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Amag: Serbest oksijen radikalleri iskemi/reperfiizyon
(I/R) esnasinda patofizyolojik doku degisimlerine ne-
den olmaktadir. Bu ¢alismada deneysel iskemi/
reperfiizyonun sican boébreklerinde yol actigi oksidatif
hasara karsi giiclii bir antioksidan olan melatoninin
bobrek fonksiyonlari ve bobrek hasari tizerindeki etkile-
rinin arastirilmasi amaglandu.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 200-250 g agirhiginda 28
adet disi Wistar albino rat kullanildi. Ratlar rastgele 4
gruba ayrildi (n=7). Kontrol grubu (K): Hayvanlara her-
hangi bir ila¢ enjeksiyonu ya da I/R islemi yapilmadi. I/
R grubu: Herhangi bir ilag enjeksiyonu yapilmadan sol
renal arter 45 dakika iskemiye maruz birakildi ve
iskemiden c¢ikarilip reperfiizyonundan emin olduktan
sonra kapatilarak, 24 saat yasamalarina izin verildi.
Melatonin grubu (Mel): Hayvanlara, 25 mg/kg dozunda
melatonin i.p olarak enjekte edildi ve I/R islemi uygu-
lanmadi. I/R+Mel grubu: Gruptaki tiim hayvanlara 25
mg/kg dozunda melatonin i.p olarak enjekte edilecek ve
enjeksiyondan 30 dakika sonra hayvanlar 45 dakika
iskemiye sokuldu, iskemiden sonra reperfiizyonunda 24
saat yasamasina izin verildi. Serumda Ure (BUN),
Kreatinin (CRE) aktivitelerine, trik asit, aspartat
aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)
seviyeleri degerlendirildi.

Bulgular: [-R grubundaki iire, kreatinin, AST ve ALT
seviyeleri K, M ve IR+M gruplarindaki seviyelerden da-
ha yliksek olup istatistiksel olarak anlamhiydi (p<
0.001). Bu durum bébreklerde I/R hasarinin olustugunu
gostermektedir.

Sonug: Calisma sonuglari iskemiye bagl bobrek hasari-
nin azaltilmasinda Mel uygulamasinin koruyucu etkisi-
nin olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: iskemi, melatonin, serum, rat
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ABSTRACT

Objective: Oxygen free radicals are considered to be
important components involved in the
pathophysiological tissue alterations observed during
ischemia/reperfusion. In this study, we investigated the
protective effect of melatonin, potent antioxidant, on
kidney functions and damage during the experimental
renal ischemia reperfusion injury in rats.

Materials and Methods: In this study we used 28
female wistar albino rats 200-250 g. The animals were
randomly divided into 4 groups (n=7). Control group
(C): They were fed with only standard rat diet and tap
water. I/R group: Rats were subjected to 45 min of
renal pedicle occlusion followed by 24 hours
reperfusion. Melatonin group (Mel): Melatonin (25 mg/
kg i.p) was administered. I/R+Mel group: Melatonin (25
mg/kg i.p) was administered 30 min prior to ischemia
and immediately before the reperfusion period. Rats
were subjected to 45 min of renal pedicle occlusion
followed by 24 hours reperfusion. Urea, uric acid and
levels of creatinine, aspartate aminotransferase (AST),
and alanine aminotransferase (ALT) in serum were
evaluated.

Results: Urea, uric acid creatinine, AST, and ALT levels
in the I-R group were higher than those in C, Mel, and 1/
R+Mel groups were found to be statistically significant
(p< 0.001). In this case, renal I/R injury showed that the
damage to the kidneys.

Conclusions: These results show that treatment with
Mel may prevent the kidney tissues damages due to
ischaemia.
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GIRIS VE AMAC

Organa gelen arteriyel veya ven6z kan akiminin yetersiz
gelmesi veya durmasina iskemi denir. iskemi sonucunda
dokunun hipoksiye girmesiyle doku hasari ortaya cikar.
Reperfiizyon ise dokunun kanlanmasinin yeniden basla-
masidir (1). Iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosal-
masl ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hiic-
re 6liimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicre-
nin rejenerasyonu hem de toksik metabolitlerin temiz-
lenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekmektedir. Ancak
iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal ola-
rak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢cok daha ciddi
bir hasarlara yol agmaktadir (2). Bébrek iskemisi bob-
rek transplantasyonu, kismi nefrektomi,
kardiyopulmoner bypass, sepsis, ¢esitli lirolojik girisim-
ler ve hidronefrozis gibi ¢esitli klinik durumlarda goril-
mektedir. iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmez-
ligi, glomertiler filtrasyon hizinda azalma, tiibiiler nek-
roz ve bobrek damarlarinda direng artisiyla karakterize-
dir (3).

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina
karsilik ¢ok sayida hiicre koruyucu enzimleri ile karsi
koyulur ve antioksidan maddeler ile radikal hasari sinir-
landirilmaya c¢alisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan
enzimler, antioksidan maddeler ve serbest radikallerin
birbirleri arasindaki iliski bir denge olusturmaktadir
(3.4).

iskemi ve reperfiizyon sonucu oksidatif stres olusmak-
tadir. Dokularda olusan oksidatif stresin sonucunda
olusan serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararla-
rina karsilik endojen ve ekzojen antioksidanlar bulun-
maktadir (1,5). Endojen antioksidanlardan biri olan
melatonin, Lerner ve arkadaslar1 tarafindan 1958’de
pineal bezde kesif edilmistir (6).

Melatonin (5-methoxy-N-acetyl-tryptamine), memeliler-
de baslica pineal bezden ayrica over, lens ve kemik iligi
hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentez-
lenip salgilanan bir hormondur. Melatonin pineal bezde
triptofandan sentezlenerek, karanlikta salgilanir ve
plazma proteinlerine baglanir ve karacigerde
metabolize olur (7,8). Melatonin, yaslanma-karsiti bir
molekil olup, kimyasal karsinojenlere karsi DNA'nin
korunmasi, endokrin ritmin duzenlenmesi, bazi
antigonadotropik etkilerin a¢iga ¢ikarilmasi, sinir siste-
mi izerinde koruyucu etkilerin olusturulmasi, immiin
sistemin uyarilmasi ve serbest radikallerin giderilmesi
gibi bircok fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde
gorev alir. Melatoninin farkli organ ve dokularda direkt
serbest radikal yakalayici ve indirekt antioksidan etkiye
sahip oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir (9,10).
Serbest oksijen radikalleri iskemi/reperfiizyon (I/R)
esnasinda patofizyolojik doku degisimlerine neden ol-
maktadir. (1) .Bu calismada deneysel I/R’nin sigan bob-
reklerinde yol agtig1 oksidatif hasara karsi gii¢lii bir
antioksidan olan melatoninin bobrek fonksiyonlar: ve
bobrek hasari lizerindeki etkilerinin arastirilmasi amag-
land1.

GEREC-YONTEM

Calismada agirliklar1 200-250 g, 28 adet disi Wistar
Albino tiirti sican kullanildi. Sicanlar rastgele secilerek
her grupta 7 rat olacak sekilde kontrol (K), iskemi/
reperfiizyon (I/R), melatonin (M) ve melatonin+iskemi/
reperfiizyon (M+I/R) olmak tizere 4 gruba ayrild1.
Cerrahi ve deneysel protokol

Calismamizda agirhiklar: 200-250 g, 28 adet disi Wistar
Albino tiiri sican kullanildi. Siganlarin, 80 mg/kg dozda
ketaminhidroklorid (Ketalar, Pfizer, Groton, CT) ve 10
mg/kg ksilazinhidroklorid (Rompun; Bayer,
Leverkusen, Germany) kombine intraperitoneal
injeksiyonu ile derin anestezisi saglandi. Siganin sol
tarafinda son kaburganin altindan baslayarak asagiya
dogru tiraslanarak deri goriiniir hale getirildi. Sigan diiz
bir satiha sag tarafl ilizerine yatirilarak sabitlendi. Sica-
nin sol tarafinda son kaburganin altinda parmakla palpe
ederek bobregin yeri tespit edildikten sonra tiraslanan
bolgeye steril spangla batikon siirtildi. Steril bisturi ve
pens yardimiyla yukaridan asagiya dogru 2-3 cm’lik bir
insizyon agildi. Bisturi ucuyla karin bosluguna girilerek
makas yardimiyla insizyon alani bobregin c¢ikabilecegi
boyuta getirildi. Pens yardimiyla yag dokusu ile beraber
bobrek de disar1 ¢ikartildi.

Daha sonra bobregin tizerindeki yag dokusu temizlene-
rek renal damar goriiniir duruma getirildi. Bobrege za-
rar vermeden damara 38 mm’lik buldog damar klempi
yerlestirilerek 45 dakikalik iskemi baslatildi. Operasyon
bélgesinin iizerine steril spang yerlestirildi. iskemi bo-
yunca si¢canin i¢ organlarinin su kaybetmemesi i¢in
spang 3-5 dk aralikla viicut sicakhigindaki steril serum
fizyolojikle 1slatild1. Derin anestezi boyunca viicut 1sis1-
nin diismemesi i¢cin hayvanin karin ve sirt boélgesine
sicak su balonlar1 kondu. Operasyon sirasinda anestezi-
den cikma belirtileri (goz kapag refleksinin hizlanmasi
kas uyarisinin artmasi vb) gosteren hayvanlara 40 mg/
kg dozda ketamine i.p verilerek anestezinin devami
saglandl. Iskemi siiresi tamamlandiktan sonra damar
klempi ¢ikartildi. Reperfiizyonu basladiktan sonra yag
dokusu ile birlikte bébrek karin boslugu igerisine yer-
lestirildi. Insizyon dikilmeye baslanmadan énce, karin
ici organlarin anatomik konumlarina yerlesmelerini
kolaylastirmak amaciyla karin bosluguna viicut sicakli-
gina getirilmis 1-2 ml steril serum fizyolojik dokuldii.
Deri alti bag dokusunun ve kas tabakasinin dikilmek
suretiyle kapatilmasi i¢in atravmatik igneli 6-0 nolu
Vicryl (emilebilir) kullanildi. Deri alti bag dokusu ve kas
dokusu basit stirekli dikislerle kapatildi. Deri dikisleri
icin travmatik igneli 4-0 nolu Vicryl kullanilarak basit
ayr dikislerle deri kapatildi. Sizint1 kanamasi olup ol-
madig1 kontrol edilip kanama olmadig1 belirlendikten
sonra dikis hatt1 batikonla silindi Sekil 1,2).

o
Sekil 1: A-Bobregin karin boslugundan ¢ikarihgi, B-Renal damara
buldogun yerlestirilmesi, C-Iskeminin baslamasi, D-Reperfiizyon
sonra si¢anin dikilmesi
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Deney sonucunda si¢anlar anestezi altinda biyokimya
analizleri icin kan alindiktan sonra sakrifiye edildi

Cc

Sekil 2: A-Siganin sakrifiye edilmesi, B-Sigandan kanin alinma-
s1, C-Bobrek, D-Bobregin kesilerek formaline konulmasi

Calisma Gruplari

Kontrol grubu (K: n=7): Hayvanlara herhangi bir ilag
enjeksiyonu ya da I/R islemi yapilmadi. I/R grubu
(n=7): Herhangi bir ila¢ enjeksiyonu yapilmadan sol
renal arter 45 dakika iskemiye maruz birakildi ve
iskemiden c¢ikarilip reperfiizyonundan emin olduktan
sonra kapatilarak, 24 saat yasamalarina izin verildi.
Melatonin grubu (Mel n=7): Hayvanlara, 25 mg/kg do-
zunda melatonin i.p olarak enjekte edildi ve I/R islemi
uygulanmadi.

I/R+Mel grubu (n=7): Gruptaki tim hayvanlara 25 mg/
kg dozunda melatonin i.p olarak enjekte edildi ve enjek-
siyondan 30 dakika sonra hayvanlar 45 dakika iskemiye
sokuldu, iskemiden sonra reperfiizyonunda 24 saat
yasamasina izin verildi.

Serum biyokimya analizleri

Serumlarin biyokimya analizleri i¢in deney hayvanlarin
kalbinden kan alinarak jelli tiiplere aktarildi. Daha sonra
600 g'de 10 dakika santrifiij edilerek her bir hayvan i¢in
serum elde edildi. Elde edilen serumlarda karaciger

Nisari M, Inag N, Soylu M, Yasar Y, Basmisirli E, Kavutcu M

(aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT)) ve bébrek (Ure (BUN), iirik asit
ve kreatinin) fonksiyon testleri yapildi.

I

STATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagihima uygunlugu histogram, g-q
grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Grup-
lar arasi karsilastirmalarda nicel degiskenler icin
Kruskal Wallis testi kullanildi. Coklu karsilastirma igin
Dunn testi kullanildi. Verilerin analizi TURCOSA
(Turcosa Analytics Ltd Co, Turkey, www.turcosa.com.tr)
istatistik yaziliminda gergeklestirilmistir. Anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kontrol grubunda iire miktar1 ortalama 47.8, kreatin
0.5, AST 134.7, ALT 86.9, iirik asit orani ise 1.7 oldugu
belirlendi. I-R grubunda ise lire’nin degeri 86.2, kreatin
0.9, AST 346.2, ALT 128.7, tirik asit ise 3.0 olarak belir-
lendi. Bu iki grup arasindaki fark degerlendirildiginde
bobrek hasari olusturulan I-R grubunda dogal olarak
beklenilen biyokimya degerlerinde artma goriildii. Me-
latonin grubunda iire 55.8, kreatin 0.9, AST 156.6, ALT
92.0 ve lrik asit degerinin 2.2 oldugu goriildi. Kontrol
grubuna gore melatonin verilen grupta bu degerlerin az
miktarda artti1 goriilmektedir. [-R+Melatonin grubun-
da ise sonuglarin iire 74.2, kreatin 0.8, AST 178.1, ALT
106.2, iirik asit degerinin de 2.2 oldugu goruldii. Kreatin
degerlendirildiginde kontrol grubu ile I/R grubu arasin-
da anlaml bir fark varken melatonin grubu arasinda I/R
grubundaki degerleri kontrol grubu ile karsilastirildigi
zaman, anlaml olarak arttig1 goriildi (p<0.001) (Tablo
1).

TARTISMA-SONUC

Bobrek iskemisi; bobrek nakilleri, kismi nefrektomi,
kardiyopulmoner bypass, sepsis, gibi cesitli klinik du-
rumlarda gorillmektedir. iskemiden sonra gelisen akut
bébrek yetmezligi, bobrek hiicrelerinin hasarina ve 6li-
miine neden olmaktadir (2). Serumdaki tre, kreatinin
ve AST'nin artmasi bébrekteki reperfiizyon hasarini
gostermektedir. AST hem karaciger hem de bébrek do-
kusunda da bulunmaktadir. Siganlarda renal tiibiiler
hasardan sonra o6zellikle AST yiikselmesi proksimal
tiibilisiin  iginde bulunmasi da hiicre hasarinin
nonspesifik bir belirteci olarak da degerlendirilmektedir
an.

Bobrek I/R hasarina bagh olarak bobrek fonksiyon bo-

Tablo 1:Kontrol ve deney gruplarina ait 1.ve 3. ¢eyrek ortanca degerleri ve gruplarin karsilagtirilmasi

Gruplar Ure (BUN) mg/dl Kreatin mg/dl AST U/L ALT U/L Urik asit
Kontrol 47.8(46.6-48.6) 0.5(0.5-0.6) 134.7(133.5-136.6) 24 86.9(85.4-88.6)2c 1.7(1.5-1.8)
I/R 86.2(84.5-87.3)° 0.9(0.8-0.9)° 346.2(345.3-347.5) 128.7(128.0-130.3) 3.0(2.8-3.2)
Melatonin (25mg) | 55.8(55.0-56.4)2¢ 0.9(0.5-0.7)¢ 156.6(154.5-159.1)cd 92.0(90.7-93.2)c4 2.2(1.7-2.5)
1/R+Melatonin 74.2(73.3-75.8)b¢ 0.8(0.7-1.0)° 178.1(176.6-179.1)b< 106.2(105.3-107.1)b4 2.0(1.9-2.1)2
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Veriler ortanca(1.ceyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. Ayni siitunda yer alan ayni1 harfler gruplar arasi benzerligi, farkl harfler
farkhilig1 ifade etmektedir.
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zuklugu plazma lire, kreatinin, seviyelerindeki ve serum
AST aktivitesindeki artis tiibililer nekroz gelismeden
onceki asamada yiikselme gostermektedir. Serumdaki
lire ve kreatinin seviyelerindeki artisin istatistiksel ola-
rak anlamli oldugu (p<0.05) ve tiibiiler engellenme veya
tiibiillerde geriye sizdirmadan kaynaklandigini diisiin-
diirmektedir (12).

Sentlirk ve ark. (2010), Silybummarianum deneysel
renal I/R sirasinda olusan hasar {izerine koruyucu etki-
lerini biyokimyasal olarak arastirdiklari ¢alismalarinda
IR gruplarinda tre miktarinda artis oldugunu bu duru-
mun bobrek islevinde bir diizensizligin oldugunu rapor
etmislerdir (13).

Yapmis oldugumuz ¢alismada iire miktarinda artis goz-
lenmesi bobrek fonksiyonunda degisimlere neden olma-
s1 yoniinden bu calisma ile benzerlik gostermektedir
(13).

Serumdaki tirik asit artisinin akut bobrek yetmezligine
yol ac¢tigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Bizim
calismamizda da IR grubunda kontrole goére anlaml
artisin oldugunu ve melatonin uygulanan gruplarda ise
istatistiksel olarak anlaml bir azalma oldugu gézlenmis-
tir (p<0.05). Bu durum I/R sonucunda olusan akut bob-
rek yetmezligini 6nleyebilecegini géstermektedir (14).
Ozellikle I/R sonrasinda serumdaki iirenin artmasi akut
bobrek yetmezligini, kreatinin yiikselmesi bobrek
proksimal tiibiil hiicrelerinde fonksiyon bozuklugunu,
AST diizeylerindeki ytlikselmenin boébrek hasar1 sonucu
oldugu bildirilmektedir (3,4). Yapmis oldugumuz calis-
mada [/R sonrasinda serumda yiiksek olan iire,
kreatinin, tlrik asit, ALT ve AST degerleri melatonin
tedavisi ile anlamli derecede azaldigini1 dolayisiyla I/R
hasarinda etkili bir koruma saglayabilecegini diisiin-
mekteyiz.

Sonug olarak, melatonin diger pek ¢ok antioksidan ile
kiyaslandiginda gerek giiclii radikal siipiirticii etkisi
gerek antioksidan enzim aktivitelerini artirici 6zelligi ile
glincelligini korumaktadir.
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