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OZET

Ratlardaki Renal Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Naringeninin Koruyucu EtKisi

Giris/Amac: Iskemi-reperfiizyon hasarina baglh bdbrek dokusunda olusan yapisal ve
fonksiyonel bozulmalari 6nlemek i¢in dogal flavonoit olan naringeninin, sigan bdbrek
dokusunda koruyucu ve tedavi edici etkilerini biyokimyasal, histolojik a¢idan incelemeyi
amacladik.

Materyal/Metot: 32 adet Wistar albino disi sican sham, IR, NRG/IR, IR/NRG olmak
tizere 4 gruba ayrildi. Sham grubuna sag nefrektomi uygulandi. Diger gruplarda sag nefrektomi
sonrasinda sol bobrek pedikiilii klempe edilip 60 dk iskemi 24 saat reperfiizyon uygulanarak
renal hasar olusturuldu. NRG/IR, IR/NRG gruplarinda 100 mg/kg i.p. NRG uygulandi.
Uygulama sonunda anestezi altinnda; intrakardiyak yol ile kan 6rnekleri ve sol bobrek dokusu
alindi. Serumda BUN, kreatin, albumin; doku orneklerinde MDA, SOD, GSH, CAT, GSH-Px,
bakildi. Dokularda 11k mikroskopisi ve apoptotik degerlendirme i¢in Blc-2, Bax ve kisspeptin
bakildi.

Bulgular: Calismamizda IR grubunda, sham grubuna gore azalan (p<0.05) SOD, CAT
gibi enzimler NRG/IR ve IR/NRG grubunda artt1 (p<0.05). IR grubunda, sham grubuna gore
yiikselen (p<0.05) MDA, NRG/IR ve IR/NRG gruplarinda (p<0.05) azaldi. BUN ve kreatin,
sham grubuna gore diger gruplarda yiikseldi (p<0.05), diger gruplar arasinda anlamli fark
bulunamadi. Bel degerlerinde IR/NRG, NRG/IR gruplarinda diger gruplara gore anlamli artis
mevcuttur. Kisspeptin boyanmasinin; IR grubunda sham grubuna goére azaldigi (p<0.05) ve
IR/NRG grubunda IR grubuna gore arttigi (p<0.05) saptandi.

Sonug: Iskemi reperfiizyon hasar1 oksidan-antioksidan dengeyi bozarak bobrek dokusu
iizerinde yapisal ve fonksiyonel hasarlara ve hatta bobrek kaybina neden olur. NRG antioksidan
ve antiinflamatuar 6zelliklerinden dolay1 bobrek dokusu hasari {izerinde koruyucu ve tedavi

edici olarak etkili olmustur.

Anahtar Kelime: renal iskemi-reperfiizyon, rat, naringenin, Kisspeptin, Bcl-2, BAX.
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ABSTRACT

Protective Effect of Naringen in Renal Ischemia-Reperfusion Injury in Rats

Background/Aim: To prevent structural, functional deterioration in renal tissue due to
ischemia-reperfusion injury, we aimed to investigate protective, therapeutic effects of
naringenin, a natural flavonoid, in rat kidney tissue from biochemical and histological point of
view.

Materials/Methods: 32 Wistar albino female rats were divided into 4 groups as sham,
IR, NRG/IR, IR/NRG. Sham group underwent right nephrectomy. Other groups, after the right
nephrectomy, the left renal pedicle was clamped, renal damage was induced by 60 min ischemia
and 24 hr reperfusion. In the NRG/IR, IR/NRG groups, 100 mg/kg i.p. NRG was applied. End
of the application under anesthesia; Blood samples, left kidney tissue were taken by intracardiac
route. Serum BUN, creatine, albumin; MDA, SOD, GSH, CAT, GSH-Px, were measured in
tissue samples. Blc-2, Bax, kisspeptin were examined for light microscopy, apoptotic
evaluation.

Results: Decreasing enzymes such as SOD, CAT increased in NRG/IR, IR/NRG
groups. In the IR group, MDA, NRG/IR, IR/NRG groups decreased. BUN, creatine increased
in the other groups compared to the sham group. There was a significant increase in Bcl, in
IR/NRG, NRG/IR groups compared to other groups. Kisspeptin staining; IR group decreased
compared to sham group, IR/NRG group increased compared to IR group.

Conclusions: Ischemia reperfusion injury disrupts oxidant-antioxidant balance, causing
structural, functional damage to kidney tissue and even kidney loss. NRG has a protective and

therapeutic effect on kidney tissue damage due to its antioxidant, anti-inflammatory properties.

Key words: renal ischemia-reperfusion, rat, naringenin, Kisspeptin, Bcl-2,BAX.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABY : Akut Bobrek Yetmezligi
ATP : Adenozintrifosfat

Ca*? : Kalsiyum

SOR : Serbest Oksijen Radikalleri
IR : Iskemi-Reperfiizyon

NRG : Naringenin

SOD : Stiperoksit Dismutaz

CAT : Katalaz

GSH : Glutatyon

GIS : Gastrointestinal Sistem
Na*-K*-ATPaz : Sodyum Potasyum ATPaz
PMNL : Polimorf Niiveli Lokosit
NO : Nitrik Oksit

MDA : Malonildialdehit

GFR : Glomeriiler Filtrasyon Hizi
H202 : Hidrojen Peroksit

OH- : Hidroksil Radikali
GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GR : Glutatyon Rediiktaz

O : Oksijen Radikali

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
Bax : Bel-2 lliskili X Proteini
PBS : Fosfat Buffer Soliisyonu
H&E : Hematoksilen Eozin

mg : Miligram

ml : Mililitre

mmol : Milimol

n : Denek Sayis1 (Adet)

nm : Nanometre
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nmol : Nanomol

rpm : Devir/Dakika (Revolition per minute)
U : Unite

ng : Mikrogram

pmol : Mikromol

°C : Santigrad Derece
dk : Dakika

dl : Desilitre

g : Gram

L - Litre

kg : Kilogram

ml . Mililitre

% : Yiizde

CRP : C- Reaktif Protein

TNF-a : Timor Nekroz Faktor -a
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1. GIRIS

Akut bobrek yetmezligi (ABY); hasteneye bagvuran hastalarin %5’ini, yogun bakim
iinitelerindeki hastalarin % 30’unu, kardiyopulmoner operasyon gegciren hastalarin %4-15’ini
olusturan; bobreklerde pre-renal, renal ve post-renal sebeplerle meydana gelen genellikle
hipoperflizyon kaynakli olusan ani bobrek rahatsizhigidir. ABY, kardiyovaskiiler cerrahi,
bobrek nakli ve sepsis ile gelisen ve yiiksek mortalite, morbiditeyle sonuglanan 6nemli bir
klinik problemdir (1).

ABY gelistiginde dokunun kanlanmasinin azalmasi (iskemi) ile bobrek dokusu
beslenememekte ve metobolizma sonucu olusan azotlu atiklar viicuttan atilamamaktadir. Bu
sebeple wviicutta sivi-elektrolit dengesizlikleri olusmaktadir. Mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun degismesi, adenozintrifosfatin (ATP) azalmas, hiicre igi kalsiyum (Ca*?) artisi
ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin bozulmasina sebep olan proteaz ve fosfatazlarin
aktive olmasi ile serbest oksijen radikalleri (SOR) salinmakta ve dokuya zarar vermektedir (2).

Dokuya yeniden kanlanma gergeklestiginde (reperfiizyon) ise doku sasirtici bir sekilde
daha fazla SOR’a maruz kalir ve en hassas kisimlari olan zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler
ve deoksiriboniikleik asit molekiilleri daha fazla zarar goriir (3).

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasarmi &nlemek ve bobrek dokusunu korumak igin
gelistirilmis mevcut tedaviler, destekleyici 6nlemler ve 6nleyici stratejilerle sinirlidir ve higbiri
kesin olarak 6liim oranini degistirmemektedir (4). Tedaviler sonug vermediginde kronik bobrek
yetmezligine kadar ilerler. Bu nedenle biiyiik ameliyatlar ve renal transplantasyon oncesinde
akut renal IR hasarindan korunmak amaciyla uygun bir profilaktik tedavinin bulunmasi akilci
bir yaklagimdir.

Profilaktik 6zellik gosteren antioksidan yapilar viicudumuzda dogal olarak bulunan
veya digsaridan hazir olarak aldigimiz SOR’lart viicudumuzdan uzaklastiran yapilardir.
Antioksidanlar, SOR’lar1 iizerlerinde tutup yok ederek, SOR’lar ile etkilesim kurup onlara
elektron sunarak, SOR’larin zincir yapilarimi kirip onlart etkisiz hale getirerek ve SOR’larin
olusturdugu hasarlar1 onararak etki gostermekedirler. Bu gorevleri diisiintildiiglinde hiicresel
yapilarin korunmasi, diizenli olarak faaliyetlerini siirdiirebilmesi ve canlinin devamlilig: igin
antioksidanlar 6nemli yapilardir (3).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olabilmektedir. Endojen kaynakli
antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak siiflandirilirken; eksojen kaynakli olanlar,

vitamin yapida, ila¢ yapida ve dogal yapida olanlar olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir (5).



Dogal yapida olan eksojen antioksidanlar genel olarak renkli bitkilerden ve
meyvelerden viicudumuza aldigimiz yapilardir. Bu yapilarin kolay elde edilmesi, uygun
fiyatlara alinabilmesi, iilkemizdeki iklim sayesinde biliyiik gesitlilikte yetisebilmesi ile dnemi
gittikce artmustir.

Dogal yapilardan en ¢ok iilkemizde bulunanlar, narenciye grubudur ve tiiketimi oldukca
yaygindir. Zengin fenolik igerigiyle narenciyeler bir¢cok antioksidan yapiyr iginde
barindirmaktadir. Bu fenolik yapilardan birisi olan naringenin (NRG), limon, portakal ve
greyfurt gibi narenciyelerde bulunan dogal fenolik bir bilesiktir. Fenolik yapilarin ¢ogunda
oldugu gibi NRG’nin de serbest radikal siipiiriicii etkiye sahiptir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ,
katalaz (CAT), glutatyon (GSH) gibi antioksidan enzimlerin hiicresel miktarlarini artirmakta
ve bu sayede antioksidan etki gostermektedir. Hiicrelerin, hiicresel fonksiyonlarinin bozulmasi
ve geri dontisiimsiiz olarak kendini imha etmesine neden olan apoptozis faktorlerini inhibe edip,
T lenfosilerini baskilayip, lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek antiinflamatuvar 6zellik
gostermektedir ve hiicrelerin korunmasini saglamaktadir (6).

Bu o6zellikleriyle NRG’in, IR hasarina bagh gelisen ABY’de koruyucu ve tedavi edici
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismalar incelendiginde bir¢ok organ iizerinde olumlu etkileri
goriilmis ve bilhassa iskemik organ hasarlarindaki pozitif sonuglar1 dikkate deger bulunmustur.
Iskemik ABY’de de bu bulgular1 destekleyecek sonuglar alimabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu deneysel c¢alismamizda siganlarda olusturulan bobrek IR hasarindan NRG’in

koruyucu ve tedavi edici 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Anatomisi

Bobrekler insan viicudunda karin arka duvarinda sag ve solda retroperitoneal alanda
paravertebral yerlesimli olup, 12. torakal ve 3. lomber vertebralar arasinda bulunmaktadir. Sag
bobrek, karacigerin basisi nedeni ile sol bobrege gore 1-2 cm asagida yer almaktadir. Her bir
bobrek yaklagik 150-200 g agirliginda, 11-12 cm uzunlugunda, 6 cm genisliginde ve 3 cm
kalinligindadir (7).

Sekil 2.1. Bobregin viicutta konumlanmasi (8)

Bobrek yapisi canlilarda bireysel farkliliklar gostermekle beraber komsu organlar
degismemektedir. Sag bobrek, iist ve onde karaciger, tistte adrenal bez, hilus seviyesinde
duodenum, altta ve lateral kenarda kolona; sol bobrek stte adrenal bez, 6nde mide, dalak,
pankreas, jejunum ile desendan kolona komsudur. Her iki bobrek arkada diafragma, kuadratus

lumborum ve psoas kaslarina komsuluk gosterir (7, 8).



Sekil 1.2. Bobregin komsu organlari (8)
*K: Karaciger, A: Adrenal bez, D: Dalak, D1: Duodenum M: Mide, P: Pankreas

Bobrek sirasiyla; capsula fibrosa, capsula adiposa ve fascia renalis adli 3 kilif ile
cevrilidir. Bobregi saran fibroz kilifa; capsula fibrosa denilir, bobrege parlak bir goriiniim
kazandirir. Capsula fibrosay1 ¢evreleyen zengin yag dokusuna ise; capsula adiposa (perirenal
yag tabakasi) denir. Bu yag tabakasinin kalinligi kisinin viicut agirligima bagli olarak
degismektedir (8).

Karin duvarindaki fasya subserosanin capsula adiposay1 glandula suprarenalisle birlikte
distan ¢evreleyen kismina; fascia renalis (gerota fasyasi) denilir. Gerota fasyasi tarafindan
bobrekler, adrenaller ve ertafindaki pararenal yag dokusu gevsekge sarilmistir (8).

Bobrek parankiminin dist korteks, korteksle toplayici bosluklar arasinda kalan kesimi
de medulla olarak adlandirilir. Korteks bolgesinde glomeriiller, proksimal-distal kivrimli
tiibiiller ve toplayict kanallar bulunmaktadir. Bobrek parankiminin en derin kismi1 medulladir.
Medullanin kortekse yakin bolgelerinde de henle kulpu, vaza rekta ve toplayici kanallarin
terminal uglar1 bulunmaktadir (8).

Medial kesimde renal hilus diye adlandirilan ve i¢inden renal arter, renal ven, renal
pelvis, ireter, lenfatik ve sinirlerin gegtigi bir bélge bulunmaktadir. Renal hilus bobrek iginde,
2,5 cm derinligindedir ve hiler yapilar; en 6nde ven, arada arter ve en arkada pelvis olacak

sekilde siralanmiglardir (8).
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Sekil 2.3. Bobregin anatomik yapisi (8)

2.2. Bobregin Kanlanmasi

Kan, bobreklere aortanin iki tarafindan siiperior mezenterik arterin ¢iktig1 yerin altindan
ayrilan renal arterler araciligi ile gelir. Bu arterler bobrek hilusuna tek bir dal halinde ulasir ve
hilusta 6n ve arka segmenter dallarina ayrilir. Arkaya giden segmenter dal bobregin kutuplari
disinda kalan bolgelerine kan iletimini saglarken, 6n dal genellikle kani iist ve alt kutuplara ve
govdeye tasiyacak 4 dala boliniir (8).

Lenf damarlari renal pelvisin etrafinda bulunmaktadir. Bobrekte zengin lenfatik drenaj
bulunmaktadir. Siniisden ¢ikan kan damarlar1 boyunca devam eder, bu sayede renal siniisde
birkag biiylik lenfatik trunkus olusturur. Renal kapsiil ile perinefritik lenfatiklerle de baglanti
saglanir, pelvis ve tist tireterin lenfatiklerini de alip birlesirler. Renal hilumda 2-3 adet lenf nodu
bulunmaktadir. Sol bobregin lenfatik drenaji, sol paraaortik lenf nodlarina drene olurken, sag
bobrek lenfatikleri sag parakaval ve interaortokaval lenf nodlarina drene olur.(8, 9)

Dinlenim halinde yetiskin bobrekler dakikada 1,2 ile 1,3 L kan veya kalp debisinin
%21’ini alir (8). Gram basina doku agirligi kiyaslandiginda kan akimi beyne gore 7 kat fazla
iken, beynin 2 kat1 oksijen kullanirlar. Bobreklere gelen oksijen metabolik ihtiyagtan fazladir,

arteriyel venoz oksijen farki pek ¢ok dokudan azdir (8, 9).
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Sekil 2.4. Bobregin kanlanmasi (9)

2.3. Bobrek Fizyolojisi
Bobregin idrar olusturma fonksiyonu nefron olarak adlandirilan en kiigiik anatomik ve

fonksiyonel bobrek tiniteleri tarafindan saglanir (9).
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Sekil 2.2. Bobrek nefron anatomik yapisi (10)




Bobrekler yaklasik bir milyon nefron igerir. Gelisimini tamamlayan bobrekte yeni
nefron olusumu gozlenmez. Bu yiizden yaslanma, bobrek hastaliklar1 ve travma sebebiyle
kaybedilen nefronlarin yerine yenileri olusturulamaz. Yaslanma ile %10-40 arasinda nefron

kaybedildigi goriiliir ancak kalan nefronlar kendini bu duruma adapte edebilirler (11, 12).

2.4. Bobregin Gorevleri

Yabanci maddelerin ve metabolik artiklarin atilmasi

Su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi

Viicut stvilarinin ozmolalitesinin ve elektrolit konsantrasyonunun diizenlenmesi
Arteryel kan basincinin diizenlenmesi

Asit-baz dengesinin diizenlenmesi

o ok~ wbdE

Hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve atilmasi

7. Glikoneojenez (9)

2.4.1. Yabana Kimyasal Maddelerin ve Metabolik yikim Uriinlerinin, ilaglarin ve
Hormon Metabolitlerinin Atilmasi
Bobregin ana amaci viicutta artik kullanilmayacak olan atik maddelerin ve metabolizma
{iriinlerinin viicuttan uzaklastiriimasidir. Ure (amino asit yikim iiriinii), kreatin (kas kreatinden),
iirik asit (niikleik asitlerden) , hemoglobin yikim iirlinleri (bilirubin) gibi yikim {iriinleri
bobreklerden atilir (9).
Bunun disinda toksin, pestisit, ilag, besin katki maddeleri gibi disaridan alinan yabanci

maddeler de bobrekler araciligiyla atilir (9).

2.4.2. Su ve Elektrolit Dengesinin Diizenlenmesi

Viicutta homeostazisin devami i¢in elektrolitlerin ve suyun atilmasi ile alimi denge
icinde olmalidir. Bu denge bozulursa maddeler ya viicutta birikir ya da viicuttaki miktar1 azalir.

Su ve elektrolit dengesi yeme aligkanligi ile ilgilidir ve bobrek atim hizinin bu

maddelere gore ayarlar (9).

2.4.3. Arteryal Basincin Diizenlenmesi
Degisik oranlarda su ve sodyum atilimi ile uzun siireli arter basincinin diizenlenmesinde
onemli rol oynarlar. Bobrekler, vazoaktif faktorler ve hormonlar salgilayarak kisa siireli arter

basincini da diizenlerler (9).



2.4.4. Asit Baz Dengesinin Diizenlenmesi
Bobrekler akcigerle birlikte asidik maddelerin atilimini diizenleyerek viicuttaki tampon
sistemlerine katkida bulunurlar. Protein metabolizma iiriinleri olan siilfirik asit ve fosforik asit

gibi molekiillerin atilimini saglayan tek organ bobreklerdir (9).

2.4.5. Eritrosit Yapiminin Diizenlenmesi

Bobrekler hemopoetik hiicrelerden eritrosit yapimini uyaran eritropoietin salgilarlar.
Normal bireylerde dolasimdaki eritropoietinin hemen hemen tiimii bobreklerden salgilanir.
Agir bobrek hasar1 bulunan veya bobrekleri ¢ikarilmis hastalarda agir aneminin gelismesinin

sebebi yine bobreklerden eritropoietinin salgilanmamasindan kaynaklanir (9).

2.4.6. 1,25-Dihidroksi Vitamin D3 Yapiminin Diizenlenmesi

Bobrekler 1’inci pozisyona bir hidroksil ilavesiyle vitamin D’nin aktif seklini 1,25-
Dihidroksi vitamin D3’ii (kalsitriyol) olustururlar. Kalsitriyol kalsiyum fosfat diizenlenmesinde,
Kemiklerde kalsiyum birikiminin diizenlenmesinde ve gastrointestinal sistemden (GIS)

kalsiyum emiliminde 6nemli rol oynar (9).

2.4.7. Glikoz Sentezi
Uzun siireli aglik donemlerinde bobrekler aminoasitlerden ‘glikoneojenez’ ile glikoz

sentezler. Bu donemde bobreklerden, karacigerle yarisacak olglide glikoz salgilanir (9).

2.5. Iskemi-Reperfiizyon Hasar
Iskemi; organ veya dokuya gelen kanlanmanin durmasi ve bu sebeple dokunun,
yasamas i¢in gerekli olan oksijen ve diger metabolitlerden yoksun kalmasidir. Iskemi sirasinda

ayn1 zamanda dokuda kan yoluyla atilacak metabolizma tiriinlerinin de atilimi1 durur (13).

Iskemiye bagli olarak hiicrelerde geri déniisiimlii ve geri doniisiimsiiz hasarlar meydana
gelmektedir (14). Bu hasarlar toksik madde birikiminden, hiicresel apoptoza kadar gidebilecek
derecede olabilir. Oksijen yoksunlugu hiicrenin metabolik olaylarinin bozulmasina da neden
olur. Oksijen azaldiginda hiicresel oksidatif fosforilasyon durur, hiicresel enerji gerektiren
sodyum-potasyum-adenozintrifosfataz (Na*-K* ATPaz) pompasi inhibe olur. Hiicre igi Ca*

miktari artar ki bu durum hiicre igin sitotoksiktir (15-17).

Iskemi durumunun diizelmesi i¢in dokunun yeniden kanlanmasi gerekecektir ki
kanlanma tekrar bagladiginda paradoksal olarak dokuya daha fazla zarar verir. Dokunun
iskemiden sonra tekrar kanlanmasina reperfiizyon denir ve reperfiizyon sirasinda iskemik

dokuya oksijenin gelmesi ile dokuda hizla SOR olusur (18).



Iskemi reperfiizyon fizyopatolojisi asagidaki 4 mekanizmanmn rolii ile agiklanmaya
calisilir:
1. Serbest radikaller
2. Polimorf niiveli I6kositler (PMNL)
3. Kompleman sistemi
4. Endotel hiicreleri (3).

2.5.1. Serbest Radikaller

Eslesmemis elektron iceren atom veya molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir.
Atom veya molekiilde bir elektron kaybi veya ilavesi stabil yapinin serbest radikale
doniismesine neden olur. Organizma serbest radikal ataklariyla her an karsi karsiyadir. Hava
kirliligi, sigara tiiketimi, diizensiz ve asir1 egzersiz, ila¢ kullanimi, cesitli kimyasal ve
pestisitlere maruziyet gibi cevresel faktorler ile olusabildigi gibi organizmanin normal
fizyolojik siireglerinde (enerji tiretimi gibi) de olusur. Endojen serbest oksijen kaynaklarina
oksijen, nitrik oksit (NO), mitokondriyal elektron transport sistemi, uyarilmis nortofil 6rnek

olarak verilebilir (19, 20).

2.5.2. Polimorf Niiveli Lokositler
Reperfiizyon hasarim1i  Onlemeye yonelik yapilan caligmalarda, reperfiizyonda
mikrovaskiiler permeabilite artisina nétrofillerin neden oldugu ortaya koyulmustur (21). iskemi
reperfiizyon esnasinda 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre adhezyonu

olusur. Polimorf niiveli 16kositler;

e Mikrovaskiiler okliizyon
e SOR salmim
e Sitotoksik enzim salinimi
e Vaskiiler permeabilite artist
e Sitokin salinimi1
Ile hasar olusumuna neden olur (22, 23).

Aktive hale gelmis nétrofiller hem gesitli kimyasal maddeler salarak hasara sebebiyet
verirken hem de damar i¢inde olusturduklart hiicresel agregatlar ve aktif trombositlerin damar
endoteline adhezyonu ile mikrovaskiiler tikanmaya neden olurlar. Bu konu ile ilgili yapilan
caligmalar incelendiginde, ndtrofil aktivasyonu ve infiltrasyonu derecesi ile reperfuzyon

esnasindaki nekroz ve apoptozis derecesi birbiri ile uyumlu bulunmustur (24).



2.5.3. Komplemanin Rolii
Komplemanin iskemi reperflizyon hasarindaki rolii tam olarak bilinmemekle beraber,
aktivasyonu ile proinflamatuvar maddeler salinir. Bu proinflamatuvar maddelerin 16kositleri

aktivasyonu ile inflamatuvar yanit olusturulur (24).

2.5.4. Endotel Hiicreleri

Iskemi reperfiizyon hasar1 sirasinda oksidatif strese bagli olarak endotel hiicre
aktivasyonu ve islev bozulmasi goriiliir. Endotel hiicreler hem SOR kaynagi, hem de hedefidir.
Endotel hem endotelin hem de nitrik oksit iiretimine neden olur. Bozulan endotelin/nitrik oksit
dengesi yiiziinden arterlerde vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon gelisir. Ayrica
kompleman sistemini de aktive ederek 10kosit iiretiminin artmasina ve inflamasyon

mekanizmasinin baslatilmasina neden olur (25, 26).

2.6. Serbest Radikaller ve Biyomakromolekiiller
Serbest radikaller eslesmemis elektronlarindan dolay1 karbonhidrat, niikleik asit, protein
gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu molekiiller {izerinde oksidatif hasara neden

olurlar (27).

2.6.1. Karbonhidratlar
Serbest radikallerin etkisiyle, polisakkarit polimerizasyonu artar. Monosakkaritlerde
oto-oksidasyon sonucu, hidrojen peroksit, diger peroksitler ve oksi-aldehitler olusur. Glukoz

gibi mokeliillerin yapilar1 bozulur ve islev géremez hale gelirler (28)

2.6.2. Niikleik Asitler
Serbest radikallerin etkisiyle, deoksiriboniikleik asit (DNA) zincirinde kirilma meydana

gelir ve hasar sonrast DNA polimeraz ile reaksiyona girip DNA’nin onarilmasini 6nlerler (27).

2.6.3. Proteinler
Aminoasitlerle reaksiyona giren serbest radikaller, protein yapisindaki enzimlerin
aktivitelerini ortadan kaldirir. Enzim aktivitesi ve proteinleri degisen hiicrede fonksiyonel

bozukluklar meydana gelir (29).

2.6.4. Yag Asitleri

Serbest radikaller, hiicre zar yapisinda bulunan kolesterol ve doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girip, hiicre i¢in yikici oldugu diisiiniilen lipid peroksidasyonunu baslatir. Lipid
peroksidasyonu hiicre zarinin akigskanliginin ve gegirgenliginin degismesine neden olur. Lipid
peroksidasyonunun son iiriinii MDA (Malondialdehit)’dir ve lipid peroksidasyonunun belirteci

olarak kullanilir (30, 31).
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2.7. Bobrek iskemi Reperfiizyon Hasar

Bobrek perfiizyonu yiiksek oldugundan, iskemiye oldukg¢a duyarli bir organdir. iskemi
ve sonrasinda olusan inflamatuvar yanit, bobrek hasarinin 6nemli nedenlerinden birisidir (32).
Renal kan akiminin azalmasi ile birlikte glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR)’nda gegcici diisiisler
meydana gelir. Renal iskemiden sonra olusan, intrarenal vazokonstriiksiyon ve tiibiil
disfonksiyonu azalmis GFR’nin iki ana mekanizmasi olarak ifade edilir.

Iskemik hasara en hassas bdlge bdbrek dis medullasidir. Bu bolgede tiibiillerin aktif
transport icin ATP ihtiyaglar yliksektir ve kanlanmanin sinirlt olmasi sebebiyle bu ihtiyag
karsilanamaz. Reperfilizyon sirasinda da korteks ve papillada oksijen dengesi diizenlenmisken,
dis medulla yine hipoksik durumdadir (33, 34). Medullar hipoksi durumunda hiicresel enerji
depolar1 bosalir ve hipoksik durumdan dolay1 endotel ve diiz kas aktin iskelet yapis1 bozulur.
Bu durumun sonucu olarak hiicresel deformasyonlar ve ¢evre dokularin hipoksisi artar (35).

Bobreklerde iskemi sonrasi, ksantin oksidaz kaynakli serbest radikaller kapiller
membran yapisini bozarak plazma proteinlerinin damar disina kagmasina neden olur. Bunun
sonucunda korteks kapillerlerinde eritrosit konjesyonu, medulla uzun kapillerlerinde plazma
sizintist ve sizintilara baglh tikaglar olusturup kan akimi engellenir (36).

Yapisal proteinlerin hasarlanmasi sonucunda enzimatik aktivite bozulur endotel
duvarinda vazodilator/vazokonstrikktor denge bozulur ve iskemi daha da artar. Hidrojen
peroksit (H20z), hidroksil (OH-) iyonuna doniisiir ve bobrek yapisinda daha da fazla zarar verir
(32, 37).

Anlatilan yapisal hasarlar, akut bobrek yetmezligine neden olur. ABY, kronik bobrek
yetmezligine kadar ilerleyen ©nemli bir klinik problemdir. ABY c¢ogunlukla major
kardiyovaskiiler cerrahilerde, transplantasyonda, travma, sepsis ve voliim kaybi ile giden

durumlarda goriliir.

2.8. Antioksidanlar
Antioksidan yapilar canlinin kendi viicudunda sentezledigi (endojen) ve disaridan hazir
olarak aldig1 (ekzojen) olmak iizere 2 gruba ayrilir. Enzimatik yapida veya non-enzimatik

yapida olabilirler. Viicutta serbest radikallerin olusturdugu hasarlarin tamir edilmesini saglarlar
(38, 39).
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Tablo 2.1. Endojen ekzojen antioksidanlar siniflandirmasi (5)

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Selenyum Melatonin
Glutatyon peroksidaz Koenzim Q 10 Glutatyon
Katalaz (CAT) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Transferrin Bilirubin
Albumin Seruloplazmin

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin Eksojen fla¢ Olarak Kullamlan Dogal Antioksidan
Antioksidanlar Eksojen Antioksidanlar Bilesikler
a-Tokoferol (Vitamin E) Fenolik bilesikler
(flavonlar, antosiyanidinler,
flavononlar)
B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz Karetonoidler

inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal

Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipiirinol)

blokerleri, NSAII)
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit Likopen
dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E
analogu)

Endojen antioksidan
aktiviteyi artiranlar (GSH-
Px aktivitesini artiran
ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar

(mannitol, albumin)

Demir redoks dongiisii
inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon
inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbitiiratlar

Demir selatorleri
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2.8.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.8.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunmadir hattidir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit
radikalini (O2) hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2) katalizler (40, 41). Olusan
Hidrojen peroksit, CAT ya da GSH-Px ile ortamdan uzaklastirilir (42).

SOD
202 + 2H* H202+ O2

2.8.1.2. Katalaz
Katalaz, peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde, mitokondri ve endoplazmik
retikulumda bulunur. Hidrojen peroksitin, H2 O ve O2’ye doniigiimiinii katalizler (43).

CAT
2 H202 H20+ O2

2.8.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, hiicre sitoplazmasinda bulunur ve H»Oz’den kaynaklanan
oksidatif hasara kars1 hiicreleri korunmasini saglar. Bu sayede H202’den OH’nin olugsmasini
engeller (41).

GSH-Px
H202 + 2GSH GSSG + 2 H20

2.8.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, nikotinamit adenin diniikleotit fosfatin (NADPH) bir elektronunu
okside glutatyonun disiilfid baglarina aktararak yeniden GSH’ye dontistiirtiliir. NADPH serbest
radikal hasarimi engellemek i¢in gereklidir (40).

GR
2GSSG +NADPH + H* 2GSH + NADP*

2.8.2. Enzimatik Yapida Olmayan Dogal Antioksidanlar

2.8.2.1. Fenolik Bilesikler

Bitkilerin tiim kisimlarinda bulanan, bir aromatik halka tizerinde bir veya ¢ok sayida
hidroksil grubu tasiyan sekonder metabolitlerdir. Cogu suda ¢oziiniir ve basit yapilardan
karmasgik yapilara kadar bir¢ok ¢esidi vardir. Dogada bilinen aktif dogal antioksidanlar arasinda

olup serbest radikalleri baglayarak, metallerle selatlar1 olusturarak ve lipoksijenaz enzimini
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inhibe ederek etki gosterirler. Antioksidan aktiviteleri yapilarinda bulunan hidroksil gruplarmin

say1 ve molekiiler pozisyonlarindan kaynaklanmaktadir (44-48)

Fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki temel gruba ayrilirlar. Flavonoidler;
flavonoller, flavanoller, antosiyaninler, izoflavonoidler, flavonlar, flavononlar olarak
siniflandirilirken fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asit olmak {izere iki
alt gruba ayrilir ve flavonoidlerin prekiirsoridiir.

Tablo 1.2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (f19)
Fenolik Grup Ornek
Fenolik Asitler

Hidroksibenzoik asitler Gallik asit

Stilbenler Resveratrol

Hidroksisinemik asit Kafeik asit, p-kumarik asit

Flavonoidler

Antosiyaninler Depihidin-3-glikozid, Malvidin-3-glikozid
Flavonoller Kuersetin, kaemferol

Flavanoller Katesin, epikatesin

[zoflavonoidler Genistein, diadzein

Flavonlar Rutin, apigenin, luteolein

Flavononlar Naringin, naringenin, mirisetin

2.8.2.1.1. Flavonoidler

Flavonoidlerin ¢ogu bitkisel yapilara renk vermektedir ve bu sayede bitkisel pigmentler
olarak da adlandirilmaktadirlar. Ornegin, antosiyaninler, bitkilerin yapraklari, gigekleri ve
meyvelerine mavi, kirmizi, mor, menekse rengini veren pigment maddeleridir. Renksiz olan

flavonoidler de mevcuttur.

Yapilan ¢alismalarda flavonoidlerin serbest radikal siipliriici, enzim aktivitelerini
diizenleyici, antibiyotik, antihistaminik, antidiyaretik, antiiilser ve antiinflamatuvar 6zellikleri

kesfedilmis ve galismalar daha da yogunlagmistir (50).

2.8.2.1.1.1. Naringenin
Naringenin; greyfurt, portakal gibi turunggillerde, domates, ¢ilek ve kakaoda yaygin

olarak bulunan dogal bir flavonoittir (51). Naringinin oral alim sonrasinda bagirsaklardaki
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enterobakterler tarafindan aktif metaboliti olan naringenine (4°,5,7 Thrihydroxyflavanone)

dontstiriiliir.

Sekil 2.6. Naringeninin molekiiler yapisi

Formiilii: C15H1205
Molekiil Agirhg: 272,25 ¢
Goriiniimii: Sarimtirak toz

Coziiniirliigii: Alkol, eter ve benzende ¢oziiniir. Suda ¢oziiniirligli yok denecek kadar

azdir.

Adsorpsiyon-Dagilim-Metabolizma-Eliminasyon-Siireci: Naringenin oral yolla
alindiginda diislik biyoyararlanima sahiptir. Viicut sivilarinda ¢oziiniirliigiiiin az olmasi bunun
onemli bir nedenidir. Yarilanma émrii 2.3 saattir. Intravenoz yolla alindiginda ise hizla dagilir
ve elimine edilir. Karacigerde glukoronidasyona uyrayarak metabolize edilir. Karaciger

iizerinden safra yoluyla atilimi saglanir.

Etkilesimleri: Naringenin, greyfurt suyunda CYP3A4 inhibitorii oldugu gosterilen ana
bilesenlerden biridir. ibrutinib ile yapilmis bir ¢aliymada naringenin ibrutinibin yarilanma
omriinii 6nemli dlgiide uzatmistir. Bu nedenle CYP3A4 iizerinden metabolizmasi olan gida ve

ilaglarin metabolizma siiresi uzar ve beraber alindiginda plazma eliminasyonlarini yavaslatir.

Etki Mekanizmasi: Naringenin, arasidonik asit metabolizmasindaki siklooksijenaz ve
5- lipoksijenaz yollarini inhibe eder. Serbest radikal stipiiriicii, lipit peroksidasyonunu azaltici
ve antiinflamatuar etkiler gosterir (52, 53). Ayrica naringenin, demir bagimli fenton
reaksiyonunu demir ile baglanip selat olusturarak inhibe edip hidroksil radikali birikimini 6nler
ve bu sayede hiicre zarini ve hiicreyi serbest radikal ve ksenobiyotiklerin zararli etkilerine kars1

korur.
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Bu 6zellikleri diisiiniildiigiinde potansiyel bir antioksidan oldugu kabul edilmektedir.
Antiaterojenik, antikanserojen, antimutajenik, hepatoprotektif, nefroprotektif ozellikleri
mevcut ¢alismalarla kanitlanmistir. Ornegin; Kadminyum ile olusturulmus deneysel bdbrek
hasarinda SOD, CAT, GSH-Px ve GST (Glutatyon S-transferaz) aktivitelerini arttirdigi ve
ortamdaki serbest radikallere karsi hiicreyi korudugu belirtilmistir (54).
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3. MATERYAL METOT

Deneylerde Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nce iiretilen
Wistar-Albino cinsi, 250-300 g agirliginda disi siganlar kullanildi. Siganlara standart sartlarda
(12 saat giines 15181, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit 1s1l1 odalarda) 6zel kafeslerde
bakilip, beslenmelerinde 8mm.’lik standart rat pellet yem kullanilarak ad-libidum beslendi.
Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nda 23.02.2017 tarihinde alinan 2017/A-10
numarali etik kurul kararina uygun olarak ¢aligildi.

Istatistiksel olarak anlamli sonuglar ifade edilebilmesi igin power analizi yapilarak tiim
gruplarda 8 sigan olmak tizere 4 grup toplam 32 adet si¢an kullanildi. Siganlar gruplara rastgele
secilerek ayrildi. Deney prosediiriine kadar standart sartlar uygulandi.

Sham Grubu: Sadece sag nefrektomi uygulanan grup (DMSO) (55).

IR Grubu: Sag nefrektomi sonrasi sol bobrek arter ve venine beraber klemp yardimiyla
60 dakikalik iskemi ve cerrahi kapatmayla beraber 24 saat repefiizyon olusturulan grup
(DMSO) (55).

NRG/IR Grubu: Sag nefrektomi ve sol renal IR’den 2 saat 6nce 100 mg/kg (DMSO)
ip. yol ile naringenin uygulanan ve cerrahi kapatmayla beraber 24 saat reperfiizyona birakilan
grup (56, 57).

IR/NRG Grubu: Sag nefrektomi sonrast 60 dk’lik sol bobrek iskemisi
sonlandirilmadan hemen 6nce 100 mg/kg (DMSO) ip. yol ile naringenin uygulanan grup ve
cerrahi kapatmayla beraber 24 saat reperfiizyona birakilan grup (56, 57)

Bu calismada cerrahi prosediir i¢in ratlara intraperitonal (i.p.) ketamine hydrochloride
75 mg/kg (Ketalar, Parke-Davis) + Xylazine 8 mg /kg (Rompun, Bayer) kombinasyonu ile
anestezi uygulandi. Operasyondan yaklasik 2 dakika (dk) kadar once karin trasi yapilan
hayvanlarda operasyon sahasi %10 Povidon Iodine ile temizlendi. Yalmzca insizyon
uygulanacak saha agik kalacak sekilde steril olarak ortiildii. Steril aletler kullanilarak sag
dorsolateral insizyonla sag pedikiil (arter ve ven) baglanip sag nefrektomi uygulandi. Sag
nefrektomiden sonra sol bobrek pedikiilii klempe edilerek 60 dakika iskemi 24 saat reperfiizyon
uygulamak suretiyle renal IR hasar1 olusturuldu.

NRG’nin iskemi ve reperflizyondaki etkilerini ayr1 ayr1 degerlendirmak i¢in tedavi
gruplarindan birine iskemi Oncesi digerine de reperfiizyon 6ncesi NRG 100 mg/kg dozunda

intraperitoneal olarak uyguland: (56, 57). Insizyon alanlani siitiirle kapatildi. 24 saatlik
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reperfiizyon periyodu sonunda tiim siganlar anestezi altinda 6ldiiriiliip bobrek dokusu ve kan
numunesi alindi.

Serumda kan iire azotu (BUN), kreatin ve albumin; doku 6érneklerinde de MDA, SOD,
CAT, GSH-Px bakilmistir. Dokuda histolojik degerlendirme i¢in alinan sol bobrek dokusunun
simetrik yarist formaldehit icine alinip saklanip, sonrasinda doku takibi yapilip, parafin
bloklarda sabitlenip uygun yiizey kesitleri alindiktan sonra antikor boyama islemleri yapilip,
1s1tk mikroskopisi ve apoptotik degerlendirmelerle Bcl-2, Bcl-2 iliskili X proteini (Bax),
kisspeptin bakildi.

Deney prosediiriiniin uygulanmasi:

Sekil 3.1. Sag nefrektomi ve sol bobrek klemp islemi

3.1. Biyokimyasal inceleme

3.1.1. Dokularin Homojenizasyonu

Bobrek dokusu fosfat buffer solusyon (PBS) tamponu (pH 7,4) eklenerek buz
izolasyonu altinda tiim doku pargalanincaya kadar homojenize edildi. Kalan homojenatlar, 30
saniyelik araliklarla 4 defa 15 saniye sonifiye edildi. Elde edilen homojenattan 1 mL MDA
Ol¢iimii i¢in ayrildi. Sonifiye islemlerinin ardindan mikrosantrifiij aletiyle santrifiij islemi
yapildi. Bdylece enzim aktiviteleri ve protein tayinin yapilacagi siipernatan elde edildi.

Stipernatan 6rnekleri 6l¢lim islemleri yapilincaya kadar -70 °C de derin dondurucuda saklandi.

3.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Deneyin prensibi: SOD aktivitesi Sun (58) ve arkadaslari tarafindan tanimlanan, Durak
ve arkadaslar tarafindan modifiye edilen NBT indirgeme yontemiyle ¢aligild1 (59). Sonuglar,
U/mg protein olarak ifade edildi.
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3.1.3. GSH Analizi
Deneyin prensibi: GSH konsantrasyonu Beutler ve ark. metoduna gore
olgiildii (60) .GSH seviyesi umol/ g protein olarak ifade edildi.

3.1.4. MDA miktarinin tayini
Deneyin prensibi: Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢alisildi (61). MDA miktari

yas gram doku bagina nanomol olarak hesaplandi.

3.1.5. GSH-Px Enzim Aktivitesinin Tayini
Deneyin prensibi: GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore calisildi

(62). Enzim tinitesi; birim zamanda okside olan mikromol NADPH miktaridir.

3.1.6. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Tayini
Deneyin prensibi: Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisildi (63).

3.2. Histolojik inceleme

3.2.1. Histokimyasal Analizler

Deney sonunda alinan bobrek dokusu, %10°luk formaldehit icerisinde tespit edildi.
Doku takibi islemlerinden sonra hazirlanan parafin bloklardan, 4-5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Kesitlere, genel morfolojik yapinin belirlenmesi i¢in hematoksilen-eozin (H-E) boyama
metodu uygulandi.

Bobrek kesitleri; konjesyon, infiltrasyon, tiibiiler dejenerasyon (tiibiilepitel hiicrelerinde
hidropik degisiklikler ve liimene dokiilme) ve tiibiilerdilatasyon yoniinden incelendi. Hasar,
siddetine gore; 0 (degisiklik yok), 1 (hafif hasar), 2 (orta hasar) ve 3 (agir hasar) olarak
skorlanarak rastgele secilen 10 alan degerlendirildi. Analizler, Leica DFC-280 arastirma
mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions
Ltd.,Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.2.2. immmiinohistokimyasal Analizler

Immmiinohistokimyasal analizler i¢in deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden
gegirilen kesitler diidiiklii tencereye alinarak 0.01 M sitrat (pH 6.0) i¢inde 15-20 dk kaynatildi.
Endojen peroksidaz enzim aktivitesini bloke etmek icin kesitlere 12 dk boyunca %3’liik
hidrojen peroksit uygulandi. PBS ile yikanan kesitlere 5 dk siiresince protein blok (ultra V blok)
uygulamasi yapildi. Daha sonra kesitler 37 °C’de 60 dk primer antikor (Tablo 3.1) ile inkiibe
edildi. PBS ile yikanan dokulara 37 °C’de 10 dk boyunca biotinli sekonder antikor uygulandi.
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Bu islem sonrasinda kesitler 37 °C’de 10 dk streptavadin peroksidaz ile inkiibe edildi.
Ardindan kromojen uygulamasi yapilan kesitler hematoksilen ile boyanarak su bazli kapatict

ile kapatildi.

Boyanma immiin reaktivitenin yaygmligt (0: 0-%25, 1:%26-50, 2:%51-75, 3:%76-
100) ve siddeti (0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak semi kantitatif olarak

skorlandi. Toplam boyanma skoru; yayginlik X siddet hesaplanarak elde edildr’

Tablo 3.1. immiinohistokimya i¢in kullanilan primer antikorlar

Primer antikor Ureticisi

Kisspeptin Santa Cruz (sc-10146)
Bax Santa Cruz (sc-7480)
Bcl 2 Santa Cruz (sc-7382)

3.2.3. Istatistiksel analiz
[statistiksel analizler, SPSS istatistiksel yazilim programi (SPSS for Windows version
18) ile yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi. Biitiin

veriler med (min-max) olarak ifade edildi. P<0.05 anlaml1 olarak kabul edildi.

Veriler medyan ve c¢eyreklikler arast genislik ile Ozetlenmistir.  Grup
karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili karsilagtirma ydntemi

kullanilmigtir. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Veriler

Tablo 2.1. Antioksidan parametreler

Grup

Sham IR NRG/IR IRINRG __ pdegeri
r'\]"r%?/g csue 2596° (11,47) 46" (16,82) 27,21%(10,17) 23,82%(10,76) <0,001
fj?n?g ot 0,57%0,17) 042005 052%002)  0,6°(02)  <0,001
Engmt 21522 (503) 10,68° (5.98) 22,15%(7,25) 20,62°(427) 0,001
gisct'omol jtissue 1084(L59)  97(159)  1226(259) 1103(213) 0251
Sf#g";’;otein 58,13%(22,18) 39,83"(8,32) 38,09°(4,32) 41,98(9,02) 0,002
i‘;/'\'dl_ 2372(9,35) 98,67 °(26,53) 78,69"(18.25) 88,65°(31,62) <0,001
I;;ngIN 0,63%(0,06) 127°(058)  1,14°(05)  1,5%056) 0,002
gA/IJEUMIN 105(022) 095(0,1)  1,15(018)  1,1(02) 0,178

*Veriler medyan (¢eyereklikler arasi genislik) ile gosterilmistir.

**Satirlarda farkli iist simgeler ile gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

4.1.1. MDA Bulgulan
Bobrek dokusunda MDA degerleri sekil 4.1°de verildi. IR grubundaki artis kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.1. MDA 6l¢iim sonuglar1

4.1.2. SOD Bulgulan
Bobrek dokusundaki SOD degerleri sekil 4.2°de verildi. IR grubundaki diisiis kontrol

grubuna gore anlamlidir. NRG/IR ve IR/NRG gruplarindaki artis da IR grubuna gore

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamlidir.

A=

77

S0D Uimg prot

Sham IR NRGIR IR/NRG
Grup

Sekil 4.2. SOD 6l¢iim sonuglari
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4.1.3. CAT Bulgular
Bobrek dokusundaki CAT degerleri sekil 4.3’de verildi. IR grubundaki diisiis kontrol

grubuna gore anlamlidir. NRG/IR ve IR/NRG gruplarindaki artis da IR grubuna gore

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamlidir.

2504

CAT Kig prot
-]
3

1007

507

T T
Sham IR KEGIR IR NRG
Grup

Sekil 4.3. CAT 6lgiim sonuglari

4.1.4. GSH Bulgulan
Bobrek dokusundaki GSH degerleri sekil 4.4de verildi. Veriler degerlendirildiginde

gruplar arasinda anlamli fark saptanamadi.

18,0

14,0

GSH micromallg tissue
z
1

10,01

8,0

Fham IR Grup NRGIR IRNRG

Sekil 4.4. GSH 6l¢lim sonuglari
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4.1.5. GSH-Px Bulgulan

Bobrek  dokusundaki GSH-Px  degerleri sekil 4.5.°de  verildi.  Veriler
degerlendirildiginde sham grubunda diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek bulunurken,

diger gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi.

-1

o
9

GPX Wmg protein
2
o

B
=1

W_Tgé%

ke KRGIR
am IR Grup IRNRG

Sekil 4.5. GSH-Px 6l¢iim sonuglar1
4.1.6. BUN Bulgulari
Bobrek dokusundaki BUN degerleri sekil 4.6.’da verildi. Veriler degerlendirildiginde
sham grubunda diger gruplara gére anlamli olarak diisiik bulunurken, diger gruplar arasinda

anlamli fark bulunamadi.

100.0-]

BUN mgldL
®

T
Sham IR Grup KRGIR IR KRG

Sekil 4.6. BUN 6l¢iim sonuglari
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4.1.7. Kreatin Bulgular:
Bobrek dokusundaki kreatin degerleri sekil 4.7.”de verildi. Veriler degerlendirildiginde
sham grubunda diger gruplara gore anlamli olarak diigiik bulunurken, diger gruplar arasinda

anlamli fark bulunamadi.

KREATIMIN mgidL
1

T

Hham IR KREGTIR IRNRG
Grup

Sekil 4.7. Kreatin 6l¢iim sonuglari
4.1.8. Albumin Bulgulari

Bobrek dokusundaki albumin degerleri sekil 4.8’de verildi. Veriler degerlendirildiginde

gruplar arasinda anlamli fark saptanamadi.

ALBUMIN gldL
1

T T T T
Fham IR NRGTR IRNRG
Grup

Sekil 4.8. Albumin 6l¢iim sonuglari
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sham grubunda bobrek dokusu normal histolojik goriiniimiindeydi. IR uygulanan grupta
sham grubuna gore tiibiiler dilatasyonda belirgin bir artis gézlendi. Bu grupta ayni1 zamanda
tiibiiler dejenerasyon ve konjesyon parametreleri yoniinden de istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptandi (p<0.05). NRG/IR grubunda, IR grubuna gore tiibiiler dilatasyon parametresinin
istatiksel olarak anlaml1 bir sekilde azaldig1 izlendi. Iskemi reperfiizyon grubunda artmis olan
konjesyon, tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler dilatasyon, IR/NRG grubunda istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldi (p<0.05).

Sham grubu H&E boyama metodu uygulamasi ile bobrek dokusunun normal histolojik
goriintimii (A, B). Ax20

eler R

.

Sekil 4.10. IR grubu bobrek dokusu H&E boyama goriintiileri
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IR grubu H&E boyama metodu uygulamasi ile bobrek dokusunda tiibiiler dilatasyonun
(yildiz) arttign dikkati cekmekte. Ayrica konjesyon (oklar) ve tiibiiler dejenerasyon (ok baslart)
artis1 izlenmekte. Ax20

Ve 3 - . ¥ ' £ TS " S P

Sekil 4.11. NRG/IR grubu bobrek dokusu H&E boyama goriintiileri

NRG/IR H&E boyama metodu uygulamasi ile bobrek dokusunda tiibiilerdilatasyon
parametresinde (y1ldiz) azalma dikkati ¢ekmekte. Ax20

IR/NRG H&E boyama metodu uygulamasi ile sham grubuna benzer tiibiiler dilatasyon
(y1ldiz) izlenmekte. IR ve NRG/IR grubunda artan konjesyonun bu grupta anlamli sekilde
azaldig1 dikkati gekmekte. Ax20.

27



Tablo 4.2. Histopatolojik skor sonuglari (AO+SD ve Med (Min-Max)

Tiibiiler Infiltrasyon Konjesyon Tiibiiler
Dilatasyon Dejenrasyon
0.53+0.65 0.45+0.69 0.42+0.61 1.01+0.93
Sham 0.0 (0.0-2.0) 0.0 (0.0-3.0) 0.0(0.0-2.0) 1.0(0.0-3.0)
IR 1.57+1.02 0.40+0.66 1.23+1.07 1.52+1.03
2.0 (0.0-3.0) 0.0 (0.0-3.0) 1.0(0.0-3.0) 2.0(0.0-3.0)
NRG/IR 0.96+0.90 0.30+0.53 1.11+0.90 1.33+0.98
1.0 (0.0-3.0) 0.0 (0.0-2.0) 1.0(0.0-3.0) 1.0(0.0-3.0)
IR/INRG 0.83+0.92 0.21+0.44 0.82+0.93 0.74+0.83
1.0 (0.0-3.0) 0.0 (0.0-2.0) 1.0 (0.0-3.0) 1.0 (0.0-3.0)
Tablo 4.3. Histopatolojik P degerleri
Tiibiiler Infiltrasyon Konjesyon Tiibiiler
Dilatasyon Dejenerasyon
Sham - IR 0.000 0.612 0.000 0.002
Sham — NRG/IR 0.005 0.236 0.000 0.057
Sham - IR/NRG 0.064 0.022 0.008 0.088
IR-NRG/IR 0.001 0.478 0.566 0.282
NRG/IR-IR/NRG 0.367 0.332 0.045 0.001
IR- IR/NRG 0.000 0.076 0.013 0.000




4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.1. Kisspeptin

Bobrek tiibiilleri ¢evresinde ifadelenen kisspeptin immiin reaktivitesinin, IR grubunda
sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 saptandi. NRG/IR grubunda
kisspeptin boyanmasinda, IR grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
izlenmedi. IR/NRG grubunda kisspeptin boyanmasinin IR gore istatiksel olarak anlamli bir
sekilde arttig1 saptandi.

Sekil 4.13. Sham grubu bobrek dokusu kisspeptin immiin boyama goriintiileri

Sham grubu kisspeptin immiin boyamasi ile bobrek tiibiillerinde kisspeptin reaktivitesi
(yildiz) izleniyor. A,B. Ax20.

Sekil 4.14. IR grubu bobrek dokusu kisspeptin immiin boyama goriintiileri
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Kisspeptin immiin boyamasi ile tiibiillerde kisspeptin immiin reaktivitesinde azalma

(y1ldiz) dikkati cekmekte. A,B.Ax20.

Sekil 4.15. NRG/IR grubu bobrek dokusu kisspeptin immiin boyama goriintiileri

NRG/IR grubu Kisspeptin immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin

azaldig1 (yildiz) izleniyor. A,B.Ax20.

Sekil 4.16. IR/NRG grubu bobrek dokusu kisspeptin immiin boyama goriintiileri

IR/NRG grubu kisspeptin immiin boyamasi ile tiibiillerdek immiin reaktivitenin arttig
(y1ldiz) izleniyor. A,B.Ax20.

4.4.2. Bcl

Bcl immiin reaktivitesinde, IR grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bir degisim gozlenmedi. NRG/IR grubunda Bcl boyanmasinin sham ve IR grubuna goére 6nemli
olgtide arttig1 gézlemlendi. IR/NRG grubunda ise Bcl immiin reaktivitesinde IR grubuna goére
anlaml bir farklilik saptanmadi. Bununla birlikte, IR/NRG grubunda, NRG/IR grubuna gore

Bcl boyanmasinin 6nemli 6l¢iide azaldigi gozlendi.

30



Sekil 4.17. Sham grubu bobrek dokusu Bcl immiin boyama goriintiileri

Sham grubu Bcl immiin boyamast ile tiibiillerdeki immiin reaktivitesi (yi1ldiz) izleniyor.

A,B.Ax20.

Sekil 4.18. IR grubu bobrek dokusu Bel immiin boyama goriintiileri

IR grubu Bcl immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin sham grubu ile

benzer (yildiz) oldugu izlenmekte. A,B.Ax20.

Sekil 4.19. NRG/IR grubu bobrek dokusu Bel immiin boyama goriintiileri
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NRG/ IR grubu Bcl immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin arttigi dikkati
cekmekte (yildiz). A,B.Ax20.

Sekil 4.20. IR/NRG grubu bébrek dokusu Bl immiin boyama goriintiileri

IR/NRG grubu Bel immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin IR grubuna

benzer oldugu izlenmekte (yildiz). A,B.Ax20.

4.4.3. Bax
Bax immiin reaktivitesinde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Bununla birlikte, bobrek tiibiillerindeki bax boyanmasinin sham grubu ile

karsilastirildiginda IR grubunda arttig1 izlendi.

Sekil 4.21. Sham grubu bébrek dokusu Bax immiin boyama goriintiileri

Sham grubu Bax immiin boyamast ile tiibiillerdeki immiin reaktivitesi izleniyor (yildiz).

A,B.Ax20.
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Sekil 4.22. IR grubu bobrek dokusu Bax immiin boyama goriintiileri

IR grubu Bax immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin sham grubu ile

benzer (yildiz) oldugu izlenmekte. A,B.Ax20.

Sekil 4.23. NRG/IR grubu bobrek dokusu Bax immiin boyama goriintiileri

NRG/IR grubu Bax immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin IR ve sham

grubu ile benzer olarak izlenmekte (yildiz). A,B.Ax20.

Sekil 4.24. IR/INRG grubu bobrek dokusu Bax immiin boyama goriintiileri
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IR/NRG grubu Bax immiin boyamasi ile tiibiillerdeki immiin reaktivitenin IR ve sham

grubu ile benzer olarak izlenmekte (y1ldiz). A,B.Ax20.

Tablo 4.4. Bobrek dokuda her bir antikor i¢in immiinreaktivite skor sonuglari

Kisspeptin Bax Bcl
Sham 7.31£3.44 3.434+2.53 4.08+2.72
8.0 (1.0-16.0) 3.0 (0.0-9.0) 4.0(0.0-12.0)
IR 3.95+£2.44 3.98+£3.17 4.36+3.27
3.5(0.0-12.0) 4.0 (0.0-12.0) 4.0(0.0-12.0)
NRG/IR 4.26+2.64 3.06+2.79 5.91+3.47
4.0 (0.0-9.0) 3.0 (0.0-12.0) 6.0(0.0-12.0)
5.03+3.12 3.00£2.49 4.41+3.26
IR/NRG 6.0 (0.0-12.0) 3.0 (0.0-12.0) 4.0 (0.0-12.0)
Tablo 4.5. Bobrek dokuda her bir antikor i¢in P degerleri
Kisspeptin Bax Bcl
Sham-IR 0.000 0.484 0.797
Sham- NRG/IR 0.000 0.313 0.004
Sham - IR/NRG 0.001 0.282 0.906
IR - NRG/IR 0.372 0.123 0.015
NRG/IR-IR/NRG 0.161 0.953 0.014
IR- IR/NRG 0.025 0.106 0.991
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5. TARTISMA

Akut Bobrek Yemezligi (ABY), azotlu atiklarin viicuttan atilmasinin engellenmesi ve
viicutta siv1 elektrolit dengesinin bozulmas: ile sonuglanan bobrek fonksiyon bozuklugudur.
Fonksiyon kaybi ile idrar ¢ikisi azaldigindan veya olmadigindan serumda BUN ve serum
kreatin diizeyleri artmaktadir. Bobregin tamamen kaybi ile de sonuglanabilen bu durumun
evrensel bir tanimlamasi bulunmamakla beraber bobregin GFR’deki ani diisme, ayn1 zamanda

serum Kkreatin ve BUN artmasi olarak tanimlanir (64).

ABY pre-renal, renal veya post-renal nedenlerle ortaya ¢ikabilir. Pre-renal nedenler
hipoperfiizyon ile iliskilendirilir ve ABY nin yaklasik %60-70’ini olusturmaktadir. Iskemik
ABY, ani olarak renal kan akiminin azalmasina bagli ortaya ¢ikan genellikle pre-renal nedenli
bir durumdur ve kismi nefrektomi, bobrek nakli, sepsis, kardiyopulmoner bypass gibi cerrahi
girisimler ve hidronefrosiz gibi durumlar sonucunda ortaya cikar. Iskemik hasar 6ncelikle
bobregin hipoksiye duyarli olan renal medulla kismindan baglar ¢ilinkii bobrege gelen kan
akiminin biiyiik kismi1 renal korteksten geger ve renal medullaya ¢ok az kan gider; bu durum
renal medullanin hipoksiye daha duyarl hale gelmesine neden olur. Hasar bobregin hipoksik
durumda kalma siiresi ile iliskilidir. Bobrek dokusunun canliligini devam ettirmesi ve toksik
maddelerden arinmasi i¢in mutlaka yeniden kanlanmasi gereklidir ancak sasirtici bir sekilde

doku yeniden kanlandiginda olusan harabiyet daha fazladir (2, 65, 66)

Iskemi repefiizyon hasari, bobrek tiibiil hiicrelerinin hasarlanmis epitel hiicrelerinin
yerine ge¢cme ve yenilenme yetenegine bagli olarak geri doniisiimlii olabilir. Geri doniistimlii
hasarlarda tiim fonksiyonlar geri kazanilabillirken geri doniisiimsiiz hasarlar mitokondri

bozuklugu ve membran fonksiyon kaybi gibi kalici olabilmektedir (67).

Dokularin iskemi reperfiizyonu sirasina; hiicresel oksidatif fosforilasyon durur, hiicresel
enerji gerektiren sodyum-potasyum-adenozintrifosfataz (Na“-K* ATPaz) pompasi inhibe olur.
Hiicre i¢i Ca*? miktar1 artar ki bu durum hiicre igin sitotoksiktir (15-17). Hiicre iskeleti ile
membran fosfolipitlerinin bozulmasina onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
sonucu IR hasarinin fizyopatolojisinde énemli bir rol oynadiklar bildirilen SOR’lar olusur ve
oksidatif strese neden olur (3, 4). SOR’lar eslesmemis elektronlarindan dolayr canli
organizmalarin yapisindaki hemen hemen tiim biyomolekiillerle (karbonhidrat, niikleik asit,
protein, lipid ve bag dokusu makromolekiilleri) reaksiyona girerek bu molekiiller {izerinde geri

doniislii veya doniissiiz etkiler meydana getiritler (27). Iskemi durumunun diizelmesi igin
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dokunun yeniden kanlanmasi gerekecektir ki reperfiizyon basladiginda paradoksal olarak
dokuya daha fazla zarar verir. Reperflizyonda iskemik dokuya oksijenin gelmesi ile dokuda
hizla SOR olusur ve bunlar da lipid peroksidasyonuna yol agarak hasari artirirlar (18). Ayrica
iskemi ve sonrasinda olusan inflamatuar yanit, doku hasarinin 6énemli nedenlerinden birisidir
(32). Iskemi reperfiizyon esnasinda ldkosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel hiicre
adhezyonu olusur. Polimorf niiveli 16kositler; mikrovaskiiler okliizyon, SOR salinimi, vaskiiler
permeabilite artisi, sitokin salinimi ile hasar olusumuna neden olur (21, 22). Bu konu ile ilgili
yapilan ¢alismalar incelendiginde, nétrofil aktivasyonu ve infiltrasyonu derecesi ile

reperfiizyon esnasindaki nekroz uyumlu bulunmustur (24).

Iskemiye bagli ABY‘yi énlemek ve dokulari korumak icin gesitli antioksidan ve
antiinflamatuvar maddeler denenmistir ve hala da denenmektedir. Denenen molekiillerden en
cok tercih edilenler, kolay elde edilmesi ve giinliik yasamda besinlerin igerisinde bulunan dogal
yapilardan olmasi sebebiyle flavonoidler olmustur. Flavonoidler ile yapilan bir¢ok ¢alismada
antioksidan, antiinflamatuvar, antitimoral etkinlikler gozlenmistir ve hala ¢aligmalar devam
etmektedir. Fenolik bilesiklerden flavonon grubundan olan Naringenin bu molekiillerden

birisidir ve limon, portakal, greyfurt gibi narenciyelerden elde edilen biyoflavonoittir (68).

Biz bu ¢alismada; antioksidan ve antiinflamatuar etkisi gosterilen naringeninin bobrek
IR hasarinda bobrek fonksiyonlar1 (BUN, kreatin, albumin), antioksidan enzimler (GSH-Px,
CAT, SOD), glutayon (GSH), lipid peroksidasyon (MDA) diizeyleri ile bobrekte histopatolojik

degisiklikler tizerinde etkilerininin olup olmadigini aragtirmay1 amacladik.

Calismamizda temel antioksidan enzimlerden olup SOR’larin  viicuttan
uzaklastirilmasini ve hasar olusumunun azaltan SOD, CAT ve GSH-Px gibi enzimlerin
diizeyleri incelendiginde IR grubunda bu enzimlerin miktarinin azaldigi, tedavi gruplarinda ise
anlaml diizeyde arttig1 gdzlendi. Iskemi reperfiizyon hasar1 patofizyolojisini degerlendirmede
kullanilan ve lipid peroksidasyonu tiriinii olan MDA parametresi IR grubunda artarken, tedavi
gruplarinda sham grubuna benzer sekilde anlamli olarak azaldi. Hiicrelerde biiyiime
faktorlerinin salinimini indiikleyen aminoasit yapili bir madde olan kispeptin boyama ile
dokularda iskemik hasarin ve apoptozisin durumu gozlendi. Calismamizda kispeptin
boyamasinin IR/NRG grubunda, IR grubuna gore arttig1 (p<0.05) saptandi. Bu durum iskemi
sonrasi naringenin uygulamasinin hiicresel biiylime faktorlerini aktive ettigini gostermektedir.
Apoptozisin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger parametre olan Bcl-2 proteinleri
hiicrelerin apoptotik uyaranlara kars1 duyarsiz hale gelmesini saglayip 6limiinii engelleyen
mitokondriyal membran proteinidir. Bcl immiin reaktivitesi apaptozisin azalmasi ile
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uyumludur. Calismamizda NRG/IR grubunda sham ve IR grubuna gére 6nemli 6l¢iide arttigi
gozlemlendi. Bu durum tedavi grubumuzun iskemik hasari azalttigini géstermektedir. Bax, Bcl-
2 iligkili proteindir ve hiicresel apoptozisin bir diger belirtecidir. Calismamizda Bax immiin
reaktivitesinde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi. Bununla
birlikte, bobrek tiibiillerindeki Bax boyanmasinin sham grubu ile karsilastirildiginda IR

grubunda arttig1 (p<0.05) izlendi.

Akut veya kronik bobrek hasarinin degerlendirilmesinde kullanilan BUN, Kkreatin ve
albumin degerlendirildiginde IR grubu, sham grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir artis vardir
bu durum bdbrek hasarinin olustugunu gostermektedir. Ancak tedavi gruplart arasinda fark
(p<0.05) tespit edilemedi. Albumin incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark gozlenmedi. Dokularin makro ve mikro degerlendirilmesinde kullanilan histolojik
incelemelerle, dokularda hasar veya iyilesme gozlenmektedir. Yapilan bobrek dokusu H&E
boyamada; IR grubunda sham grubuna gére bobrek hasarini gosteren tiibiiler dilatasyon, tiibiiler
dejenerasyon ve konjesyonda istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi. NRG/IR grubunda, IR
grubuna gore tiibiiler dilatasyon parametresinin azaldigi, hasar grubunda artmis olan konjesyon,
tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler dilatasyon, iskemi sonrasi naringenin grubunda anlamli olarak

azaldig1 tespit edildi.

NRG’in antiinflamatuar 6zelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada, etanol ile olusturulmus
karaciger hasari modelinde NRG kullanilmistir. Hasarli gruplarda glial hiicrelerde
inflamasyondan sorumlu olan i-NOS ve Nitrik Oksit (NO) miktarlar1 artmisken, NRG
uygulanan gruplarda bu parametlerin azaldigi rapor edilmistir (69). Yapilan baska bir ¢alismada
ise T-lenfositleri tizerine NRG’nin etkileri incelenmis ve antiinflamatuvar mekanizmalardan
sorumlu olan T-lenfositleri {izerinde baskilayict etkileri gosterilmistir (53). Yilma ve
arkadagslarinin yaptig1 ¢calismada, canli C. trachomatis ile enfekte J774 makrofajlari tarafindan
iretilen enflamatuar mediatorleri diizenlemek icin NRG kullanilmistir. Enfekte olmus
makrofajlarin genis spektrumlu inflamatuvar sitokinler ve kemokinler iirettigi ve bunlarin NRG

tarafindan doza bagl bir sekilde inhibe edildigi rapor edilmistir (70).

Temel antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GSH-Px, GSH miktarlarindaki artiglar
hiicrenin apoptozuna sebebiyet verebilecek serbest radikal hasarin1 onleyebilen enzimlerdir.
Yapilan in-vitro bir galismada NRG’in antioksidan aktivitesi ve oksidatif hasara kars1 koruyucu
ozelligi degerlendirilmistir. Sonuglara gore in vitro ortamda NRG, hidroksil ve siiperoksit
radikallerini stipiiriicti etki gostermistir. Ayrica NRG, doza bagli bir sekilde lipidleri oksidatif
hasara karst korumada ve DNA hasarin1 azaltmada etkili bulunmustur (71).Sisplatin ile
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olusturulmus renal hasar modelinde, hasar grubunda SOD, CAT, GSH-PX, miktarlarinda
anlamli azalma gozlenirken, NRG’li tedavi grubunda anlamli artis gozlenmistir (72). Yine
naringenin ile ¢alisilmig iilseratif kolit modelinde CAT ve SOD degerleri incelenmis, bakilan
bu parametrelerde, hasar grubunda CAT ve SOD enzim seviyeleri azalirken doz bagimli tedavi
gruplarinda bu enzim miktarlarindaki azalma inhibe edilmistir (73). Renal iskemi-reperfiizyon
hasarinda ayn1 flavonoid grubunda yer alan naringinin etkinligi ¢alisilmis baska bir modelde
ise yukardaki verilerle paralel olarak hasar grubunda GSH, CAT, SOD degerleri azalirken
tedavi gruplarinda kontrol grubuna yaklasan anlamli yiikselisler gézlenmistir (74). Dalia 1.Al
Dosari ve arkadaslarinin diyabetik siganlarda yaptigi calismada NRG, diyabette azalmis GSH
seviyelerini artirmistir (75). Jicang Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, karaciger ve
bobrek dokusundaki kursun kaynakli oksidatif streste, GSH, SOD, CAT ve GSH-Px
seviyelerini anlaml olarak azalmigtir. NRG ise bu degerleri diizelterek antioksidan aktivite
gosterip, karacigerde ve siganlarin bobreklerinde kursun kaynakli oksidatif hasara karsi
koruyucu bir rol oynamistir (76). M. Rajadurai ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada
isoproterenol ile deneysel miyokardiyal enfarktiis modeli olusturulmustur. Isoproterenol
uygulandiktan sonra anlamli bir sekilde azalan antioksidan enzimler SOD, CAT, GSH-Px, GSH
gibi parametreler, naringin uygulanmasinin ardindan anlaml bir sekilde lipid peroksidlerin
seviyelerini azaltip, mitokondriyal antioksidan aktivite ve seviyelerini arttirmistir (77). Bizim
calismamizda bakilan SOD, CAT degerleri yukaridaki ¢alismalarla paralel sonug gosterdi. GSH
incelendiginde tiim gruplar arasinda anlamli fark yoktur ancak IR/NRG ve NRG/IR grubunda
nisbi artiglar mevcuttur. GSH-Px enzimi incelendiginde sham grubu diger gruplardan anlaml

olarak farkli olsa da hasar, tedavi ve koruyucu gruplar anlamli olarak ayrilamadi.

MDA lipid peroksidasyon iirliniidiir ve hiicresel yapilarda serbest radikal etkinliginin
artigini ifade eder. Ayrica inflamasyon siirecinde lipid peroksidasyonunu artirarak inflamasyon
stirecine katki saglar. Arabzadegan ve arkadaslarinin yapmis fazla kilolu ve obez kadinlarda
inflamasyon belirteclerinin incelendigi bir ¢alismada TNF-a, CRP ve MDA seviyeleri
inflamasyon durumunda pozitif yonde uyumlu bulunmustur (85). Yapilmis bagka bir oksidatif
stres ve psoriyazis calismasinda IL-6 ve MDA seviyeleri uyumlu bulunmustur (86). Bu
sebeplerle inflamasyon belirtegleri arasinda gosterilmistir. Renal iskemi-reperfiizyon hasarinda
naringinin etkinligi ¢calisilmis bir deney modelinde MDA seviyeleri hasar gruplarinda oldukga
yiiksekken tedavi ve kontrol gruplarinda anlamli olarak diisiik bulunmustur (74). Yapilan baska
bir ¢aligmada NRG, mikrozomal lipid peroksidasyonunu, nonenzimatik lipid peroksidasyonunu

ve askorbik aside bagli MDA olusumunu inhibe ettigi de gosterilmistir (78). Caligmamizda,
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MDA degerleri karsilastirildiginda IR grubunda anlamli olarak arttig1 diger gruplarda sham
grubuna yakin oldugu gozlenmektedir. Bu durum IR grubumuzda beklenilen oksidan hasarin
oldugunu ispatlarken IR/NRG ve NRG/IR gruplarindaki anlamli diisiis naringeninin

antioksidan ve antiinflamatuvar kapasitesinin olabilecegini gostermektedir.

Bcl-2 proteinleri ¢esitli zararli uyaranlarla indiiklenen hiicrelerin apoptotik Sliimiinii
engelleyen mitokondriyal membran proteinidir (79). Bu proteinler hiicreleri apoptotik
uyaranlara karsi duyarsiz duruma getirir. Bu sayede hiicrelerin hayatta kalimini kolaylastirir.
Yapilan bir ¢alismada fokal iskemi hasarinda beyinlerinde Bcl-2 salinimi fazla olan ratlarda
iskeminin neden oldugu enfarktiis boyutlari %50 oraninda azalmistir (80). Calismamizin
histopatolojik degerlendirmesinde Bcl-2 proteinleri; sham grubu ve IR grubu arasinda anlaml
fark gézlenmese de NRG/IR grubunda bu iki gruba gore anlamli artis vardir. IR/NRG grubunda
ise NRG/IR grubuna gore anlamli artiy mevcuttur. NRG, Bcl-2 salinimini indiiklemis ve

hiicresel apoptozisi yavaglatmistir.

Bax proteinleri bulundugu hiicrede apoptoza gidisi hizlandiran Bel-2 iligkili X
proteinidir. Bax ile ilgili yapilmis bir ¢alismada renal IR hasar grubunda sham grubuna gore
mitokondriyal Bax seviyeleri artmistir. Yapilan oOnkosullama tedavisi sonrasinda tedavi
gruplarinda, IR grubuna kiyasla mitokondriyal Bax seviyelerinde anlamli azalma goriilmiistiir
(81). Yapilan baska bir ¢calismada NRG tedavisinin diyabetik retinada apoptosiz diizenleyici
proteinlerden apoptozis inhibitorii olan Bcl-2 seviyesini artirip; Bax ve kaspaz-3 diizeylerini
azaltarak, apoptozisi engelledigi rapor edilmistir (75). Bizim ¢alisma sonuglarimiza gére; Bax,
IR grubunun renal tiibiillerinde anlamli olarak artmistir ancak diger gruplarda anlamli bir

degisim gozlenmedi.

Kisspeptin, G proteinine bagli membran reseptorleri ile lireme fonksiyonlarimi ve
ergenligi kontrol etmede rol oynayan bir 145 amino asit proteinidir. Caligmalar kisspeptinin
hipotalamik hipofiz gonadal eksenini indiikledigini ve oksidatif hasara kars1 bir antioksidan
enzim ekspresyonu diizenledigini ortaya koymaktadir (82). Uterus ve overler iizerinde yapilmis
bir ¢alismada kisspeptin-10, oksitosin tedavisinin over ve uterusu IR hasarindan korudugu
gozlemlenmistir. Oksitosin ve Kisspeptin-10 tedavisi, MDA seviyesinde azalma, SOD ve GSH
diizeylerinde artis ile histopatolojik hasari azaltmistir (83). Bizim ¢alismamizda; IR grubunda
kisspeptin immun reaktivitesinde sham grubuna gore anlamli azalma gozlendi. Bununla birlikte

IR/NRG grubunda Kisspeptin immun reaktivitesi IR grubuna gore anlamli olarak artmustir.
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BUN, kreatin ve albumin bobrek fonksiyonlarini gosteren ve akut ve kronik bobrek
hasarinda hasta takibinde kullanilan parametrelerdir. Siganlarda renal iskemi reperfiizyon
modelinde naringinin etkisininin incelendigi bir modelde serum BUN ve kreatin parametreleri
bakilmis. Yapilan bu ¢alismada serum BUN ve kreatin IR grubunda sham grubuna gore anlaml
artiglar gosterirken tedavi gruplarinda IR grubuna gore anlamli disiisler gézlenmistir (74).
Dekspantenol kullanilan bagka bir renal iskemi reperfiizyon ¢alismasinda BUN, kreatin ve
albumin parametreleri degerlendirildiginde; BUN, kreatin IR grubunda anlamli olarak artmistir.
Ancak diger gruplar arasinda anlamh fark gézlenmemistir. Albumin degerlendirildiginde ise
tim gruplarda anlamli fark goriilememistir (84). Bizim ¢alismamizda da bu ¢alisma ile paralel
sonuglandi. BUN ve kreatin IR grubunda sham grubuna gore anlamli olarak artti ve hasar
gerceklesti. Ancak IR, NRG/IR ve IR/NRG grubunda anlamli fark yoktur. Albumin tiim

gruplarda benzerdir ve anlamli fark bulunamadi.
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6. SONUC ve ONERILER

Normal metabolizma sonucu olusan veya disaridan ksenobiyotik olarak aldigimiz
serbest radikaller viicudumuzda hiicresel yapilarin bozulmasina, doku ve organlarda islev
kaybima sebebiyet vermektedir. Bu hasarlarin olusmasin1 6nlemek ve oksidan maddeleri

uzaklastirabilmek igin kullanilabilecek dogal maddeler glintimiizde popiiler hale gelmistir.

Dogal maddeler tercih edilirken ucuz olmasi ve kolay ulasilabilmesi, diinyanin her
yerinde yetistirilebilmesi Onemli parametrelerdir. Bu 06zellikleri tiizerinde barindiriran
turunggiller arastirmacilar igin her zaman degerli olmustur. Zengin vitamin ve mineral yapisi,

giiclii fenolik bilesik igerigiyle her zaman degerini koruyacaklardir.

Cogu turunggilin igeriginde bulunan fenolik bilesiklerden naringenin yiiksek
antioksidan kapasitesiyle son zamanlarda dikkat ¢eken maddeler arasindadir. Antioksidan,
antiinflamatuvar, antitiméral etkileri naringeninin galisilmaya deger bir molekiil oldugunu

desteklemektedir.

Bizim ¢alisgma Sonuglarimiz degerlendirildiginde, naringeninin SOD, CAT gibi
antioksidan parametreleri artirip, apoptozisi indiikleyen bax miktarlarini azaltip Bel-2 gibi
apoptozis inhibitorii yapilarin hiicresel miktarlarini artirip hiicre ve dokular serbest radikallerin
zararli etkilerine karst korudugunu, bobrek iskemi reperflizyon hasarinda tedavi edici ve

koruyucu olabilecegini gozlemledik.

Literatiirdeki mevcut c¢alisma sonuglarina goére; antiinflamatuvar, antiapoptotik,
antikanserojen, antiiilseratif, antihistaminik etkileri gdsterilen naringeninin giinliik diyette
mutlaka alinmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Ayrica NRG’nin koruyucu veya tedavi edici

etkilerinin degerlendirilmesi i¢in daha fazla deneysel ve klinik ¢alismaya ihtiyag vardir.
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