1.GIRIS:

izole tavsan bdbregi vaskiler yataginda Histamin'in Hi reseptorleri
araciligiyla vazokonstriksiyona, Hz reseptorleri araciliiyla da vazodilatasyona neden

oldugu bilinmektedir?1,

Hi reseptorlerin HA ile uyariimasinin, ikincil haberci sistem
olarak inozitol 1,4,5 trifosfat (IPs) ve diagilgliserol (DAG) olusumunu artirarak kalsiyum
iyonu aracihdi ile konstriksiyon, H2 reseptorlerin uyarilmasinin ise adenilat siklaz

aktivasyonu sonucu siklik AMP (cAMP) araciligiylal®! dilatasyon yaptigi kabul

edilmektedir.

Tavsan aort halkalarinda HA ile elde edilen izometrik kasilma yanitlarinin
bifazik oldugu, bu iki fazli yanitin, fazik kismindan hicre ici kalsiyum depolarindan
kalsiyum saliverilmesinin, tonik kismindan ise hicre digi kalsiyum iyonunun eszamanl

hareketinin sorumlu olabilecegi bildirilmistirtl.

Serbest oksijen radikallerinin énemli bir 6zelligi de huicre i¢i kalsiyum
seviyesini artirmalaridir®®!, izole sigan aort halkalarinda yapilan bir galismada,
anjiotensin II' nin bu dokuda hidrojen peroksit (H202) yapimini artirdigi ve katalazin da
anjiotensin Il ile olusan kasilma yanitlarini engelledigi bildirilmistir®. H.O:' in izole sigan
aort halkalarinda ve koépek serebral arterlerinde konsantrasyon bagimli kasiimaya neden
oldugu ve katalaz tarafindan bu yanitlarin inhibe edildigi bildiriimis, H202 ile olusan bu
kasilma yanitlarinin kalsiyuma bagimli oldugu ileri striimistirt”®. Bu bulgular, serbest
oksijen radikallerinin  vaskuler tonusun regulasyonunda katkisi  olabilecegini

gOstermektedir.



Bu calismada izole tavsan bdbrek damar yataginda HA’ in perflizyon
basincini artirici etkisinin bifazik 6zelligi olup olmadiginin incelenmesi, varsa niteliginin
arasgtirlmasi, ve bu yanitlar uzerinde H202, katalaz, allopurinol, hipoksi-reoksijenasyon

islemi ve L-NAME’ in etkilerini incelemek amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. izole organ perfiizyon sistemi

Canli vicudundan izole edilen bir organin perfize edilmesiyle ilgili bilinen
ilk kayitlar 1849 yilinda Loebel'in yaptigi calismalara dayanirl®. 1895 yilinda Oskar
Langendorff ilk defa bu giin kendi adiyla anilan diizenegdi kurmusturl®®. Bir cozelti
rezervuari ve izole organa bagl bir sifon tiptinden ibaret olan bu dizenek, glinimizde
peristaltik pompalar, basing algaglari, izometrik gerim algaclari vb. aygitlar kullanilarak
daha karmasik ve kalp, bobrek gibi perfiize edilebilen organlardan daha hassas bir kayit
yapmaya elverir bir hale dénismis (modifiye Langendorff dizenegi), fizyolojik,
farmakolojik ve biyokimyasal calismalarda yararli veriler saglayan bir yontem olarak
kullanim alani bulmustur. izole bébrek perfiizyon preparatini tasvir eden sematik
gOsterimden anlasilacagi tUzere (Sekil 1), canlidan izole edilen organ, perflizyon pompasi
yardimiyla 6nceden gazlandirilan ¢dzeltiyle perfize olurken, organ damar yataginda
meydana gelen degisiklikler perfizyon basincinda artma ve azalmalara yol agar ve bu
degisiklikler basin¢ algaci tarafindan tespit edilip elektrik sinyalleri haline dénusturulur.
Bu sinyaller ise bir kayit sistemi tarafindan yukseltilir ve kaydedilir. Uygulama pratigi
agisindan sisteme etken madde tatbik edilmesi gerektiginde ana ¢ozeltiye uygun derigimi
saglayacak miktarda madde konulmasi veya maddenin perflizyon pompasinin gerisinden
ya da organi hava tuzagina baglayan kauguk kanillden “bolus enjeksiyon” tarzinda
verilmesi mimkiindiir. ik uygulamada eklenen madde, perfiizyon devam ettikge ortamda

varligini surdurdrken, ikinci uygulamada pompa ile organ arasinda yer alan tasiyici



hortumun igerdigi sivi hacminde sulanarak organa erigir ve perflizyon hizi ve arada kalan
sivi hacmine de bagl olarak yaklasik 20 — 30 dakikalik bir sire boyunca organa etki eder.
Uglincli uygulamada ise kanilden yapilan enjeksiyon sonrasi etken madde derhal organa

temas eder ve ardindan gelen maddesiz perfiizyon ¢ozeltisiyle hizla yikanir.
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Sekil 1: izole perfiize organ diizeneginin sematik gésterimi.



Bir Langendorff dizeneginde, perfiize edilen izole tavsan bdbregine
perflizyon pompasi gerisinden histamin (HA) uygulamasi yapildiginda gdzlenen net
cevap perfuzyon basincinin artmasi yoénundedir (Sekil 2). Bu cevap Hi ve H:
reseptorlerinin ayri yondeki etkilerinin toplam sonucudur ve normal sartlar altinda Hi
reseptorleri ile ortaya ¢ikan etki hakim oldugu i¢in renal vaskuler yatakta meydana gelen
vazokonstriksiyon sonucu perflizyon basincinda bir artis kaydedilir. Ortamda H2 reseptor
antagonistlerinin varligi halinde HA uygulamasiyla elde edilen cevaplarda bir artis
gOzlenirken, perflizyon basincinin dnceden baska bir agonist ile yikseltilip H1 reseptor
antagonistlerinin kullaniimasi durumunda ise Hz reseptdrlerinin etkisi belirginleserek, HA
uygulamasi sonucu elde edilen net cevabi perfiizyon basincinda azalma yoéninde

degistirirl>2.
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Sekil 2: izole perfiize tavsan bébregine perflizyon pompasi gerisinden HA uygulamasi

sonucu olusan basing degisiklikleri.

HA’ in, belli hiicrelerde, hicre igi serbest kalsiyum konsantrasyonunu iki
fazli bir bicimde artirdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin bulgularina
gore; HA’ in dusuk dozlarinda hicre i¢i kalsiyum seviyelerinde dalgalanmalarla seyreden
bir degisiklik s6z konusuyken, daha ylksek dozlarda, hiicre i¢i kalsiyum depolarindan

kalsiyum saliveriimesiyle olusan hizli ve c¢abuk so6nen bir “birinci faz” ve hicre



membranindan hiicre igine kalsiyum hareketi ile olusan ve hicre i¢i depolarin doluluk
durumu ile kontrol edildigi disinilen, daha uzun sireli bir “ikinci faz” olmak kaydiyla iki

1112131 By caligmalarin genelinde kullanilan yéntemler,

fazli bir cevap olugmaktadir !
agirhkla hicre igi kalsiyum miktarinin tespit edilmesine yoénelik protokollerden
olusmaktayken, muhtelif dokularda HA ile saglanan bifazik cevaplari doku fonksiyonu

14.15] - Watkins ve

agisindan (Or. diiz kas kasilmasi) hedef alan galismalar sayica azdir |
Davidson 1980 yilinda yayinladiklari makalelerinde, tavsan aort halkalarinda HA ile
saglanan izometrik kasilma yanitlarinin iki fazli bir deseni oldugunu, bu iki fazli cevabin
fazik kisminin olusmasinda hicre igi kalsiyum depolarindan kalsiyum saliverilmesinin rol
oynayabilecegini ve tonik kisminin ise hiicre disi kalsiyum depolarindan eszamanli bir
kalsiyum hareketinin sonucu olabilecegini bildirmislerdir 1 ancak, mevcut literatiirde izole

perflize tavsan bobreginde HA ile elde edilen cevaplarda 1. ve 2. fazin varligini gosteren

ve bu cevaplarin olus mekanizmasini agiklayan bir calisma bulunmamaktadir.

2.2. Histamin

Kimyasal olarak B-imidazoletilamin olan HA, viicutta belirli hucrelerde,

histidinin dekarboksillenmesi suretiyle sentezlenir. Bir doku hormonu olan HA’ in vicutta

bulunusu acgisindan yerlestigi yapilar 3 gruba ayrilabilir;

I) Mast Hucreleri: HA mast hicrelerinde ve periferik dolagimda yer alan

bazofil I6kositlerde HA-heparin protein kompleksi olarak bulunur.

Il) Néronal yapilar: Merkezi sinir sistemi sinirleri ve muhtemelen bazi

periferik sinirlerde sentez edilen HA, bu sinirlerin uglarinda depolanir. Yarilanma émri



mast hlcrelerindeki HA’ e gobre c¢ok daha kisa olan noéronal HA, yine mast
hlcrelerindekinden farkh  olarak, rezerpine duyarlidir (rezerpin uygulamasiyla
bosaltilabilir). En fazla hipotalamusta bulunan ndronal HA, beyin homojenatlarinda
sinaptozom fraksiyonunda vyer alir. Bunlarin disinda beyin kapillerlerinin endotel

hiicrelerinde de HA bulundugu gésterilmistir©l,

lll) Diger yapilar: Mide mukozasinda enterokromafin benzeri hiicrelerde
sentezlenip depolanan HA, parakrin etkiyle pariyetal hicrelerden hidroklorik asit
salgilanmasini diizenler. imminolojik uyaranlar ve baz ilaglar tarafindan dokuya
saliverilen HA-heparin protein kompleksi, histamin-n-metil transferaz (HMT) tarafindan
N-metilasyona ugratilarak ve diamin oksidaz (DAO, histaminaz) tarafindan oksidatif
deaminasyon yoluyla yikilirken, yaklasik % 2-3’ lik bir kismi da degismemis HA ve

metabolitleri olarak idrarla itrah edilir!®!.

Duz kas, salgi bezleri, myokardium ve sinir hiicrelerinde yaygin olarak
bulunan HA reseptorlerinden, klasik anti-histaminik ilaclarla (Or. difenhidramin) bloke
edilenler Hi reseptdrlerini teskil ederler. 1972 yilinda Black ve ark. tarafindan bulunan
burimamid ve sonrasinda sentezlenen simetidin, ranitidin vb. ilaclar ise, H2 reseptor tipini
bloke ederler. 1987 yilinda Arang ve diger bazi arastirmacilarca bulunan (R) a-metil-
histamin ve imetit, yukarida anilan reseptor tiplerinden daha baska bir G¢lincl reseptor
tipi olan Hs reseptorlerini bloke eden ajanlardir. isaretleme galismalari sayesinde
dagilimlari incelenebilen Hs reseptorlerinin, beyindeki histaminerjik sinir uglarinin pre-
sinaptik bdlgesinde ve bunun diginda periferik adrenerjik ve kolinerjik sinir u¢larinda yer
aldigr gosterilmigtir. Genel olarak Hi ve H2 reseptdrlerinin uyarimi damar diz kasinda

gevsemeye yol acarken, bazi damar yataklarinda ise Hi aktivasyonunun



vazokonstriksiyona ve H: reseptdr aktivasyonunun da vazodilatasyona yol agtigi

bilinmektedir 161,

Bokesoy ve ark. 1974 yilinda yayinladiklari galismalarinda, HA’ in izole
tavsan boébreginde perfiizyon basincini artirdigini ve bu etkisinde Hi reseptérlerinin rol
oynadigini, Hz reseptorleri ile de perfiizyon basincinin azaldigini bildirmislerdir 71,
Hi reseptorlerinin HA ile uyariimasinin, hiicre membranina komsu olan fosfolipidlerin
hidrolizi yoluyla IPs ve DAG olusumunu sagladigi, bu ikincil habercilerden IP3' In
endoplazmik retikulumdan saliverilen kalsiyum iyonu aracihdi ile kalsiyum kalmodulin

bagimh protein kinazlari ve fosfolipaz Az ‘ yi aktive ettigi, DAG’ in ise yine kalsiyum

iyonuyla beraber protein kinaz C’ i aktiflestirdigi distiniimektedirt®l.

2.3. Serbest Oksijen Radikalleri

Reaktif oksijen metabolitleri, memeli hiicresinde molekiler oksijenin (O2)

univalan indirgenmesiyle olusur. Hicre membranina bagl halde bulunan NADPH-oksidaz

enzim sistemi, O2’ i sliperoksit anyonuna (Oz") indirger. Oldukga kararsiz bir molekiil olan
stiperoksit anyonu derhal hidrojen peroksite (H202) déntstr. Hem O2" hem de H202, ¢ok

daha kuvvetli oksidanlarin olusumuna 6n-madde teskil eden molekillerdir. Oz, nitrik
oksit (NO) ile etkilesime girerek reaktif nitrojen metabolitlerini, H20O2 ise hiicre i¢i demir
iyonuyla etkilesime girerek hidroksil radikallerini (OH") olustururlart*®l. Bununla beraber,
serbest oksijen radikallerinin vaskuler tonusun regilasyonuna katkisi oldugu ve bazi diz
[19,20]

kas preparatlarinda kasilmaya neden oldugu da cgesitli ¢galismalarla gosterilmistir
Serbest oksijen radikallerine atfedilen bir diger 6zellik de hicre i¢i kalsiyum seviyelerini
arttirmalaridir.  Oksidatif stres indikleyicisi tert-bitil hidroperoksidin izole si¢an

bébreginde vazokonstriktor yanitlara neden olduju gbézlenmis ve bu yanitlardan,

ekstraselller kalsiyumun hicre igine girisinin ve Oz anyonlari da dahil olmak tzere



serbest radikallerin artisinin sorumlu olabilecedi ifade edilmistir®. Benzer sekilde Yang
ve ark., H202'" in izole sigan aort halkalarinda ve kdpek serebral arterlerinde doz bagimli
olarak kasilmaya neden oldugunu ve bu kasici etkilerin endoteli saglam dokularda daha
az ortaya ¢iktigini bildirmiglerdir. Katalaz ile inhibe edilebilen bu kasici yanitlarda hicre

ici kalsiyumun anlamh olarak arttii, dolayisiyla H202 yanitlarinin kalsiyum bagimli

78]

olabilecegi ileri siriilmistir! H202' in hicre ic¢i kalsiyum seviyeleri Uzerine olan bu

etkisini hiicre ici depolardan kalsiyum saliveriimesini artirarak?*2%

ya da hicre
membranindan hiicre igine kalsiyum girisini fasilite ederek!”®! gergeklestirdigine dair

yayinlar mevcuttur.

Sican izole bobrek korteks dokusundan elde edilen glomeril ve
tubiillerde yapilan bir galismadal®¥l, ksantin - ksantin oksidaz sisteminin glomeriilde cAMP
miktarini anlamh olarak artirdidi, bu etkinin allopurinol ile inhibe edildigi gdzlenmis,
tublllerdeki cAMP ile glomertldeki cGMP miktarinin ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile
dedismedigi saptanmigtir. Glomerilde cGMP miktari sodyum nitro purisiyat (SNP) ile,
tublllerdeki cAMP miktari ise parathormon ile artmistir. Glomerillerde cAMP miktarinda
gOzlenen artisin, reaktif oksijen metabolitlerinin olusumundaki artisa bagh oldugu
gOsterilmig, ortama H20: ilavesinin de glomerillerde cAMP miktarini konsantrasyon —

bagiml olarak artirdigi belirtilmistir.

H202’'in  mezengial hicrelerde bifazik membran voltaj yanitlar
olusturdugu, buna bagl olarak gelisen inisyal hiperpolarizasyonun potasyum (K*)
kanallarini aktive ettigi, depolarizasyonun ise protein kinaz C ile regile edilen klortr (CI")

kondiiktansini artirarak etki gésterdigi bildirilmektedir [2°1,
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Serbest oksijen radikalleri ile ilgili bir diger husus da hipoksi -
reoksijenasyon (H-R) sonrasinda serbest radikal miktarlarinda meydana gelen
artistirl?27.281 jzole sican kalbinde iskemi — reperfiizyon hasarindan sonra olusan toksik
oksijen metabolitlerinin  HA miktarinda artisa neden oldugu, dolayisiyla serbest

radikallerin HA sentezini artirdi§i belirlenmistirt??l.

2.4. Katalaz

Reaktif oksijen metabolitlerinin zararl etkileri, vicutta enzimatik olan ve
olmayan anti-oksidan sistemler tarafindan ortadan kaldinlir. Bahsi gegen enzim

sisteminin bir Giyesi olan katalazin, H-O' i suya pargaladigi bilinmektedirl*®l.

Katalazin,
bu etkisiyle, hicreyi koruma fonksiyonu disinda, H202 aracili gelisen bazi olaylari da
degistirebilecegi disinulebilir. izole sigan glomeril ve tubillerinde yapiimis bir
¢alismada, reaktif oksijen metabolitlerinin sebep oldugu hticre igi CAMP artisinin, katalaz
ile dnlenebildigi®!, sican aort halkalarinda H202 aracili olusturulan kasilma yanitlarinin
da yine katalaz tarafindan geri cevrildigi bildirilmektedir”). izole sican aort halkalarinda
yapilan bir baska c¢alismada ise, anjiotensin II' nin olusturdugu kasiima yanitlarinin
katalaz ile inhibe edildigi g6zlenmisg, anjiotensin II’ nin bu dokuda H202 yapimini artirdigi,
olusan H202' in de anjiotensin I’ nin kasici etkisine katkida bulundugu ifade edilmistir(®].

Boébrek mezengial hicre kiltiri kullanilarak yapilan bir calismada, endotelin-I ile

tetiklenen hiicre ici serbest kalsiyum ( [Ca?*]i ) artisinin yiksek glukoz barindiran ortamda

inhibe oldugu, bu inhibisyonun da, katalaz ile geri cevrildigi bulunmustur®%. Benzer
sekilde, mor 6tesi (UV) i1sinlara maruziyetin, mitokondriyal membranda elektron transferini
bloke ettigini ve non-spesifik membran gecirgenligini kalsiyum lehine bozdugunu,
katalazin ise bahsedilen kalsiyum sizintisini dnleyebildigini gésteren bir calisma, Chavez

ve ark. tarafindan yayinlanmigtirt®!,
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2.5. Allopurinol

Allopurinol, Hitchings ve Elion tarafindan ilk sentezlendigi yillarda
antineoplastik bir ajan olarak takdim edilmisken, sonralari aslinda antimetabolit
aktivitesinin olmadigi ancak ksantin oksidaz enziminin inhibitér bir substrati oldugu
anlasiimistir. Allopurinol, merkaptopurinin, ksantin oksidaz tarafindan inaktivasyonunu
geciktirerek drik asitin renal ekskresyonunu azaltir ve plazma seviyelerini digurir. Bu
Ozellikleriyle allopurinol, gut hastaligina bagh primer hiperuriseminin ve hematolojik
hastaliklar ve kemoterapdtik ajan kullanimina bagli gelisen sekonder hiperirisemilerin

tedavisinde kullanim alani bulmusturt®?,

Bununla birlikte, serbest oksijen radikallerinin
HA saliveriimesine yol agabildigi ve allopurinoliin de dahil oldugu bir grup anti-oksidan
maddenin ise, HA aracili olusan etkilerin bazilarini engelleyebildigine dair yayinlar
mevcuttur®3343 - Diger yandan, Till ve ark., HA uygulamasinin da, in vivo ve in vitro
sartlarda ksantin oksidaz aktivitesini arttirdigini, bir bagska ¢alismalarinda ise kobra
yilaninin  zehiri ile saglanan ksantin oksidaz aktivite artisinin, kromalin ile
engellenebildigini  agiklamislardir®®37.  iskemi veya hipoksi sonrasi  doku
reperfizyonunun, oksijen radikallerinin miktarini arttirdigi bilinmektedir. Artan reaktif

381, Bununla

oksijen metabolitlerinin HA saliverici etkisini gdsteren yayinlar da mevcutturl
beraber, bu metabolitlerin etkilerini direkt olarak HA saliverilmesiyle iliskilendirmek ¢ok
uygun olmayabilir. Ercan ve ark., izole kobay akcigerinde HA ve anjiotensin Il ile elde
edilen vazokonstriktér yanitlarin hipoksik sartlarda azaldigini, bu azalmanin da,
allopurinol ve siiperoksit dizmutaz (SOD) varliginda geri gevrildigini bildirmislerdirl.

Konuyla ilgili bir baska ¢alismada ise, allopurinoliin, histamin saliverilmesini engelleyen

dozlarda oksijenaz metaboliti eikozanoidlerin sentezine etki etmedigi ancak damar igi
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yolla uygulanmasi ve daha yiksek konsantrasyonlara erismesi halinde
prostaglandinlz/Tromboksan A oranini, prostaglandin I» lehine artirdigi gésterilmistir“°l,
Benzer sekilde, Korthuis ve ark., kdpek grasilis kasinda iskemi ile indiklenen damar
gecirgenligi artisinin, difenhidramin ve simetidin ile dnlenemedigini ancak alllopurinol,

SOD ve katalaz ile geri gevrildigini gbzlemlemislerdirl“*,
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3. GERECLER ve YONTEM

3.1. Organin hazirlanmasi ve perfiizyon basinc¢larinin kaydedilmesi

Deneylerin tamami Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestiriimistir. Deneylerde, her iki cinsiyetten, 2.5 — 3
kg agirhginda albino Yeni Zelanda irki tavsanlardan elde edilen bdbrekler kullaniimistir.
Deneyin yapildidi gline kadar hayvanlarin yem ve suya kisitsiz erisimi saglanmis, deney
glni 1.V. yoldan yapilan sodyum pentobarital (30 mg/kg) enjeksiyonuyla derin anesteziye
sokulan tavsanlarin karin bélgesinde orta hatta yapilan bir kesi ile bébreklere ulasiimis,
cevre dokularin dikkatlice temizlenmesinden sonra 4/0 kalinligindaki cerrahi ipek iplikle
renal arterlerinden baglanan bdbrekler, igerisinde O2 (%95) ve CO2 (%5) karisimiyla
Onceden gazlandirnlmis oda sicakliindaki Krebs-Henseleit c¢o6zeltisi bulunan petri
kaplarina nakledilmistir. Daha sonra, renal arterin baglh oldugu kismin hemen altindan
ucu kit bir makasla yapilan ufak bir kesiden, polietilen tlipler vasitasiyla kantle edilen
bobrekler, perflizyon sistemine tasinmistir. Sisteme takilan bdbreklerin baslangig
basinclari  kaydedildikten sonra bdébrek kapsuli siyrilarak uzaklastinimis ve
dengelenmeye birakilmistir. 37° C ‘ye isitilan ve Oz (%95) - CO2 (%5) karisimiyla
gazlandiriimis Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile 6-8 ml/dk sabit akim hizinda perfize edilen
bdbreklerin perfliizyon basinglari, kanlle bagl bir basing algaci (Statham p23)
kullanilarak Grass marka kayit sisteminde (Model 7E, Quincy, Mass.,A.B.D.)

kaydedilmistir.
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3.2. Deney protokoli

3.2.1. izole perfiize bébrek preparatinda histamin cevaplarinin alinmasi

Dengelenme periyodu sonunda, 10, 20 ve 40 ug HA, bobregdi sisteme
baglayan kauguk kanllden bolus tarzinda enjekte edilmigtir. Bu igslem yapilirken
diizenegdin basincini fazla yukseltmemek igin, enjekte edilecek HA ¢ozeltileri 10, 20 ve
40 pug HA 0.1 mI’ de olacak sekilde ayri tiplerde hazirlanmis ve her uygulamada sisteme
toplam 0.1 ml sivi enjekte edilmistir. iki enjeksiyon arasinda 15 dakikalik aralar olacak
sekilde yapilan bu alistirma islemi sonrasinda bébrekler 30 dakika daha dengelenmeye
birakilmig, bu sire sonunda yine 10, 20 ve 40 ug HA enjeksiyonlar yapilarak kontrol
yanitlari alinmistir. Kontrol yanitlarinin alinmasindan sonra etkisini arastirmak istedigimiz
maddeler Krebs-Henseleit ¢ozeltisine ilave edilerek uygun derisim saglanmis, maddeli
Krebs ¢dzeltisi organa erigtikten sonra 15 dk beklenerek perfiizyon basincinin degisip
degismedigi kontrol edilmig, sonrasinda da HA enjeksiyonlari tekrarlanarak cevaplar

kaydedilmistir.

Bir seri deneyde ise izole perflize organ dizenegine takilan bébreklerde
10, 20, 40 ve bazi deneylerde ayrica 60 pg HA cevaplari tekrarlayan uygulamalarla

alinarak zamana bagli cevap degisimi gézlenmistir.
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3.2.2. Katalaz’ in HA cevaplarina etkisinin arastiriimasi

Perflizyon sistemine takilan boébreklerde kontrol cevaplarn alindiktan
sonra perfizyon ortamina 80 Ul/ml derisimde olacak sekilde katalaz ilave edilmistir.
Katalaz igeren perflizyon sivisi sistemi kat edip bobreklere ulastiktan sonra perflizyon
basincina direkt etkisinin olup olmadidini anlamak i¢in 15 dk beklenerek HA uygulamalari
yapiimistir. Kontrol yanitlarinin her (¢ dozda elde edilen 1. ve 2. faz degerleri olgllerek
100 kabul edilmistir. Katalaz ilavesi sonrasi alinan HA yanitlarinda da 1. ve 2. faz
degerleri dlgllerek kontrol cevaplarina gére % degisimleri tespit edilmis ve daha sonra bu
% degisim degerleri her doz ve her iki faz igin ayri ayri olmak Uzere kendi kontrol
degerleriyle karsilastinimistir. Grafik gosterimde, alinan cevaplar % degisim olarak ifade

edilmigtir.

3.2.3. Allopurinol’ iin HA cevaplarina etkisinin arastirilmasi

Kontrol cevaplar kaydedildikten sonra perfiizyon ortamina allopurinol
ilave edilmistir (10® M).  Allopurinol varliginda tekrarlanan HA enjeksiyonlari sonrasinda
1. ve 2. faz cevaplar 6l¢ulmUs ve kontrollere gére % degisimleri hesaplanarak her doz ve
her iki faz igin ayri ayri olmak Uzere, kendi kontrol degerleriyle karsilastiriimistir. Grafik

gosterimde, alinan cevaplar % degisim olarak ifade edilmisgtir.
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3.2.4. Hidrojen peroksitin HA cevaplarina etkisinin arastiriimasi

HA’ in 10, 20 ve 40 ng dozlar ile kontrol cevaplari kaydedildikten sonra
perflizyon ortamina H:0 ilave edilmistir (107 M). HA uygulamasi mutat dozlarda
tekrarlandiktan sonra perfiizyon ortami H>0. derisimi 10 molara yiikseltilmistir. Benzer
sekilde HA uygulamasi yapildiktan sonra H202’ in 107 ve 10® M konsantrasyonlarinda
alinan cevaplarin 1. ve 2. faz degerleri 6lgtiimis ve kontrol degerlerine gére % degisimleri
hesaplanarak her doz ve her iki faz icin ayri ayri olmak kaydiyla, kendi kontrol

degerleriyle karsilastiriimistir.

3.2.5. Verapamilin HA cevaplarina etkisinin arastiriimasi

HA’ in 10, 20 ve 40 ng dozlari ile kontrol cevaplar kaydedildikten sonra
perfiizyon ortamina 10 M konsantrasyonunda verapamil ilave edilmistir. HA uygulamasi

mutat dozlarda tekrarlandiktan sonra alinan cevaplarda 1. ve 2. faz degerleri dlgulerek
kontrollere gore % degisimleri tespit edilmis, bu degerler her doz ve her iki faz igin ayri

ayri olmak Uzere kendi kontrol de@erleriyle karsilagtiriimigtir.

3.2.6. Nitrik oksitin HA cevaplarina iizerine etkisinin arastirilmasi

HA’ e ait kontrol cevaplari kaydedildikten sonra perfiizyon ortamina 10
M konsantrasyonda L-NAME ilave edilmistir. HA uygulamasi 10, 20 ve 40 ug dozlarda
tekrarlandiktan sonra alinan cevaplarda 1. ve 2. faz degerleri Olgllerek kontrollere gore %
degisimleri tespit edilmis ve bu degerler her doz ve her iki faz i¢in ayri ayri olmak Uzere

kendi kontrol degerleriyle karsilagtiriimigtir.
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3.2.7. Kalsiyumsuz ortamin HA cevaplarina etkisinin arastiriimasi

Kalsiyumsuz ortamda yurutilen deneylerde organ perfiizyon sistemine
takildiktan sonra dengelenmeye birakilmistir. Bu surenin ardindan 40 ve 60 pg HA
enjeksiyonuyla alistirma yanitlari alindiktan sonra ikinci dengelenme periyoduna
gecilmistir. Bu periyot sonunda, sabit dozda (60 ug) HA uygulamasi ile kontrol yanitlari
kaydedilmis, ardindan kalsiyumsuz ortama gegilerek 20 dakikalik araliklarla tekrarlanan
dort tane HA enjeksiyonu (60 ug) yapilmistir. Son cevabin alinmasindan 20 dakika sonra
ortama yeniden kalsiyum ilave edilerek ayni dozda yapilan besinci bir HA enjeksiyonuyla
deney protokoli tamamlanmistir. Ortamdan kalsiyum c¢ekilmeden 6nce 60 pg HA ile
alinan cevaplar 100 kabul edilerek kalsiyumsuz ortamda alinan cevaplarda 1. ve 2. faz
degerleri olgllmis ve kontrollere goére % degisimleri hesaplanmistir. Hesaplanan %

degdisim degerleri kendi kontrolleriyle karsilastiriimis ve grafik gdsterimde sunulmustur.

3.2.8. Yiikseltilmis perfiizyon basincinda H: reseptor blokaiji ile elde

edilen HA’ e ait azalma yanitlarina katalaz ve H,O,‘ in katkilarinin

incelenmesi

Perflzyon sistemine takilan bobreklerde dengelenme periyodunu takiben
HA’ in 10, 20 ve 40 ug dozlariyla alistirma cevaplari alindiktan sonra perflizyon ortamina
10° M konsantrasyonda fenilefrin ilave edilmistir. Fenilefrin iceren perfiizyon sivisi
bdbreklere eristikten sonra perflizyon basinci artisi takip edilmig, artan perfiizyon basinci
bir plato degerine eristikten hemen sonra bu defa ortama difenhidramin (10° M)
eklenmigtir. Eklenen difenhidraminin perfizyon basincinda degisiklik yapip yapmadigi
kontrol edildikten sonra 10, 20 ve 40 pg HA enjeksiyonuyla meydana gelen dususler

kaydedilmis ve bu degerler perflizyon basincindaki % azalma cinsinden hesaplanarak
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kontrol degerleri olarak kabul edilmistir. Sonrasinda maddesiz perfizyon sivisina
gecilerek, perflizyon basincinin taban seviyesine inmesi beklenmis ve basing baslangi¢
degerine erisince tekrar fenilefrin ve arkasindan difenhidramin uygulamasi yapilmistir. Bu
ajanlarin ilavesinden sonra ortama katalaz (80UI/ml) ve ayri bir seride de sirasiyla 107 ve
10® M konsantrasyonlarda H20: eklenerek HA uygulamalari tekrarlanmis, alinan
cevaplarin perfizyon basincinda olusturdugu azalmalar % olarak hesaplanarak
kontrollerle karsilastiriimis ve grafik gosterimde perfliizyon basinci degisimi olarak

sunulmustur.

3.2.9. Hipoksi-reoksijenasyon isleminin HA cevaplar lizerine olan

etkisinin incelenmesi

Hazirlanip izole perfiize organ dizenegine takilan bobreklerde kontrol
cevaplarinin sonra, 6nceden Nz (%95) - CO2 (%5) karisimiyla ile gazlandirilmis perfiizyon
¢Ozeltisine gegilmis ve organa ulastigi andan itibaren 30 dakika boyunca bdbrekler
hipoksik perfiuzyon sivisi ile yikanmistir. Bu islemin arkasindan tekrar normoksik
perfizyon c¢ozeltisine gecilerek bobreklerin bu ¢dzelti ile temasindan 15 dakika sonra HA
dozlarn tekrarlanmistir. Alinan cevaplarda 1. ve 2. faz degerleri 6lglilerek kontrol
degerlerine gore % degisimleri hesaplanmis, elde edilen degisim degerleri her doz ve her
iki faz icin ayri ayri olmak kaydiyla kontrollerle karsilastiriimistir. Sonuglar grafik sunumda

% degisim olarak ifade edilmistir.
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3.3. Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; Histamin hidroklorir (SIGMA),
Katalaz (SIGMA), Allopurinol (SIGMA), L-N-(G)-nitro-arjinin metil ester (L-NAME,
SIGMA), H202 (Merck), Verapamil hidroklorir (SIGMA), Fenilefrin hidroklorir (SIGMA) ve
Difenhidramin hidroklorir (SIGMA)" dir. Krebs-Henseleit ¢dzeltisinin hazirlanmasinda
kullanilan maddeler ise sunlardir; (mM): NaCl: 112, NaHCOs: 25, KCI: 5, MgCl2: 0,5,
CaCl2: 2,5, NaH2PO4: 1 ve dekstroz: 11,5. Kalsiyumsuz Krebs-Henseleit g¢ozeltisini

hazirlanmasinda ise yukaridaki maddeler kullaniimis ancak CaClz katiimamistir.

Kullanilan kimyasallardan HA, verapamil, H202, L-NAME, fenilefrin ve
difenhidramin, distile suda ¢ozilerek hazirlanmistir. Allopurinol ¢ézeltisi hazirlamak igin
100 ml distile su 50°C’ ye isitilarak 102 M konsantrasyonda olacak sekilde allopurinol
ilave edilmis ve 20 dakika boyunca manyetik karistirici Uzerinde karistinimistir. Katalaz

ise deneyler sirasinda perflizyon sivisinda ¢gozulerek kullaniimistir.

3.4. istatistik analizler

Deney serileri sonunda elde edilen degerler, her bir deneyin kontrol
cevaplari 100 kabul edilerek, % degisim cinsinden hesaplanmistir. Serilerin her birinde
elde edilen kontrol dederleri ortalamasi 100 olmak kaydiyla, uygulamalar sonrasinda elde
edilen (n) sayida % degisim degerinin ortalamalari, + standart hatalari ile birlikte
sunulmustur. Gruplar arasi farki belirlemek igin eslestirmeli Wilcoxon signed rank testi

uygulanmig, P degeri < 0.05 oldugu taktirde gruplar farkli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histamine bagh bifazik cevaplar

izole tavsan bobrek damar yataginda HA, doza-bagiml olarak perfiizyon
basincini artirmistir. HA uygulamasinin perflizyon pompasinin gerisinden veya organi
sisteme baglayan kauguk kanilden yapilmasi,
degisiklikler olusturmustur. Sekil 3. a ve b’ de goérildigu utzere, HA, organi sisteme
baglayan kanilden uygulandiginda; hizli ortaya ¢ikan ve kisa siren bir baslangi¢ fazi ve

onu takip eden, gecikmis ancak daha uzun siren bir 2. faz olmak Uzere, bifazik yanitlar

elde edilmigtir (Sekil 3.a ve 3.b).

10 pg HA

20 pg HA

40 pg HA

I 40 mm Hg

b

10 dk

10 pg HA

20 pg HA

!

1

40 pg HA

|

B

10 dk

Sekil 3: Izole perfiize tavsan bobreginde HA uygulamasinin organi diizenege baglayan

kanllden yapilmasi durumunda ortaya ¢ikan bifazik HA cevaplari (a ve b).

*

alinan HA cevaplarinin seklinde
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Sekil 4: 10, 20 ve 40 ug HA dozlariyla kaydedilen 1. ve 2. faz cevaplarin perfiizyon

basinci degisikligi cinsinden gosterimi (n=30; A:degisim, PB:Perflizyon basinci).

Deneylerde kullanilan boébreklerin deney baslangicinda kaydedilen
perfizyon basinglari 7010 mmHg (n=72) olarak tespit edilmistir. Zamana bagl olarak
perfuzyon basincinda meydana gelebilecek degisiklikleri saptamak amaciyla yapilan
deneylerde, ilk 2 saatlik zaman dilimi sonunda perfizyon basinglarinin baslangic
degerlerine gore yaklasik % 5 oraninda azaldigi ancak 4 saatlik uygulamalar sonunda ise
% 5-10 oraninda arttigi goézlenmigtir. Deneyler sirasinda perfizyon basinci artma
egiliminde olan ve 2 saat sonunda, perflizyon basinglari baslangi¢ degerinin yaklasik %

30’ u kadar artmis olan bobrekler hesaplamalarda kullaniimamistir.
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HA eftkisi ile olugan perfiizyon basinci artisinda Hi ve Hz reseptdrlerinin
katkisinin degerlendirildigi 6n galismalarda; simetidin (10 M) varliginda HA cevaplarinin
1. ve 2. fazlar yaklasik % 20 oraninda artarken, perfiizyon ortamina 10°® M difenhidramin
ilave edilmesi bu cevaplari yaklasik % 50 oraninda azaltmistir. Ortamdaki difenhidramin

konsantrasyonu 104 M oldugunda ise cevaplar tama yakin bloke olmustur.

4.2. Katalaz’ in HA yanitlarina etkisi

Katalazin, 80 Ul/ml konsantrasyonundaki varhi§inda*># 1. faz
cevaplarda bir fark gézlenmezken, 2. faz cevaplarin her ¢ HA dozunda da kontrolle gére
daha yiksek oldugu, ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir.
Benzer sekilde katalazin 160 Ul/ml konsantrasyonunda yapilan deneylerde de 2. faz
cevaplarda HA dozuna paralel bir artis gdézlenmis ancak yalnizca 40 pg HA ile alinan
cevaplarda kontrollere gore istatistik olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (Sekil 5 ve

Sekil 6).
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Sekil 5: Perflizyon ortamina katalaz (80 ve 160 Ul/ml) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ng
HA ile alinan 1. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi +SEM (n=6;

PB:Perflizyon basinci).

250 - *
2. Faz
200 -
O Kontrol
g
= 150 -
E O Katalaz
& 80UI/ml
B
S 100 A
~ B Katalaz
160 Ul/ml
50 4
0
10 ng 20 ng 40 pg
HAdoZari

Sekil 6: Perflizyon ortamina katalaz (80 ve 160 Ul/ml) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 pug

HA ile alinan 2. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gore % degisimi +SEM (n=6;

PB:Perflizyon basinci, *; P<0,05).
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4.3. Allopurinol’ iin HA yanitlarina etkisi

Allopurinol’iin 10°¢ molar varhigindal***°! alinan HA cevaplari kontrolleriyle
karsilastinldiginda; 1. ve 2. faz cevaplarda anlaml bir fark belirlenememistir (Sekil 7 ve

Sekil 8).

250 -~

200 4 1. Faz
o
o 150 -
£ O Kontrol
2
2
T 100 @ Allopurinol
B

50 4
0
10 ng 20 ng 40 pg
HAdozar

Sekil 7: Perfiizyon ortamina allopurinol (10°® M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 pg HA ile

alinan 1. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi +SEM (n=9; PB:Perflizyon

basinci).
250 ~
2. Faz
200 A
E 150
g O Kontrol
£
o
)
g 100 - @ Allopurinol
X
50 -
0
10 ug 20 ng 40 pg
HAdoZari

Sekil 8: Perfiizyon ortamina allopurinol (106 M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA ile
alinan 2. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi +SEM (n=9; PB:Perflizyon

basinci).
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4.4. Hidrojen peroksitin HA cevaplarina etkisi

Perfiizyon ortamina 107 ve 10® M H:0: ilavesi, HA ile elde edilen
cevaplarin 1. ve 2. fazlarini artirmistir (Sekil 9). 10" M H20; varliginda 10 ug HA ile elde
edilen cevaplarin 1. fazinda % 20 oraninda bir artis gézlenmis ancak bu etki istatistiksel
olarak farkli bulunmamistir. 20 ve 40 pg HA ile elde edilen 1. faz yanitlar ise H20' in 10”7
ve 10% M varliginda anlamli olarak artmistir (P < 0.05). 107 M Hz202, HA ile sadlanan
perflizyon basinci artiglarinin 2. fazlarini bitiin HA dozlarinda artirmakla beraber sadece
20 ve 40 pg HA ile elde edilen cevaplardaki artis anlamli bulunmustur (P < 0.05). 10¢ M
H20:2 varliginda 2. faz cevaplar her ¢ HA dozunda da artmigken, sadece 10 pg HA ile

elde edilen cevaplarda kontrollere gore istatistik olarak farklilik gézlenmistir (Sekil 10 ve

Sekil 11, P < 0.05).

HA dozlari (1) H202 (10" M) > H202 (10° M) >
10pg 20 pg 40pg 10pug 20 g 40pg 10pg 20 pg 40 pg
210 ~
170 +
é’ 130 -
E 40-mm Hg : .
90 -
_N_Mk =S==== J \*.JU
50 L : S - |
10 dk

Sekil 9: H20: "’ in iki farkli konsantrasyonunda, HA cevaplari izerine olan arttirici etkisi.
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Sekil 10: Perfiizyon ortamina H202 (107 ve 10 M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA

ile alinan 1. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi +SEM (n=10;

PB:Perflizyon basinci, *: P<0,05).

*
250 ~
2. Faz
200 4
O Kontrol
2 150 - * *
£ OHidrojen
w ~} ‘I‘ peroksit 10
'S
S 100 A W Hidrojen 5
& peroksit 10
50 +
0
10 pg 20 ng 40 ng
HA dozlar

Sekil 11: Perfliizyon ortamina H202 (10”" ve 10 M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA

ile alinan 2. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi £SEM (n=10;

PB:Perflizyon basinci, *: P<0,05).
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4.5. L-tipi voltaj bagimh kalsivum kanal blokiri verapamilin HA

cevaplari iizerine olan etkisi

Perfiizyon sivisinda 10°® molar konsantrasyonda bulunan verapamil, 10,

20 ve 40 pg HA

ile elde edilen 1. ve 2. faz cevaplar azaltmistir (Sekil 12).

Kontrol

degerleriyle karsilastiriidiginda 1. faz cevaplarda yaklasik % 25, 2. faz cevaplarda ise

yaklasik % 60’ ik bir azalma kaydedilmis (Sekil 13 ve Sekil 14), her iki cevap fazinda da

g06zlenen bu fark, istatistik olarak anlamli bulunmustur.

‘HAdozlan ())
10pg  20pg — 40ug

“HAdogan=(pEem s - S S Vet 0P e L SRR
—20pg 20pg —— — A0 kg == 10 ug .20ng  40ug
i [ES=aE== = ==
1;4mhmHgi; = , == S =¢ =
s e A — e |
T e T e . R T o) e e e “-'T‘. —{—F - t = —1- —
i e} 7 i e e I R e o e | B e B i e o e e e B B e e S e
—'1——. * = \ 3= ! —

Sekil 12: Verapamilin 10°® molar konsantrasyonda ozellikle 2. faz olmak Uzere, HA

cevaplarini azaltici etkisi.
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Sekil 13: Perfiizyon ortamina verapamil (10°® M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA

ile alinan 1. faz cevaplarin kontrol yanitlarina goére % degisimi + SEM (n=10;

PB:Perflizyon basinci, *; P<0,05).

100 -+ —
2. Faz
75 1
a *
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£ * O Kontrol
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B
25 4
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Sekil 14: Perfiizyon ortamina verapamil (10 M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA

ile alinan 2. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi £+ SEM (n=10;

PB:Perflizyon basinci *: P<0,05).
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4.6. Nitrik oksit sentez inhibitéri L- NAME’ in HA cevaplarina etkisi

L-NAME, NO sentezini tamamen bloke etmesi icin gerekli olan 10 molar
konsantrasyonda perflizyon ortamina ilave edilmistir. L-NAME’ in bu konsantrasyondaki
varligi, bazal perfuizyon basincini degistirmeden 1. ve 2. faz cevaplari her ¢ HA dozunda
da artirmistir (Sekil 15). L-NAME varliginda alinan HA cevaplari % degisim ydniinden
kontrollerle karsilastiriidiginda her 3 dozda ve her iki cevap fazinda gozlenen artis
istatistik olarak anlamh bulunmus, L-NAME’ in sagladigi bu artis o6zellikle 2. faz

cevaplarda %100’ iin Gzerinde gdzlenmistir (Sekil 16 ve Sekil 17).

s

HA-‘dozIa_rl_(l) P

_l0ug | 20ug

Sekil 15: Nitrik oksit sentez inhibitérii L-NAME’ in (104 M), 1. ve 2. faz HA cevaplari

Uzerine olan arttirici etkisi.
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Sekil 16: Perfiizyon ortamina L-NAME (10 M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA ile

alinan 1. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi £+ SEM (n=10; PB:Perflizyon

basinci, *; P<0,05).
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Sekil 17: Perfiizyon ortamina L-NAME (10 M) ilavesinden sonra 10, 20 ve 40 ug HA ile

alinan 2. faz cevaplarin kontrol yanitlarina gére % degisimi + SEM (n=10; PB:Perflizyon

basinci, *: P<0,05).
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4.7. Kalsiyumsuz ortamin HA cevaplarina etkisi

Bobrekler normal Krebs ¢odzeltisinden kalsiyumsuz ¢ozeltiye gegirildikten
sonra sabit dozda yapilan (60 ng) HA uygulamalarinda, birinci ve ikinci faz cevaplar
tedricen azalmistir. Kontrol degerlerine gére % degisim yéninden 1. faz cevaplar, 2. faz
cevaplara gore daha hizl bir azalma gostermistir. Kalsiyumsuz ortama gecildikten sonra
yapilan ilk HA enjeksiyonlarinda alinan 2. faz cevaplar, kontrol degerlerine gore yaklasik
iki kat ve istatistik olarak anlamli bir artis gostermis (Sekil 18), ayni durum 1. faz
cevaplarda da gbzlenmekle beraber bu artis kontrol degerinin % 5’ inin altinda kalmistir.
Kalsiyumsuz ortamda alinan dért HA cevabindan sonra tekrar normal Krebs ¢ozeltisine
gegildiginde yapilan ilk HA enjeksiyonu ile hem 1. hem de 2. faz cevaplarda kontrol
degerlerine goére sirasiyla yaklasik % 10 ve % 60 oraninda daha yiiksek degerler elde
edilmistir (Sekil 19 ve Sekil 20). 2. faz cevaba ait olan restorasyon degerleri kontrollere

gore istatistik olarak farkli bulunmustur.

Sekil 18: Kalsiyumlu ve kalsiyumsuz ortamda alinan 60 ng HA cevaplari.
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Sekil 19: Perfizyon ortamindan kalsiyumun g¢ekilmesinden sonra 60 ug HA ile alinan
dort ardisik cevap ve tekrar kalsiyum ilavesinden sonra alinan restorasyon cevaplarinda
1. fazin kontrol yanitlarina gére % degisimi + SEM (n=10; PB:Perflizyon basinci,

* P<0,05).
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Sekil 20: Perflizyon ortamindan kalsiyumun g¢ekilmesinden sonra 60 ug HA ile alinan
dort ardisik cevap ve tekrar kalsiyum ilavesinden sonra alinan restorasyon cevaplarinda

2. fazin kontrol yanitlarina gére % degisimi + SEM (n=10; PB:Perfiizyon basinci,

= P<0,05).
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4.8. Yiikseltilmis perfiizyon basincinda H: reseptor blokaji ile elde

edilen HA’ e ait perfiizyon basinci azalma yanitlarina H,O,‘ in katkisi

Ortama 107 molar fenilefrin katilmasiyla perfiizyon basinglari yiikseltilen
ve 10° molar difenhidramin ile H1 reseptdr blokaji saglanan bobreklerde, 10, 20 ve 40 g
HA uygulamalari ile perflizyon basincinda Hz reseptér aracili azalmalar kaydedilmistir. Bu
uygulamalar da organi perflizyon sistemine bagdlayan kauguk kanilden yapiimakla
birlikte, elde edilen cevaplar daha ¢ok monofazik gérinimde ortaya ¢ikmigtir (Sekil 21).
Ortama 1077 ve 10® molar konsantrasyonda H20: katilmasiyla, HA’ in perfiizyon basincini
dusuren yanitlarinda bir azalma gértlmus, kontrollerle karsilastirildiginda meydana gelen
azalmalar her iki H202 konsantrasyonunda da istatistik olarak anlamh farkhlik

gostermigtir. (Sekil 22).

H202 (10° M)

== H202 (107 M) .
HA())~ 10ug-—20ug — 40ug 10pg 20pg 40pg —'f T 10pg  20ug--404g
o ol ' Sl bl

HA(|) 10pg -20ug- 40 pg S| E— L 10ug 20 ug 40 ug

Sekil 21: Fenilefrin (10° M) ile perfiizyon basinci yiikseltilen ve difenhidramin (107> M) ile
Hi reseptdr blokaji saglanan bébreklerde HA ile elde edilen PB azalma yanitlari ve H20>'

in 10°® molar konsantrasyonda bu cevaplara olan azaltici etkisi.
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Difenhidramin varliginda
uygulanan HA dozlari
10 ng 20 pg 40 pg
0
0O Kontrol
= 10 -
X
:_"3 ” O Hidrojen
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Sekil 22: Fenilefrin (10° M) ile perfiizyon basinci yiikseltilen ve difenhidramin (10° M) ile
H:1 reseptdr blokaji sadlanan bébreklerde; 107 ve 10° molar konsantrasyonda H20-
varliginda HA ile elde edilen PB azalma yanitlarinin kontrollere gére degisimi £ SEM

(n=6; PB:Perfiizyon basinci, *: P<0,05).
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4.9. Yiikseltilmis perfiizyon basincinda H: reseptor blokaji ile elde

edilen HA’ e ait PB azalma yanitlarina katalaz’ in katkisi

Benzer sekilde, ayni deney protokolinde katalazin 80 Ul/ml’lik
konsantrasyonu denendiginde, 10 ug ile alinan HA cevaplarinda bir azalma gdzlenmekle

beraber elde edilen cevaplarin hig birinde kontrollere gore anlamh bir farkhlik tespit

edilememistir (Sekil 23).

Difenhidramin varhiginda
uygulanan HA dozlari
10 pg 20 ng 40 ng
0
O Kontrol

T 10 A
= 20 B Katalaz
& ] 80 Ul/ml
>
£
w 301
N
(1}
[11]
& 40

50 -

Sekil 23: Fenilefrin (10° M) ile perfiizyon basinci yiikseltilen ve difenhidramin (10° M) ile
H: reseptdr blokaji saglanan bdbreklerde; 80 Ul/ml konsantrasyonda katalaz varliginda

HA ile elde edilen PB azalma yanitlarinin kontrollere gére degisimi +SEM (n=5;
PB:Perflizyon basinci).
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4.10. Hipoksi-reoksijenasyon isleminin HA cevaplari lizerine olan

etkisi

Hipoksi-reoksijenasyon (H-R) islemi 6ncesinde ve sonrasinda 10, 20 ve
40 ug HA uygulamalari ile alinan cevaplar karsilastirildiginda, H-R islemi sonrasinda 1.
ve 2. faz cevaplarda bir artis kaydedilmistir (Sekil 24). HA cevaplarinda ortaya ¢ikan bu
artiglar, 6zellikle 2. faz cevaplarda, iki kata varan anlamli degerlere ulasmistir (Sekil 25 ve

Sekil 26).

Sekil 24: Hipoksi-reoksijenasyon dncesi ve sonrasi alinan HA cevaplari.
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(1. Faz)

Sekil 25: Hipoksi — reoksijenasyon iglemi sonrasi 10, 20 ve 40 ug HA ile alinan 1. faz

cevaplarin kontrollere gére % degisimi + SEM (n=6; PB:Perflizyon basinci, *: P<0,05).
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Hipoksi - reoksijenasyon sonrasinda alinan
HA cevaplari
(2. Faz)

Sekil 26: Hipoksi — reoksijenasyon iglemi sonrasi 10, 20 ve 40 ug HA ile alinan 2. faz

cevaplarin kontrolle gére % degisimi £+ SEM (n=6; PB:Perflizyon basinci, *: P<0,05).
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5. TARTISMA

izole perfiize tavsan bobregi preparati lizerinde élgiilen perfiizyon basinci
degisiklikleri organin vaskuler yataginin butinsel bir fonksiyonudur ve gesitli agonist veya
antagonistlere karsi bobrek hemodinamiginde olusan cevaplari gézlemleyebilmek igin

46,47]

kullanish veriler saglamaktadirl . Daha o6nce yapilan cgalismalarda izole bdébrek

perfizyon sisteminde HA uygulamasi ile bifazik cevaplar alinabildigi bildiriimemistir. Bu
calismada HA uygulamasi perflizyon pompasinin gerisinden yapildigi zaman elde edilen
cevaplar monofazik bir gérinimde ortaya g¢ikarken, ilag uygulamasi organi sisteme
baglayan kanilden yapildiginda cevap deseni bifazik sekle dénlismustir. Bu uygulama
sekli ile maddenin pompa gerisinden verildigi uygulama sekli arasinda bazi farklari vardir.
Oncelikle ilag uygulamasi organi sisteme baglayan kaniilden yapildi§i zaman verilen
ilacin organla temasi ¢ok daha c¢abuk gergceklesmekte ve geriden gelen maddesiz
perflzyon c¢ozeltisiyle hizla yikanarak uzaklastiriimaktadir. Oysa pompa gerisinden
yapilan uygulamalarda, uygulanan madde — pompa ile organ arasinda kalan boru
sisteminin uzunlugu, perfiizyon hizi ve bu alanda bulunan ¢dzelti hacmine de bagl olmak
kaydiyla — organa erigsmesinden itibaren yaklagik 20-30 dakika daha ortamda varligini ve
dolayisiyla organla olan temasini sirdirmektedir. ikinci olarak ilk uygulama seklinde
verilen ilag, yogunlugu fazla degismeden organa ulasirken, pompa gerisinden yapilan
uygulamada yukarida bahsedilen aralikta yer alan sivi hacminde seyrelerek organa

erismektedir. Jung ve ark.l'’]

agonist uygulama suresinin, indiklenen cevaplarin
deseninde farkliliklar meydana getirebilecegini ve monofazik, bifazik veya salinimlar
seklinde cevaplar olusturabilecegini ifade etmiglerdir. Bu anlamda HA uygulamasinin

kanllden yapilmasi, bu slreyi kisaltarak elde edilen cevaplarin seklinin degismesine yol

agmis olabilir.
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HA'’ in izole perfiize tavsan bébreginde olusturdugu etkilerle ilgili mevcut
literatirde, bu agonistin bdbrek vaskiler yataginda meydana getirdigi degisikliklere
yonelik 6nerilen temel olgu, Ha reseptorleri araciligiyla meydana gelen vazokonstriksiyon
ve H: reseptorleri Uzerinden ortaya cikan vazodilatasyonun net sonucunun damarsal
dinamigi belirledigi yonindedir. Nitekim, Hz reseptdr antagonistlerinin (6r. simetidin)

perfiizyon ortamina katimasi alinan HA cevaplarinda bir artisa yol acarken’?,

Perfiizyon basincinin yukseltilip Hi reseptdr antagonistlerinin  (6r. difenhidramin)
kullanildigi durumlarda ise Hz reseptdrlerinin etkisi belirginleserek net cevabi perfiizyon

basincinda azalma yoniinde degistirmektedir.

HA’ in Hi reseptorleri Gzerinden meydana getirdigi etkilerden sorumlu
olan ikincil mediator, IPs* tir. Bu molekul araciligi ile gelisen olaylar zincirinin dnemli bir
halkasini teskil eden kalsiyum ise bu anlamda Hi reseptdr aktivasyonuyla meydana gelen
degisikliklerin temel aracisi sayilabilirf®®. HA’ in uyarilabilir olmayan hiicre tiplerinde
(parotid asiner hucreler, adrenal kromafin hlcreleri vb.) hicre i¢i kalsiyum miktarini iki
fazh bir sekilde arttirdigi gesitli calismalarda bildiriimektedir. Putney ve ark. tarafindan
yurGtilen bir gok ¢alismada, HA uygulamasinin dnce hiicre igi kalsiyum depolarindan IP3
aracili kalsiyum saliveriimesine neden olarak hlcre i¢i kalsiyum miktarini arttirdigi, bu
artisin kisa sureli bir artis oldugu, hicre i¢i depolarin bosalmasinin sonucu olarak hiicre
digindan hcre igine bir kalsiyum hareketinin basladigi ve bu hareketin de hicre igi
kalsiyum miktarinda goézlenen ikinci artis fazini meydana getirdigi bildiriimektedir.
“Kapasitatif kalsiyum girisi” olarak tanimlanan bu olayla ilgili olarak hiicre igi depolarin
doluluk durumunun, hiicre disi kaynaktan hicre igine kalsiyum hareketini kontrol ettigi, bu
depolar kalsiyum yiklenmeden de hiicre membranindaki giris kanalinin kapanmadigi 6ne
surilmektedir®24% Bu calismada, kalsiyumun perfiizyon ortamindan cekilmesi

sonucunda, 1. ve 2. faz cevaplar tekrarlayan HA uygulamalari sonucunda giderek
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azalmis ve dort enjeksiyon sonrasinda taban seviyelerine yakin degerlere ulasmistir.
Alinan cevaplarin kontrollerine goére % degisimi yoninden incelendiginde, 1. faz
cevaplarin 2. faz cevaplara goére daha ¢abuk sdndigu goézlenmistir. Bu durum izole
perflize tavsan bobrek preparatinda HA ile elde edilen cevaplarin olusumunda
kalsiyumun gerekli oldugunu gdstermekle beraber yukarida bahsedilen mekanizmayla
uyusmamaktadir. Kalsiyumsuz ortamda 1. faz cevaplarin daha hizli ortadan kalkmasi bu
cevaplarin kaynaginin hicre digl kalsiyum oldugunu disundirmastir. Buna ek olarak
kalsiyumsuz ortama gegildikten sonra yapilan ilk HA uygulamasinin 2. faz cevaplarda iki
kathk bir artisa sebep olmasi da bu cevap tipinin kaynaginin hicre disi kalsiyumdan
bagimsiz olmasi gerektigini telkin etmektedir. Machen ve Negulescu’ nun
calismalarinda®”, hiicre ici depolardan saliverilen kalsiyumun tamamen hiicreden ihrac
edilmeden agonist uyariminin ortadan kalkmasi durumunda, sitozoldeki serbest
kalsiyumun tekrar depolara gekilebilecegi ifade edilmektedir. Jung ve ark. ise [**], agonist
uygulamasinin suresinin, HA ile indlklenen cevaplari monofazik, bifazik veya salinimlar
seklinde degistirebilecegini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada HA'’ in uygulanis sekli, agonist
ile organin temasinin kisa sireli olmasina imkan saglamaktadir. Bu haliyle, HA dokudan
yeterince hizhi uzaklastigi taktirde hicre igine saliverilen kalsiyumun bir kismi tekrar
depolara cekilebilecedi icin kalsiyumsuz ortamda 2. faz cevaplarin nispeten daha uzun

OmrlG olmasinin sebebi, bu geri alim mekanizmasi olabilir.

Kalsiyumsuz ortamda vyapilan ilk HA uygulamasinda elde edilen
cevaplarin dzellikle 2. fazinda gorulen artigla ilgili olasi bir agiklama, hicrede kalsiyum-
kalmodulin-bagimli endotelyal NOS (eNOS) tarafindan gerceklestirilen NO sentezinin,
hiicre disindan giren kalsiyuma gerek duyuyor olmasi®*>? olabilir. Nitrik oksidin, hiicre
icine kalsiyum girisi ve hucre ici depolardan kalsiyum saliverilmesi uzerine inhibitér bir
etkisi olduguna dair yayinlar mevcuttur®>545551 By bilgiler 1siginda; kalsiyumsuz

perflizyon ortaminda hicre digindan hicre igine kalsiyum girisinin olmamasi, NO
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sentezini sekteye ugratmis ve dolayisiyla nitrik oksidin kalsiyum saliverilmesi Uzerindeki
inhibitdr etkisinin ortadan kalkmasina ve HA ile alinan ilk cevaplarin 2. fazinda gorilen
ani artigin ortaya ¢ikmasina sebep olmus olabilir. Ayni sekilde nitrik oksidin hiicre icine
kalsiyum girisini engelleyen etkisi de ortadan kalkmis olmakla beraber perflizyon
ortaminda kalsiyumun olmamasi, bu artisin neden sadece 2. faz cevaplarda gorildigu
sorusuna cevap getirebilir. Ote yandan, kalsiyumun yerine konmasini takiben yapilan ilk
HA uygulamasinda (5. enjeksiyon) alinan cevaplarin kontrol degerlerine gore artmis

olmasi da, NO’ in yetersiz miktarlari ile iliskilendirilebilir.

Bu calismada 10* molar konsantrasyonda uygulanan NO sentez inhibitérii L-NAME, her
u¢ HA dozunda 1. faz cevaplarda % 100, 2. faz cevaplarda ise % 150’ nin lzerinde bir
artis saglamistir. Bu artiglar, L-NAME’ in bébrek damar yataginda bazal NO sentezi ve
vazodilatasyonu ortadan kaldirmasi ile agiklanabilir. Ancak L-NAME’ in dokuya
ulasmasindan sonra tek basina bazal perfiizyon basincini ylikseltmemesine ragmen HA
uygulamasi ile indiklenen cevaplari potansiyelize etmis olmasi, HA reseptérleri araciligi
ile gelisen olaylar zincirinde NO’ in rol oynadigini goéstermektedir. Bu durumda HA
cevaplarindaki artis NO’ in, hudcre ici kalsiyum depolarindan kalsiyum saliveriimesi
ve/veya hicre disindan hicre igine kalsiyum girisi Gzerindeki inhibitdr etkisinin ortadan

kalkmasiyla baglantili olabilir.

Son yillarda elde edilen veriler, muhtelif dokularda reseptoérle aktive olan,
kalsiyuma ve bazi diger divalent katyonlara gecirgen, non-selektif katyon kanallarinin
varligina isaret etmektedirler. TRPC (Canonical Transient Receptor Potential Channels)
adi verilen bu yeni sinif katyon kanallarinin IPs veya DAG ile aktive edilmesinin hicre

[57]

icine bir kalsiyum akimi baglattigi>! ifade edilmektedir. Trebak ve ark., ¢esitli agonistlerle

yaptiklari galismalar sonucunda, hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesini saglayacak
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dizeyde IPs sentezlenmesine yetmeyecek miktarda disik agonist dozlarinin, TRPC

kanallarini harekete gecirdigini gostermislerdir 8,

Facemire ve ark. ise, sicanlardan
izole edilmis bdbrek arteriol ve glomerillerinde, TRPC’ ye ait mRNA ve proteinlerin

varhgini bildirmislerdir®®. Bu calismada, L-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal blokiirii
verapamil, 10® molar konsantrasyonda ortamda bulundugunda, HA ile elde edilen
cevaplarin 1. ve 2. fazlarinda sirasiyla, yaklasik % 25 ve % 60’ lik bir azalma
olusturmustur. Mevcut literatiirde, hiicre disindan hiicre igine HA ile indlklenen kalsiyum
girisinin, voltaj bagimli kalsiyum kanallarindan farkh bir kanal tipi Gzerinden meydana
geldigi (Receptor Activated Calcium Channels, RACC) ve voltaj bagiml kalsiyum kanal
blokiirlerinin bu kanal tipine etki etmedigil®®6:5263 ifade edilmekle birlikte Zhu ve ark.[®
insan embriyonik bobrek hicrelerinde (HEK-293), karbakolle indiklenen ve trp3 kanallari
Uzerinden meydana gelen Kkalsiyum hareketinin  verapamil ile engellendigini
goOstermiglerdir. Bu bilgi esas alindijinda, bizim c¢alismamizda verapamilin 1. faz
cevaplarda olusturdugu azalma, bahsedilen -varsa- reseptor tiplerinin inhibisyonu ile
ortaya ¢cikmis olabilir. Schofl ve ark.[®*], hamster pankreatik B hiicrelerinde tapsigargin ile
indUklenen hicre ic¢i kalsiyum artigsinin verapamil ile % 50 azaldigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Ohmasa ve Saito®®! muskarin ile saglanan hiicre igi kalsiyum artisinin,
ekstraseluler kalsiyum varliginda ve yoklugunda verapamil tarafindan engellendigini
aciklamiglardir. Bu galismada, verapamil (10® M) ile 2. faz cevaplarda % 60 civarinda bir
azalma kaydedilmistir. Verapamilin HA cevaplarina olan bu etkisi kalsiyumsuz ortamda
yapillan 6n calismalarimizda da ortaya c¢ikmistir. Bu durumda, bahsedilen etkinin
verapamilin hicre igi kalsiyum depolari Uzerine olan direkt etkisinden kaynaklandigi

disundilebilir.
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Perfiizyon ortamina H202' in 107 ve 10® molar konsantrasyonlarda
katilmasi 1. ve 2. faz cevaplari arttirmistir. 1.faz cevaplar 107 ve 10® molar H.O-
konsantrasyonlarinda yakin oranlarda artmisken (yaklasik % 30), 2. faz cevaplar, 107/
molar H202 konsantrasyonunda yaklasik % 30, 10 molar H-0. konsantrasyonunda ise
yaklasik % 60 oraninda anlamh artis gostermistir. Bu bulgular, H202' in hiicre igi
kalsiyum seviyelerini artirdigi ve bu yolla veya bundan bagimsiz sekilde, diz kaslarda
kasilma yanitlar olusturdugu bilgisiyle uyumludur. Benzer sekilde fenilefrin ile perfiizyon
basinci artiriimis bdbreklerde difenhidramin ile saglanan Hi reseptor blokajindan sonra
HA uygulamasiyla elde edilen H2 reseptér aracili perflizyon basinci azalma yanitlari da,
H202' in 107 ve 107° molar konsantrasyonlarinda anlamli olarak azalmistir. Mevcut
bulgular 1s1ginda, H202' in bébrek damar yataginda HA ile elde vazoaktif yanitlara katki
sagladigini sdylemek mumkindir. H202’ in bu katkisini hiicre igi kalsiyum seviyelerinde
meydana getirdigi artisla yapmasi oldukga muhtemeldir. Bahsedilen artisin kaynagi hicre
ici kalsiyum depolarindan kalsiyum saliveriimesi veya hicre disindan hicre igine bir
kalsiyum hareketi olabilir??3l, Nam ve ark., H202' in hiicre icine difiize olabildigini ve
hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliveriimesini indiikledigini gdstermislerdir®l. Bu bilgi
esas alindiginda, H20: ile HA yanitlarinda saglanan artisin 2. faz cevaplarda daha fazla
ortaya ¢ikmasi, bu cevaplarin kaynaginin hicre ici kalsiyum olduguna dair gérisimuzi
destekler mabhiyettedir. Diger yandan, reaktif oksijen metabolitlerinin dokularda HA
sentezini-saliverilmesini artirdi§i da yine mevcut yayinlarda bildirimektedir®él. Dolayisiyla
HA'’ e ait cevaplarda H202' in meydana getirdigi artiglarin ortaya ¢ikmasinda bu faktor de
rol oynayabilir. Ne var ki, H202' in perfiizyon ortamina 107 ve 10® molar konsantrasyonda
ilavesinden sonra maddeli Krebs ¢ozeltisinin organa ulagsmasini takiben bazal perfiizyon
basincinda bir artis kaydedilmemistir. Bu durum g6z &nidne alindiginda H20:2

uygulamasinin HA ile alinan cevaplari fasilite ettigi sdylenebilir.
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Bu yaklagsimla ilgili olarak, H202' i parcalayan katalazin 80 Ul/ml
konsantrasyonda minimal, 160 Ul/ml konsantrasyonda ise -istatistik olarak her dozda
anlamli olmamakla beraber- biraz daha belirgin olmak tzere HA cevaplarini artirmig
olmasi bir geliski dogurmaktadir. Shah,?* izole sigan glomeriil ve tubiillerinde yapilmis
bir galismasinda, reaktif oksijen metabolitlerinin sebep oldugu hicre i¢i cAMP artisinin,
katalaz ile 6nlenebildigini bildirmektedir. Bu ¢alismada da, HA uygulamasi sonucu H:
reseptorleri araciligiyla tetiklenen cAMP artisi, katalaz varliginda azalmis, dolayisiyla Hz
reseptor etkinligini zayiflatarak HA uygulamasi ile alinan yanitlarin artmasina sebep
olmus olabilir. Konuyla ilgili olarak 6ne surllebilecek bir bagka goéris de katalazin
fizyolojik ve patolojik durumlarda etkisinin farkli sekillerde ortaya cikabilecegidir. Ornegin
reaktif oksijen metabolitlerinin miktarini artiracak patolojik kosullar altinda, katalazin HA

ile alinan cevaplari nasil etkilediginin arastiriimasi konuya yeni acilimlar saglayabilir.

Mevcut literatirde, serbest oksijen radikallerini artirdigi bilinen hipoksi-
reoksijenasyon sirecinin dokularda HA saliveriimesine yol agtigina dair ¢alismalar yer

almaktayken38.67.68].

bu islemin HA ile elde edilen yanitlara olan etkisini gdsteren bir
yayin bulunamamistir. Bu ¢alismada, H-R sonrasi HA ile alinan cevaplarin hem 1. ve
hem de 2. fazlarinda kontrollere gore sirasiyla, ortalama % 100 ve % 200 oranlarinda
anlamli bir artis tespit edilmistir. Uygulanan H-R isleminin bazal perflizyon basincini
hemen hi¢ degistirmedigi goéz 6nine alindiginda, bu artiglarin, doku HA miktarlarinda
olusabilecek artmalardan daha ziyade HA cevaplarinin fasilitasyonu ile ilgili oldugu
soylenebilir. Bu galismanin temel hedefi hipoksi-reoksijenasyon hasarinin HA cevaplari
Uzerine olan etkisinin incelenmesi olmamakla beraber, bulgularimizda bahsedilen
degisikliklerin mekanizmasini arastiracak deney serilerinin diizenlenmesi, hipoksi ve

iskemi gibi patolojik olaylar sonrasinda, reaktif oksijen metabolitlerinin organ fonksiyonu

Uzerine olan etkilerinin aydinlatiimasinda yarar saglayacaktir.
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Fenilefrin ile yukseltilen perfizyon basincini difenhidramin varliginda Hz
reseptorleri aracili distren HA’ e ait yanitlar, katalazin 80 Ul/ml konsantrasyondaki
varliginda kontrollere gore farkli bulunmamigtir. Bu durum, kullanilan katalaz dozunun
yeterli olmamasindan kaynaklanabilir. Buna karsin H202' in 107 ve 6zellikle 10 molar
konsantrasyonlarda bu cevaplari azaltmis olmasi, diger serilerimizde elde edilen H202' in
HA cevaplarini artirici  etkisiyle paralellik goéstermektedir. Yikseltiimis perflizyon
basincini, difenhidramin ile saglanan H1 reseptor blokaji altinda diigiiren HA uygulamalari
da organi sisteme baglayan kaniilden yapilmis olmakla beraber, bu uygulamada elde
edilen cevaplar monofazik bir desende ortaya ¢ikmistir. Bu durum bifazik cevaplarin

olusmasinda Hi reseptorlerinin baskin roli oldugu distncesini dogurmaktadir.

Allopurinoliin - 10® molar konsantrasyonda perfiizyon ortaminda
bulunmasi, alinan cevaplarin 1. veya 2. fazlarinda bir degisiklik meydana getirmemistir.
Bu durum allopurinoliin beklenen etkisinin disinda bir sonugtur. Sipahi ve ark. tarafindan
yurltilen bir calismada deneysel olarak akut renal yetmezlik gelistiriimis tavsanlardan
izole edilen bobreklerde, asetilkolinin perfiizyon basincini diistiren yanitlarinda bir azalma
meydana geldigi, bu azalmanin da allopurinol 6n-tedavisi ile restore oldugu bildirilirken(®°!,
Sercombe ve ark. nin calismasinda, yuksek glukoz iceren ortamda tavsan serebral
arterlerinde asetilkolin ile saglanan gevseme yanitlarinda ortaya c¢ikan azalmanin
NAD(P)H oksidaz inhibitérleri difenileneiodonyum ve aposinin ile geri déondigu ancak
allopurinoliin etki gostermedigi ileri stirlilmustir’®. Bu bilgiler 1s1ginda, allopurinoliin in
vivo kosullarda etkili olurken in vitro kosullarda etkisiz kalabilecegini distinmek
muimkindir. Daha sonraki asamalarda, allopurinol ile 6n tedavi protokoll igeren deney
serilerinin dlizenlenmesi, izole perfiize tavsan bdbredinde ksantin-ksantin oksidaz enzim

sisteminin HA ile alinan cevaplar uzerine olan etkilerini inceleme olanag verebilir.
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Sonug olarak; HA, izole perfiize tavsan bobreginde, uygulama yoluna
bagh olmak kaydiyla perflizyon basincini bifazik olarak artirmaktadir. Eldeki bulgularimiz,
bu cevap deseninin 1. fazinin kaynaginin hiicre disi kalsiyumun htcre igine hareketi, 2.
fazinin kaynaginin ise hicre i¢i depolardan kalsiyum saliveriimesi oldugunu
distndlirmustir. Kalsiyumun perflizyon ortamindan cekilmesiyle birlikte 1. ve 2. faz
cevaplar tekrar eden HA dozlarinda giderek azalmis ve taban seviyelerine yakin
degerlere ulagsmistir. HA yanitlarinda gbézlenen bu azalma 1. faz cevaplarda goéreceli
olarak daha hizli ortaya ¢ikarken kalsiyumsuz ortamda alinan ilk HA yanitlarinda 2. faz
cevaplar kontrol degerlerine goére yaklasik iki kat ve istatistik olarak anlamli bir artis
gOstermigtir. Bir serbest oksijen radikali olan H202, HA uygulamasi ile elde edilen
cevaplarin her iki fazinda da artis meydana getirmistir. L-tipi voltaj bagimli kalsiyum
kanal bloklru olan verapamil, bifazik cevap desenini dedistirerek hem 1. ve hem de 2. faz
cevaplari azaltmis, bu azalma 6zellikle 2. faz cevaplarda ¢ok daha fazla ortaya ¢ikmistir.
NO sentez inhibitéri L-NAME, alinan HA yanitlarinin her iki fazini da artirmis, bu artis
ozellikle 2. faz cevaplarda % 200 seviyelerine ulagsmistir. Anti-oksidan etkinligi bilinen
katalazin artan dozlarinda 2. faz cevaplarda bir artis gézlenmekle beraber, bu degisiklik
istatistik olarak anlamli bulunmamistir. Ksantin-ksantin oksidaz inhibitér allopurinol ise,
HA ile elde edilen cevaplarda bir degisiklik meydana getirmemistir. Fenilefrin ile
perflzyon basincinin yikseltiimesi sonrasinda difenhidramin varliginda alinan HA’ e ait
perflzyon basinci azalma yanitlari, katalazin 80 Ul/ml konsantrasyonundaki varliginda
degismezken, H202' in ortamda 107 ve 10% molar konsantrasyonda bulunmasiyla
istatistik olarak anlamh bir azalma gdstermistir. Bdbreklere uygulanan hipoksi-
reoksijenasyon iglemi sonrasinda alinan HA yanitlarinin 1. ve 2. fazlarinda kontrollere
gore sirasiyla yaklasik % 100 ve % 200 oranlarinda bir artis tespit edilmis, her iki fazda

gOzlenen bu artis, istatistik olarak da anlamli bulunmustur.
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Bu galismanin; HA ile bébrek hemodinamiginde olusan degisikliklerin,
reaktif oksijen metabolitlerinin organ fonksiyonu Uzerine olan etkilerinin ve boébrek
vaskuler yataginda patolojik kosullar altinda meydana gelen olaylarin mekanizmalarinin
aydinlatiimasina yardimci olacak ipuglari saglamasi umulmaktadir. Yukarida tartisiimaya
calisilan mekanizmalarin, HA reseptorlerinin farkh tipleri ile ne yonde etkilendiginin
anlasilmasi agisindan, uygulanmis deney protokollerinin selektif Hz reseptor
antagonistleri ile tekrarlanmasinin, ¢alismada elde edilen bulgularin kalsiyum ile olan
iliskilerini daha iyi aydinlatabilmek (zere, hicre i¢i kalsiyum hareketlerine etki eden
ajanlarin ve farkh kalsiyum kanal blokirlerinin denenmesinin, buna ilaveten, in vivo
sartlarda etkinligi g0Osterilmis allopurinolin, HA yanitlari Uzerine olan etkilerini ortaya
koyabilecek sekilde tasarlanmis deney serilerinin dizenlenmesinin yarali veriler

saglayacagi dusundlmektedir.
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OZET

Dilekéz E., izole Perfiize Tavsan Bébreginde Histamin Yanitlarina
Katalaz ve Allopurinol’'un Etkisi. Gazi Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Farmakoloji Anabilim Dal, Doktora Tezi, Ankara, 2005. Bir otakoid olan histaminin
cesitli dokularda iki fazli bir kasiima deseni olusturdugu, hiicre ici kalsiyum diizeyini de iki
fazli bir bigcimde degistirebildigi ayri ¢alismalarda bildiriimektedir. izole perfiize tavsan
bobreginde histamin ile elde edilen cevaplarin niteligini tanimlayan yayinlar olmakla
beraber, bu preparatta histaminin bifazik cevaplar olusturdugunu bildiren bir calisma
bulunmamaktadir. Bu g¢alismada, histamin, izole perflize tavsan boébreginde, uygulama
yoluna bagl olmak kaydiyla bifazik cevaplar olusturmustur. Bulgularimiz bu cevaplarin 1.
fazinin kaynaginin hiicre digi kalsiyumun hiicre icine hareketi, 2. fazinin kaynaginin ise
hicre ici depolardan kalsiyum saliverimesi oldugu dustundirmastir. Kalsiyumsuz
ortamda 1. ve 2. faz cevaplar tekrar eden histamin uygulamalariyla taban seviyelerine
yakin degerlere kadar azalmis, bu azalma 1. faz cevaplarda goreceli olarak daha hizl
ortaya cikarken kalsiyumsuz ortamda alinan ilk histamin yanitlarinda 2. faz cevaplar
kontrol degerlerinin yaklasik iki kati ve anlamli bir artis gostermistir. Hidrojen peroksit,
histamin ile elde edilen cevaplarin her iki fazinda da artis meydana getirmistir. L-tipi voltaj
bagimh kalsiyum kanal blokiri verapamil HA cevaplarinda azalmaya sebep olmustur.
Nitrik oksit sentez inhibitorii L-NAME, Ozellikle 2. faz olmak Uzere alinan histamin
yanitlarini artirmistir. Anti-oksidan 6zelligi olan katalaz artan konsantrasyonlarda histamin
yanitlarini artirmakla beraber, bu artis istatistik olarak anlamli bulunmamistir. Ksantin-
ksantin oksidaz enziminin inhibitéri olan allopurinol, histamin cevaplarinda bir degisiklik
meydana getirmemistir. Fenilefrin ile perfliizyon basincinin yikseltiimesi ve difenhidramin
uygulamasiyla alinan histamine ait monofazik perflizyon basinci azalma yanitlari, katalaz
varliginda degismezken, hidrojen peroksit ile anlamli bicimde azalmistir. Bobreklere
uygulanan hipoksi-reoksijenasyon isleminin histamin yanitlarinin 1. ve 2. fazlarinda
kontrollere goére sirasiyla yaklasik % 100 ve % 200 oranlarinda bir artis yaptidi ilk defa

gOsterilmis, her iki fazda g6zlenen bu artis, istatistik olarak anlamli bulunmustur.
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SUMMARY

Dilekoz E., The Effects Of Catalase And Allopurinol On Histamine
Induced Responses In Isolated Perfused Rabbit Kidney Preparation. Gazi
University Health Sciences Institute, Department of Pharmacology, Ph.D. thesis in
Pharmacology, Ankara, 2005. Histamine, an autacoid, is known to induce a biphasic
contraction pattern in various tissues and similarly to increase the intracellular calcium
content of some certain cells in a biphasic manner. Although there are publications
defining the histamine induced responses in isolated perfused rabbit kidney, it is unknown
if this agent induces biphasic responses in this preparation. In this study, histamine,
depending on the application route, caused biphasic responses in isolated perfused
rabbit kidneys. While the initial phase appeared to be raised from the influx of
extracellular calcium into the cell, the sustained phase seemed to be due to calcium
release from internal stores. In calcium-free medium, both initial and sustained phases
declined to base-line values by successive histamine injections. This decline appeared to
be relatively faster in initial phase responses. The first application of histamine in calcium-
free medium caused a two-fold and significant increase in sustained phase responses.
Hydrogen peroxide increased both initial and sustained phases of histamine induced
responses. Verapamil, an L-type voltage gated calcium channel blocker, reduced HA
responses. Nitric oxide synthesis inhibitor L-NAME caused an increase particularly in the
sustained phase responses. Anti-oxidant catalase augmented the histamine responses;
however, this increase was found to be non-significant. Xhantine-Xhantine oxidase
inhibitor allopurinol did not change the responses obtained by histamine application. In
phenylephrine and diphenhydramine treated kidneys, histamine application caused a
reduction in elevated perfusion pressure levels in a monophasic manner. While catalase
had no effect, addition of hydrogen peroxide, decreased histamine induced reductions.
Hypoxia-reperfusion process is reported for the first time in this study to cause a
significant increase in histamine responses by about 100% and 200% in both initial and

sustained phases respectively.
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