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Renal iskemi-reperfiizyonda uzak organ zedelenmesi:
Melatoninin karaciger histopatolojisine etkisi
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Ozet

Amag: Bobrek yetmezligi sonrasi karaciger hasari Snemli problemlerdendir. Calismamizda, bobrek iskemi reperfizyon (IR) hasari sonrasi
karacigerde meydana gelen histopatolojik degisiklikler ve melatonin tedavisinin degisikliklere etkisinin incelenmesi amaclandi.

Materyal ve metod: Alti grup ve her grupta 8 hayvan vardi. Erkek Wistar albino sicanlar (200-300 g) ketamin hidroklorid (75 mg/kgi.p.)
ve ksilazin (8 mg/kg i.p.) ile anestezi edildi. Sicanlara sag nefrektomi sonrasi sol renal arter ve vene 1 saat okllizyon ve ardindan 24 saat
reperflizyon uygulandi. Melatonin (10 mg/kg, i.p.) ya da ¢ozlicUsi (salin icerisinde %1 etanol) iskemiden 10 dakika 6nce uygulandi.
Reperflizyondan 24 saat sonra, karaciger biopsileri alindi. Yizde 10'luk formalin solusyonu fiksasyonu sonrasi rutin 1sik mikroskobu takibi
yapildi ve dokularin histopatolojisi Knodell skorlamasi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Histopatolojik degerlendirme, iskemik grupta yalnizca santral nekroz skorunun kontrol grubundan anlamli olarak yuksek
oldugunu gésterdi. Melatonin-iskemi reperflizyon grubunda santral nekroz gézlenmedi. Interface hepatit ve kdprilesme nekrozu
gruplarin hicbirinde gézlenmezken, iskemik gruplarda lobular litik nekroz 2 ve portal inflamasyon 1 hayvanin karacigerinde goralda.
Sonug: Bu calisma, nefrektomi sonrasi 1 saat renal iskemi, 24 saat reperflizyonun karaciger dokusunda histopatolojik hasar

olusturdugunu, melatoninin bu hasari engelledigini géstermektedir.
Anahtar kelimeler: Melatonin, karaciger, renal iskemi-reperfiizyon, uzak organ hasar

Abstract

Background: Hepatic injury after renal failure is an important problem. In our study, it was aimed to investigate the histopathological
alterations in liver after ischemia reperfusion (IR) damage of kidney and investigate the effect of melatonin treatment on these
alterations.

Methods: There were 6 groups and each group had 8 animals. Male Wistar albino rats (200-300 gr) were anesthetized by ketamin-
hidrochlorid (75 mg/kg i.p) and ksilazin (8 mg/kg i.p.). After right nefrectomy, left renal artery and vein was occluded for 1 h, then
reperfused for 24 h. Melatonin (10 mg/kg, i.p.) or its solvent (1% ethanol in saline) was administered 10 minutes before ischemia. After
24th hours of reperfusion, liver biopsies were taken. Routine light microscopic procedures were followed-up and histopathological
evaluation was performed by using Knodell scoring index after fixation by 10% formalin solution.

Results: Histopathological evaluation revealed that, only the central necrosis score of ischemic group was significantly higher than
control group. Central necrosis was not observed in melatonin-ischemia-reperfusion group. Interface hepatitis and bridging necrosis was
not observed in none of the groups, lobular lytic necrosis was seen in two and portal inflammation was seen in one of the animals liver.
Condlusions: This study shows that, 1 hour ischemia and 24 hours of reperfusion after nefrectomy causes histopathological damage in

liver tissue and melatonin prevents this damage.
Key words : Melatonin, liver, renal ischemia-reperfusion, end organ injury

Giris kalsiyum dengesizligi, reaktif oksijen radikallerinin Gretimi,
Renal iskemi/reperfizyon (IR) hasari renal mitokondriyal disfonksiyon ve notrofil sekestrasyonu gibi
transplantasyon, parsiyel nefrektomi, aort anevrizmasi, bircok fizyopatolojik bozukluk ortaya cikar . IR'nin,
kardiyopulmoner bypass cerrahisi sonrasi gelisebilir. meydana geldigi organ disinda vicudun diger

Renal kan akiminin gecici olarak saglanamamasi 6lim organlarinda da hasara neden olabildigi gdzlenmis ve bu
gibi ciddi sorunlara yol agmasinin yaninda, kan akiminin durum "uzak organ hasari” olarak adlandiriimistir
tekrar saglanmasi da dokuda hasara yol acar . IR sonrasi Bobrek IR sonrasi da karacigerde uzak organ hasari
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oldugunu gosteren bazi biyokimyasal parametrelerde
degisiklikler rapor edilmistir.

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) bir
indoldlr, karanlikta ve genellikle memeli epifiz
bezinden salgilanir . Melatoninin memeli disindaki
omurgali ve omurgasiz organizmalarda ve sadece epifiz
disinda barsak, over, testis, kemik iligi ve lens gibi
degisik dokulardan salgilandigi belirtilmistir . Serbest
radikal Uretimi sonucunda olusan oksidatif stres
yaslanma, norodejeneratif bozukluklar ve deneysel IR
hasarl calismalarindaki oksidatif strese yol acan
durumlarda meydana gelir. Melatonin ise hicreleri
olusan bu oksidatif strese karsi korur .

Melatonin makduler dejenerasyon ve glokomda,
gastrik mukozanin korunmasinda, irritabl barsak
sendromunda, diyabette, radyoterapi ve kemoterapinin
yan etkilerine karsi, hemodiyaliz hastalarinda, uyku
bozukluklarinda, nérodejeneratif hastaliklarda ve baz
anestezi islemlerinde koruyucu oldugu ve adjuvan
olarak etkin bir sekilde kullanildigi belirtilmistir
Melatonin, immdin sistem modulatord ve
antienflamatuar roli yaninda, esas olarak in vivo ya da
in vitro ortamlarda oksidatif stres durumlarinda olusan
radikallere karsi koruyucu, kuvvetli bir antioksidan ve
serbest radikal yakalayicisidir Serbest oksijen
radikallerinin hicredeki lipit, protein ve DNA gibi temel
elemanlara karsi zararl oldugu bilinmektedir . IR gibi
dokularda gdzlenen patolojik sureclerin  cogunda
serbest radikal Gretimi sonucunda oksidatif stres olusur.
Yapilan calismalarda melatoninin kalp, bobrek,
karaciger ve testis gibi bircok organda olusturulan IR
hasarinda koruyucu etkisi rapor edilmistir . Melatoninin
bobrek IR'ye bagll olusan akut bdbrek yetmezligi
Uzerinde ve yine bobrek IR'ye bagl olusan karaciger
hasarinin  biyokimyasal verileri Uzerinde iyilestirici
etkileri oldugu gdsterilmistir . Bununla birlikte bobrek
IR sonrasi karacigerde gelisebilecek uzak organ hasari
Uzerine histopatolojik etkisi olup olmadigi
bilinmemektedir.

Bu calismada, bobrek IR sonrasi karacigerde
olusabilecek histopatolojik degisiklikler ve bu
degisiklikler Gzerine melatoninin etkisinin incelenmesi
amaclandi.

Materyal metod
Deney gruplari
Bu calismadaki tim deneyler “Principles of Laboratory
Animal Care” (NIH publication No. 86-23, revised
1984) kurallarina uyularak ve Harran Universitesi Tip
Fakdltesi Etik Kurulu tarafindan onay alinarak yapildi.
200-300 g agirhginda erkek Wistar tlrU sicanlar oda
sicakhgnda (21+25C), %60+5 nemli ortamda ve 12-12
saat aydinlik karanlik sikluslu ortamda saklandi. Sicanlar
randomize olarak U¢ gruba (kontrol, sham ve I/R)
bolindld. Melatonin (Sigma®, St Louis, MO, USA)
etanolda (%96) ¢dzdirdldikten sonra %0,09 NaCl ile
dilGe edildi ve final konsantrasyon %1 olarak hazirlandi.

Sicanlara randomize olarak melatonin (10 mg kg-1) ya
da ¢ozlcl (%0,09 NaCl icerisinde %1 etanol)
nefrektomiden 20 dakika sonra ya da iskemiisleminden 10
dakika 6nce i.p. olarak uygulanarak, melatoninli ve
melatoninsiz gruplar ayrildi.

Renal iskemi reperfliizyon

Sicanlar ketamin hidroklorid (75 mg kg-1 i.p.) ve
ksilazin (8 mg kg-1 i.p.) ile anestezi edildi. Dorso-lateral
insizyonla sag nefrektomi, iskemiden 30 dakika once
yapildi. Sicanlarin bir kisminda sol renal arter 60 dakika
okllize ve 24 saat reperflize edildi . Sham grubu sicanlara
yalnizca sag nefrektomi uygulandi. Bitdn bu islemlerden
sonra kontrol, melatonin, sham, sham+melatonin, IR,
IR+melatonin olarak ve her birinde 8 hayvan olan 6 grup
olusmus oldu. Sicanlar reperflizyonun 24. saatinde
anesteziverilerek karaciger dokulari gikarildi.

Histopatolojik degerlendirme

Karaciger dokulart %10'luk tamponlanmis nétral
formalin sollsyonuna alindi ve 24 saat fikse edildi. Tim
parcalar histopatolojik inceleme icin rutin otomatik doku
takibi isleminden gecirilerek parafine gémuldi. Parafin
bloklardan hazirlanan 5 pm kalinligindaki kesitler
hematoxylin-eosin  (H&E) ile boyandi. Histopatolojik
degerlendirme 1slk mikroskobu (Axioplan 2, Zeiss,
Germany) altinda, H&E boyali kesitler taranarak
gerceklestirildi. Dokular ishak ve ark. tarafindan
tanimlanan, modifiye Knodell Skorlama sistemi ile
degerlendirildi . Dokularda santral nekroz, glve yenigi
nekrozu (interface hepatit), lobdler litik nekroz, portal
inflamasyon ve koprilesme hasari acgisindan
degerlendirildi ve skorlandi.

Verilerinistatistiksel Degerlendirilmesi

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak
sunuldu. Gruplarin histopatolojik verilerinin
karsilastirlmasinda Kruskal Wallis testi uygulandi. Gruplar
arasindaki farkhliklar Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Analiz sonuclarinin degerlendirilmesinde,
p<0,05 anlamliolarak kabul edildi.

Bulgular

Histopatolojik degerlendirmede iskemik grupta, yalnizca
santral nekroz skoru kontrol gruptan anlamli olarak yiksek
gozlendi. Melatonin-IR grubunda santral nekroz
gozlenmedi. Piecemeal (glve vyenigi) nekrozu ve
kdprilesme nekrozu gruplarin hi¢ birinde gézlenmedi.
iskemi/reperflizyon grubunda 2 denegin karacigerinde
lobuler litik nekroz ve 1 denegin karacigerinde hafif
derecede portal inflamasyon gortldi ve melatonin-IR
grubu dahil olmak Uzere diger gruplarda bu bulgulara
rastlanmadi (Tablo 1).

Tartisma

Bobrek IR sonucunda olusacak hasar bobrekte

gdzlenebildigi gibi, uzak organlarda da olusabilmektedir.
Reaktif oksijen tdrevi kaynakli hicresel hasar,

reperflzyon sonrasinda dokudaki oksijen seviyesinin

tekrar ylkselmesiyle, reaktif oksijen tlrevi olusumunun
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artmasi ve hcrelerin detoksifikasyon kapasitesinin
bunu karsilayamamasi sonucu olusur . Reperflizyon
sirasinda molekiler oksijen, elektron tutucu olarak
harcanir ve IR sirasinda gercek hasar yapici iki tane
stperoksit anyonu olan hidrojen peroksit ve hidroksil
radikali olusur Serbest radikal olusturma
mekanizmalarina katkida bulunan maddelerden birisi
de nitrik oksittir (NO). NO, O2- ile birlikte, kuvvetli ve
agresif bir hicre oksitleyici olan peroksinitritin
olusumuna katkida bulunur .

Akut iskemik renal yetmezlige neden olan
mekanizmalar tam bilinmemesine ragmen,
reperflizyon sirasindaki hasarda serbest radikallerin
anahtar rol oynadig anlasilmistir . Cogu calisma
bobrekteki iskeminin lipit peroksidasyonu ile iliskili
oldugunu belirtmektedir . Lipit peroksidasyonu, hicre
zarlarinin oksidatif yikimina, sonunda hticresel 6liman
gerceklesebilecegi toksik ve reaktif maddelerin
olusumuna yol agan otokatalitik bir mekanizmadir .

Kelly ve ark. ile Fadilioglu ve ark. yaptiklari
calismalarda renal IR sonrasi uzak organlarda
inflamatuar hasarin olusabilecedi bildirilmistir
Notrofiller O2- ile HOCI gibi ve baska reaktif oksijen
tdrevlerinin  kaynagidir. HOCI protein, aminoasit,
karbonhidrat, nukleik asit ve lipit gibi hucresel
molekUllerin oksidasyonuna, dolayisiyla
hasarlanmasinayol acar . Matsuyama ve ark. dokularda
olusacak hasarin daha yogun olarak, IR
uygulamasindan sonraki 12 ila 24. saatlerde ortaya
ciktigini bildirmistir . Calismamizda biz de renal IR'de, 1
saat iskemi ve 24 saat reperflizyondan sonra elde
ettigimiz karaciger dokusunda uzak organ hasari olup
olmadigini, oluyorsa bu hasar Uzerinde antioksidan
olarak kullandigimiz melatoninin etkisini histopatolojik
olarak ortaya koymayramacladik.

Melatonin hicre zarlarinin stabilizasyonunu
saglayarak onlari oksidatif hasara karsi daha dayanikli
yapmaktadir . Melatonin ayni zamanda bir antioksidan
ve serbest radikal yakalayicisidir . Rodriguez-Reynoso
ve ark. vyaptiklari calismada, eksojen melatonin
uygulamasinin glutatyon seviyesini artirdigini, lipit
peroksidasyonunu azalttigini, IR sonucu olusan NO
seviyesi artisini dUstrdigini ve bobrek fonksiyonunu
korudugunu belirtmisler ve melatonin uygulamasi
histopatolojik bobrek hasarini azathgini bildirmislerdir .
Kurcer ve ark. uzun sUreli melatonin uygulamasinin lipit
peroksidasyonunu ve NO olusumunu azaltarak, bébrek
hasarini azalttigi gosterilmislerdir . Renal IR vakalarinda
uzak organ hasarlanmasinin histopatolojik olarak
degerlendirildigi calismamizda elde ettigimiz sonuclar
daha 6nce Serteser ve ark. tarafindan yapilan calisma
sonuclarini teyit etmektedir. Serteser ve ark. iskemi ve
reperflizyondan sonra biyokimyasal olarak karaciger
dokusunda yiksek protein ve lipid peroksidasyonu
oldugunu ve oksidan hasarin DNA, protein ve zar
lipitleri gibi huicresel molekdlleri etkilemekte oldugunu
gostermislerdir . Fadilioglu ve ark. yaptigi bir calismada

bobreklerdeki IR uygulamasinin  karaciger gibi uzak
organlarda da hasara yol actigini yine biyokimyasal
verilerle gdstermisler ve melatonin uygulamasinin
bobrekteki IR sonrasi ortaya cikan karaciger hasarini
onledigini bildirmislerdir . Bizim calismamiz da bdbreklere
uygulanan IR histopatolojik olarak uzak organlardan birisi
olan karacigerde hasara yol a¢cmistir ve melatoninli IR
grubunda bu hasar gézlenmemistir.

Kurcer ve ark. yaptigi benzer baska bir calismada 24
saatlik reperflizyon sonucu bobrek dokularinda
histopatolojik olarak proksimal tubdllerde yogun nekroz
ve apoptosisin yaninda, glomerillerde hafif konjesyon ve
medullada yogun konjesyon ve staz bulgulariyla
karsilasiimistir ve melatonin boébregin histolojisini
korumustur. Kurcer ve ark. gbre melatoninin koruyucu
etkisi daha cok antioksidan ¢zelliklerine baglidir . Bizim
calisma sonucunda tespit ettigimiz melatoninin karaciger
histopatolojisindeki olumlu koruyucu etkininde yine
melatoninin glclid antioksidan etkisinden
kaynaklanabilecegini distiinmekteyiz.

Calismamizda istatiksel olarak anlamli olmasa da bir
gruptaki denegin karacigerinde hafif portal inflamasyona
rastlandi. Sener ve arkadaslari yaptiklar calismada, 45
dakika iskemi sonrasindaki reperfizyonun 1., 3., 6., 24. ve
48. saatlerinde sican bobrek dokularini histolojik olarak
degerlendirmisler ve erken saatlerde bdbrek hasarinin
dahafazla oldugunu belirtmislerdir. Bu calismada, 1 saatlik
reperflizyon sonrasinda belirgin 16kosit infiltrasyonu,
glomerdller cevresinde vazokonjesyon, glomerUler ve
tubuler dejenerasyon ve hafif interstisyel 6dem varken,
melatonin uygulanmis grupta vazokonjesyonun olmadigi,
orta derecede |6kosit infiltrasyonunun, hafif derecede
glomeruler ve tubuler dejenerasyonun oldugu belirtilmistir

. Calismamizda dokulari reperflizyonun 24. saatinde
degerlendirdik ve en onemli bulgu olarak santral ven
cevresinde nekroz ve apoptosis tespit ettik ve melatonin
uygulanan grupta santral nekroz ve belirgin apoptozisin
izlenmedigini bulduk.

Sonu¢ olarak calismamizda bdbrege uygulanan IR
sonucu uzak organ olan karacigerde histopatolojik olarak
anlamli bir hasar gdézlenmistir. Hasarin hangi
mekanizmayla meydana geldigini mevcut calismayla kesin
olarak soyleyemeyiz. Kuvvetli bir antioksidan olan
melatonin uygulayarak yaptigimiz incelemede
olusabilecek hasarin tamamen 6nlenmis olmasi, bunun IR
sonucu olusan siddetli oksidatif stresten kaynaklanmis
olabilecegi tezini gliclendirmektedir. Ama sonuclarimizin
oksidatif hasari gosterecek daha ileri ve detayli
biyokimyasal arastirmalari da iceren kapsamli calismalarla
desteklenmesi gerekmektedir.

Bu calisma 20-23 Mayis 2008 tarihleri arasinda Adana'da
IX. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresinde poster
bildirisi olarak sunulmustur.
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Resim 1. Vena santralis cevresinde nekroz ve
apop‘tozis g('jsteren hepatosiﬂer_ Resim 2. Santral venden uzakta zon 2 de

(iskemik karaciger grubu, HE x200) lobuler nekroz (iskemik karaciger grubu, HE x200).

Resim 3. Portal alanda inflamasyon
(iskemik karaciger grubu, HE x200).

Resim 4. Normal karaciger
(iskemi sonrasi melatonin grubu grubu, HE x200).
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Tablo 1. Karaciger hasarinin modifiye Knodell skorlamasina gore
GRUP LLN Pl IFH SN KH
Kontrol  0+0 0+0 0+0 0+0+ 0+0
M 0+0 0+0 0+0 0+0+ 0+0
SHAM 0+0 0+0 0+0 0+0+ 0+0
SHAM+M 0+0 0+0 0+0 0«0+ 0+0
IR 0,38+0,263 0,13+0,125 0+0 0,75+0.313* 00
IR+M 0+0 0+0 0+0 0+0+ 0+0

istatiktiksel degerlendirmesi

Veriler ortalama +Standart Hata*: p< 0.05 kontrolden farki, +: p< 0.05 IR gruptan farki gosterir.

LLN: Lobdler litik nekroz, PI: Portal inflamasyon, IFH: Interface hepatit, SN: Santral

nekroz, KH: Koéprilesme hasari
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