri.

Standart
GRUPLAR n Ortalama Ortanca

Deviasyon
Kontrol 6 0,5000 0,54772 0,5000
Sham 6 0,0000 0,00000 0,0000
iskemi 6 2,0000 0,98319 1,8333
iskemi+Reperfiizyon 6 2,0000 1,03280 1,6667
iskemi+Tadalafil 6 2,0000 0,51640 2,3333
Tadalafil+iskemi+

6 1,0000 0,63246 1,0000

Reperflizyon

Tablo—4: Reaktif atipi agisindan her bir grup igin ortalama, ortanca ve

standart deviasyon degerleri.

Standart
GRUPLAR n Ortalama . Ortanca
Deviasyon
Kontrol 6 1,0000 0,63246 1,0000
Sham 6 1,0000 0,40825 0,8333
iskemi 6 3,000 0,81650 2,6667
iskemi+Reperfiizyon 6 2,5000 1,16905 2,1667
iskemi+Tadalafil 6 3,0000 0,40825 2,8333
Tadalafil+iskemi+
. 6 1,0000 0,40825 1,1667
Reperfuzyon

30



Tablo-5: Fircamsi kenar hasari agisindan her bir grup i¢in ortalama, ortanca

ve standart deviasyon degerleri.

Standart
GRUPLAR n Ortalama Ortanca

Deviasyon
Kontrol 6 0,0000 0,40825 0,1667
Sham 6 0,0000 0,40825 0,1667
iskemi 6 2,0000 0,98319 1,8333
iskemi+Reperflizyon 6 2,0000 0,75277 1,8333
iskemi+Tadalafil 6 2,0000 0,89443 2,0000
Tadalafil+iskemi+

6 1,0000 1,03701 1,1944

Reperflizyon

Biyokimyasal Bulgular

Lipid Peroksidasyonu

Kontrol ve Sham, Kontrol ve iskemi, Kontrol ve Tadalafil verilen
Iskemi, Sham ve Iskemi, Sham ve Tadalafil verilen iskemi, iskemi
Reperfiizyon ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon gruplar arasinda
lipid peroksidasyonu agisindan p>0,05 duzeyinde anlamli fark bulunmadi.

Kontrol ve iskemi Reperfiizyon (p=0,004), Kontrol ve Tadalafil
verilen iskemi Reperfiizyon (p=0.004), Sham ve iskemi Reperfiizyon
(p=0.002), Sham ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon (p=0.002),
iskemi ve iskemi Reperfiizyon (p=0.002), iskemi ve Tadalafil verilen
iskemi (p=0.041), iskemi ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon
(p=0.002), iskemi Reperfiizyon ve Tadalafil verilen iskemi (p=0.002),
Tadalafil verilen iskemi ve Tadalafil verilen iskemi Reperfiizyon (p=0.002)
gruplar arasinda lipid peroksidasyonu agisindan anlamli fark bulundu
(Tablo-6).
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Tablo—6: Lipid peroksidaz enzim aktivitesi agisindan her bir grup igin
ortalama, ortanca ve standart deviasyon degerleri.

Standart
GRUPLAR n Ortalama Ortanca

Deviasyon
Kontrol 6 445,3500 100,84878 | 416,3933
Sham 6 439,7650 46,05859 443,1017
iskemi 6 427,9100 99,60371 467,1567
iskemi+Reperflizyon 6 194,1900 27,25484 195,7383
iskemi+Tadalafil 6 296,5100 156,94403 | 352,3250
Tadalafil+iskemi+

6 160,4650 64,67750 182,5567

Reperflizyon
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TARTISMA VE SONUG

Belirli bir sGreden uzun suren renal iskemi, etkilenen hacrelerin 6lumu
ile sonuglanir. Baglangigta etkilenen hucreler, geri donusebilen doku hasari
fazina girer. Bu fazdaki hicrelerin reperflizyonla normale dénme sanslari
vardir. Ancak iskemi suresi arttikga hucrelerin geri donusumsuz doku hasari
fazina girmeleri kaginilmaz olur. Bu hucreler reperfuze edilseler bile doku
hasari kalicilik gosterir (30). Gegici iskemi sonrasi ortaya ¢ikan doku hasari
ve fonksiyonel kayiplar, bazi fizyopatolojik mekanizmalarin birlikte ve ¢ogdu
zaman da birbiri ile iligkili ortaya c¢ikmasina bagldir. Bunlar; enerjiye
gereksinim goOsteren tagima sistemdeki bozulmalar, iskemi sirasinda uyarici
aminoasitlerin agiga ¢ikmasi hicre i¢i kalsiyumun artmasi ve buna bagh
olarak kalsiyum tarafindan yuUratilen bazi slreclerin  bozulmasi gibi
mekanizmalari igermektedir (42, 45). Butun bunlarin yaninda iskeminin
dokuya verdigi hasarin geri donusebilmesi icin, reoksijenasyon gereklidir
fakat reperfuzyonla iskemik dokudaki hasara ek bir hasar eslik etmekte ve bu
hasarin timine iskemi—reperflizyon hasari denilmektedir (32, 41). Yapilan
caligsmalarda, bobregin iskemik hasarinda serbest radikallerin rol oynadigi ve
bu hasarin farmakolojik ajanlarla geri ¢evirebilecedi gosterilmistir (13, 19).
Serbest radikaller, yuksek oksijen kapasitelerinden dolayi siddetli doku
hasarina yol agabilirler. Hicre membraninda lipid peroksidasyonu, protein ve
nukleik asit modifikasyonu ve hucre kalsiyum hemostazinda degisiklik yapar
(42).

iskemik dokunun reperfiize edilmesi, doku canlilidi icin zorunlu olsa da
reperflzyonun ek bir hasara yol agmasi kaginilmazdir (11, 26, 35). Serbest
radikaller; lipid peroksidasyonu, protein veya nukleik asit molekullerin ¢capraz
baglarinin degredasyonuna yol agarak hucreye birgok zarar veriler (17).

Protein  aktivitesindeki  degisiklikler hlcre membranlari iyon
kanallarinda ve tasiyici proteinlerinde ani aktivasyon ve deaktivasyonlara yol
acar. Na, K, Ca, Mg gibi iyonlarin gegirgenliginde ani degisiklikler olusturular.

Iskemi siresince geri doénigebilen hiicre hasari fazinda olan dokular,
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reperflzyonla nekrotik hale gelebilmektedir (51). Doku hasarinda
reperflizyonun bu etkisi, son yillarda birgok ¢alisma ile gosterilmistir (16, 19,
61). Bizde bu galismada 45 dakika iskemi ve 1 saat reperfuzyon olusturup;
iskemi—reperfuzyon hasari ve bu hasarin Tadalafil ile ne kadar 6nlenebildigini
lipid peroksidasyon ve histopatolojik agidan arastirdik. Reperflzyon hasar
mekanizmasi halen tam olarak agiklanamamakla birlikte serbest radikaller ve
iyon hemostazindaki degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Hucre olumudndn
ana nedenlerinden biri Ca’un asiri derecede birikimi olabilir. iskemi—
reperflizyon sonrasi serbest radikaller membran hasarina yol acgip, hicre
Ca’da artisa neden olabilir (51). Yapilan calismalarda iskemi—reperfiizyon
hasari hucre i¢i Ca artigi ile agiklanmis Ca kanal blokorleriyle hasarin
azaltabilmesi buna 6rnek gosterilmistir (46, 27).

Dokularin iskemiye dayanma sureleri birbirinden farklidir (38). Bdbrek
icin bu sire 30 dakika olarak bildirilmistir (23, 57). Bu calismada bdbrek
dokusunun iskemiye dayanma suresinin Tadalafil profilaktik uygulamasi ile
artirmayl amagcladik. Bu nedenle geri donisimsiz hasar olusma sinirinin
lizerinde olan 45 dakikalik iskemi siiresini uyguladik. iskemi-reperfiizyonun
dokusunda olusturdugu hasari 6nlemek icin Superoksit Dismutaz, Katalaz
(14), Nitrik Oksit (33), Trimetazidin (40, 19), Vitamin E (54), Allopurinol (16)
gibi birgok ajan denenmis ve olumlu sonuglar alinmigtir. Serbest radikallerin
direk 6l¢umu oldukga zor teknikler gerektirir (42).

Lipid peroksidasyonu sonucu olugan Looh ve konjuge dienler; daha
sonra alkalen aldehit, hidroksialkalen aldehid, malonildialdehid (MDA) ve
ucucu hidrokarbon gibi ¢ok sayida UrUnleri olusturmak Uzere pargalanirlar
(1). Bu calismada lipid peroksidasyonu urinu olan MDA Olgllerek lipid
peroksidasyonu indirekt olarak gosterilmistir.

Calismada bobrek dokusunun MDA duzeyleri degerlendirildiginde,
kontrol grubuna gore plasebo uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli
derecede ylUksek sonuglar elde edilmistir. Tadalafil grubunda ise, kontrol
grubuna gobre vyuksek sonuglar elde edilmesine karsin, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tadalafil grubu plasebo grubuyla

kargilastirdiginda, plasebo grubunun MDA duzeyleri istastiksel olarak anlamli
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derecede ylksek olarak izlenmistir. Bu sonuclara dayanarak, Tadalafilin
iskemi-reperflizyona maruz kalan bobreklerde lipid peroksidasyonunu
anlamli  derecede Onledigi dusunulmastlr. Serbest radikallerin, lipid
peroksidasyonu gibi mekanizmalarla membran gegirgenligi ve butinliglinu
bozarak siddetli membran hasraina yol agtigi bilinmektedir (38).

iskemik durumlarda, dokuda hiicre fonksiyonlarinin yiritilmesi ve
membran butunligunun korunmasi ig¢in gerekli olan mitokondrial ATP
uretiminde bir zamanla ortaya ¢ikmaktadir (32). Tadalafilin enerji kaynaklarin
birisi olan yag asitlerinin kullanima girmesini saglayarak, mitokondrial ATP
uretiminde bir artisa neden olup membran fonksiyonlarinin korunmasiyla lipid
peroksidasyonunu Onledigini dusunmekteyiz. Lipid peroksidasyonundan
serbest radikallerin sorumlu oldugu dusunulurse Tadalafil bu etkiyi direkt
serbest radikal giderici fonksiyon ile de saglamis olabilir. Superoksit
dismutaz’in renal hasari dnlemedeki yararh etkileri bu ajanin serbest radikal
giderme ve notrofil migrasyonunu onleme yetenekleri ile agiklanmaktadir
(14).

iskemik dokuda ATP uretimindeki azalmanin hiicre membraninda ATP
bagimh iyon tasima sistemlerini etkileyecegi aciktir. Her ne kadar Na
tasinmasinin ¢ogu pasif difuzyonla elektrokimyasal gradient sagliyor olsa da
enerji gereksinimini gosteren diger iyon, tasima sistemlerindeki bozukluklarin
hicre elektrokimyasal gradientini degistirip, Na hemostazini etkileyecektir.
Tadalafil, hicre ATP seviyesini artirarak enerji bagimh c¢alisan iyon
kanallarinin fonksiyonlarini koruyup, hucre iyon hemostazinda bozulmayi
Onleyerek 6dem olusumunu azalttigini dusunmekteyiz. Hucre iyon
hemostazinin didzenli ydrimesi i¢cin membran butinliglu gerekmektedir.
Serbest radikaller, proteinleri de olumsuz etkilendigi bilindiginden (28), hlicre
membraninda bulunan tagiyici protein kanallarinin da iskemi-reperfizyondan
etkilenebilecedi ve hicre iyon hemostazinin bozulabilecedi dugunulur. Bu
durumda, Tadalafilin direkt serbest radikal giderici etkisinin bu hasarin
ortadan kaldiriimasinda rol aldig1 dusunulebilir.

Bu calismada Tadalafil verilen iskemi grubunda tubuler hasar ve

nekroz acisindan iskemi grubundan farkhlik gorulmedi. Tadalafil verilen
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iskemi-reperfizyon grubunda da iskemi-reperfizyon grubundan farklilik
go6rulmedi. Tadalafil verilen iskemi grubunda ve Tadalafil verilen iskemi—
reperflzyon grubunda gore tubuler hasar ve nekroz agisinda farklilik géraldu.

Sonug olarak Tadalafil iskemi—reperfuzyon sonrasinda tubuler hasari,
nekroz gelismini engellemektedir. Bu etkinin Tadalafil verilen iskemi
grubunda olmayip Tadalafil verilen iskemi-reperfizyon grubunda olmasi
Tadalafilin ~ reperflzyon  asamasinda  etkin  oldugu  dusuncesini
olusturmaktadir. Oksidatif hasari gosteren diger parametrelerde de degisiklik
olmasi oksidatif mekanizmanin etkisini gosterdigi yargisina neden

olmaktadir.
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esirgemeyen tez danismanim Dog¢.Dr. Hakan VURUS$SKAN’a, Uzm. Dr. Yakup
KORDAN’a, Uzm. Dr. Serkan DOGAN’a ve arastirma gorevlisi arkadaslarima
tesekkur ederim.

Dr. Feyzul Gasanov
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