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OZET

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, bdbrek fonksiyon bozuklugu ve yiiksek
mortalite oranlarina sahip klinik bir sendrom olan akut bobrek hasari (AKI)’nin en
onemli sebeplerindendir. AKI patofizyolojisinin daha iyi aydinlantilabilmesi i¢in yeni
tan1 biyobelirteglerinin tanimlanmasi1 gerekmektedir. Semaforin ailesinden olan
SEMA3A'in, 6zellikle AKI'nin erken bir gostergesi ve bobrek hastaliklarinda bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi belirlenmemistir. Calismamizda, antioksidan ve
antiinflamatuar 6zelligi bilinen Curcumin ve 12/15 lipoksijenaz inhibitorii olan
LOXblock-1’in bébrekte I/R hasarina kars1 protektif etkilerinin inflamatuar siiregler,
oksidatif stres, apoptoz ve semaforin-pleksin sistemi {izerinden arastirilmasi

amagclanmustir.

Bu amagla, her grupta sekiz hayvan olacak sekilde 40 Wistar albino sigan bes
gruba ayrildi: Sham, I/R, I/R + DMSO, I/R + CUR, i/R + LOXblock-1. Sham grubuna
sadece cerrahi stres prosediirii uygulandi. I/R gruplarinda sol bobrege 45 dk iskemi ve
ardindan 24 saat reperfiizyon uygulandi. 100 mg/kg CUR ve 2pg/kg LOXblock-1
reperfiizyon baslangicinda intraperitonal olarak verildi. Serum orneklerinde BUN,
CREA, ALT, AST, UA, Na ve K parametreleri otoanalizor ile SEMA3A, PLXNAL,
NRP1, TNF-a, IL-6, MCP1, CYCS, CASP3, TAS ve TOS parametreleri ise ELISA
yontemiyle 6l¢iildii. Bobrek dokusundaki oksidatif hasari belirlemede MDA diizeyleri,
MPO aktivitesi ve GSH seviyelerinin Ol¢iimleri yapildi. RT-PCR ile SEMA3A,
PLXNA1, NRP1, TNF-a, IL-6 ve MCP1’in mRNA ekspresyon diizeylerine bakildi.
Histopatolojik  incelemeler igin de  hematoksilen-eosin, TUNEL ve

immunohistokimyasal boyamalar yapildi.

Biyokimyasal analizler sonucunda, serumda bobrek hasar belirteclerinin I/R
grubunda anlamli derecede yiikseldigi goriilmiistiir. ELISA ile 6l¢iilen inflamatuar,
apoptotik ve oksidatif stres parametrelerinde I/R grubunda ciddi oranda arttig
bulunmustur. Histopatolojik analizlerde I/R’nin bébrek dokusunda ciddi diizeyde
hasar meydana getirdigi gozlenmistir. SEMA3A’nin hem serum diizeyi hem de gen
ekspresyonu I/R hasarinda arttigr tespit edilmistir. Curcumin ve LOXblock-1’in ise
semaforin-pleksin sistemi iizerinden inflamatuar siiregleri, oksidatif stresi ve apoptozu
azalttig1 hem ol¢limler hem de histopatolojik analizler ile gosterilmistir. Curcumin’in
antioksidan ozelligi ile LOXblock-1’e gdére I/R hasarinda daha etkili oldugu

kanitlanmustir.



Sonug olarak, bu calismada, renal I/R’nin sebep oldugu bobrek hasarina karsi

CUR ve LOXblock-1’in semaforin-pleksin sistemi {izerinden etkileri aydinlatilarak
ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Akut bdbrek hasari, Iskemi/reperfiizyon, Semaforin-pleksin,

Curcumin, LOXblock-1



SUMMARY

Ischemia/reperfusion (I/R) damage is one of the most important causes of acute
kidney injury AKI, a clinical syndrome with kidney dysfunction and high mortality
rates. New diagnostic biomarkers need to be defined to better illuminate the
pathophysiology of AKI. SEMA3A, which is a member of the semaphorin family, has
not been determined as an early indicator of AKI and as a biomarker in kidney
diseases. In our study, it was aimed to investigate the protective effects of Curcumin,
which is known for its antioxidant and anti-inflammatory properties and 12/15
lipoxygenase inhibitor LOXblock-1 against I/R damage in the kidney through

inflammatory processes, oxidative stress, apoptosis and semaphorin-plexin system.

For this purpose, 40 Wistar albino rats were divided into five groups, with eight
animals per group: Sham, I/R, I/R + DMSO, I/R + CUR, I/R + LOXblock-1. Only
surgical stress procedure was applied to the sham group. 45 minutes of ischemia was
applied to the left kidney and 24 hours of reperfusion in the I/R groups. 100 mg/kg
CUR and 2 pg/kg LOXblock-1 were given intraperitoneally at the beginning of
reperfusion. BUN, CREA, ALT, AST, UA, Na and K parameters were measured by
auto-analyzer, while SEMA3A, PLXNA1, NRP1, TNF-a, IL-6, MCP1, CYCS,
CASP3, TAS and TOS parameters were measured by ELISA method in serum
samples. MDA, GSH levels and MPO activity were measured in determining oxidative
damage in kidney tissue. MRNA expression levels of SEMA3A, PLXNAL, NRP1,
TNF-a, IL-6 and MCP1 were evaluated by RT-PCR. Hematoxylin-eosin, TUNEL and

immunohistochemical staining were performed for histopathological examinations.

As a result of biochemical analyzes, kidney damage markers in serum were
significantly increased in the I/R group. It was found that the inflammatory, apoptotic
and oxidative stress parameters measured by ELISA significantly increased in the I/R
group. In histopathological analysis, it was observed that I/R caused serious damage
to kidney tissue. SEMA3A was found to increase both serum level and mRNA
expression in I/R damage. Curcumin and LOXblock-1 were shown that reduce
inflammatory processes, oxidative stress and apoptosis via the semaphorin-plexine
system by both measurements and histopathological analyzes. Curcumin was proved

to be more effective than LOXblock-1 with its antioxidant feature in I/R damage.



Consequently, the effects of CUR and LOXblock-1 on the semaphorin-plexin
system against the kidney damage caused by renal I/R were revealed.

Keywords: Acute kidney injury, Ischemia/reperfusion, Semaphorin-plexin,
Curcumin, LOXblock-1
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1.GIRIS VE AMAC

Bobrekler, iire, kreatinin ve tirik asit gibi metabolizma artiklarinin atilmasi,
hiicre dis1 s1vi hacminin diizenlenmesi, uygun asit-baz dengesinin saglanmasi, serum
ozmolalitesi ve elektrolit konsantrasyonlarinin yani sira eritropoietin, 1,25-dihidroksi
vitamin D ve renin gibi hormonlarin tiretiminde hayati bir rol oynar (Wang & Garrett,

2017).

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi, bobrek hastaligi veya bobrek
fonksiyonunu etkileyen patolojileri olan hastalarin tedavisinde 6nemlidir. Akut bobrek
hasar1 (AKI) ise bobrekte olusan ani fonksiyon kaybina bagli olarak iire ve diger azotlu
atik {irlinlerinin viicuttan atilamamasi, hiicre dis1 sivi hacmi ve elektrolit igeriginin
bozulmasiyla sonuglanan klinik bir tablodur. Bobrek disfonksiyonu veya hasari daha
uzun bir siire i¢erisinde ortaya ¢ikabilecegi gibi akut ve kronik bobrek hastaligi olan
kisilerde altta yatan inflamatuar stiregler sonucu hizli bir sekilde de gelisebilir. Bobrek
hasar1 veya stres biyobelirtecleri risk degerlendirmesi i¢in yeni araclardir ve
muhtemelen tedaviye rehberlik edebilir. Ger¢ekten de, AKI karmasik bir sendromdur
ve belki de sendromun farkli asamalarini kapsayan ¢esitli biyobelirteclerden olusan bir
panelin kullanilmasi, etiyolojisini ve patofizyolojisini daha iyi anlamay: saglayabilir
ve gelecekteki tedaviler igin hedefleri belirleyebilir (Marx vd., 2018). Bu nedenle,

AKT’da yeni tan1 biyobelirteglerinin arastirilmasi hedeflenmektedir.

I/R hasari, bir organa kan akisinin kisitlanmasi, ardindan kan akisinin
restorasyonu ve yeniden oksijenasyonu ile karakterizedir. Kaginilmaz hasarlar
infarktiis, sepsis ve organ transplantasyonundan sonra ortaya ¢ikabilir ve bu fenomen,
reaktif oksijen tiirleri (ROS), sitokinler, kemokinler ve 16kosit aktivasyonunu i¢eren
inflamatuar bir kaskad baglatarak doku hasarini siddetlendirir (Yang vd., 2008; Gu vd.,
2011). I/R hasari, akut bobrek yetmezliginin en &nemli nedenlerinden biridir
(Friedewald & Rabb, 2004). I/R kaynakl1 bobrek hasarmin tedavisi ve mekanizmasi
ile ilgili c¢aligmalar popiilerligini korumaktadir. Hayvan modelleri, I/R'nin
mekanizmalarini anlamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir. I/R'nin hem hastalarda
hem de deney hayvanlarinda ciddi histopatolojik ve biyokimyasal hasarlara yol actig1
kaydedilmistir (Holderied & Anders, 2014; Bonventre & Zuk, 2004; Bonventre &
Yang, 2011).



Semaforinler, hiicre-hiicre iletisiminin, farklilagmasinin, morfolojisinin ve
fonksiyonunun ¢oklu yonlerini kontrol eden ¢oziiniir veya zara bagl proteinlerdir.
Etkilerinin ¢oguna pleksinler denilen bir transmembran reseptorleri ailesi aracilik eder.
Semaforinler ve pleksinler birgok organda ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik
stireclerin merkezi diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir. Semaforin ailesinden
bazilari, hem tiibiiler hasar1 tesvik eden inflamatuar silireclerde hem de bobrek
fonksiyonunun restorasyonu igin gerekli olan epitel onarim islemlerinde 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir (Xia & Worzfeld, 2016). SEMA3A'nin, 6zellikle AKI’nin
erken bir gostergesi ve bobrek hastaliklarinda bir biyobelirte¢ olarak hizmet verme

potansiyeline sahip olup olmadigini belirlemeyi hedefledik.

Curcumin, Curcuma longa'dan elde edilen bir polifenol bilesigidir. Sahip
oldugu antioksidan Ozelliklerinden dolayr antiinflamatuar, immiinmodiilatér,
antitimoral ve antipsoriatik etkilere sahiptir. I/R hasariin fizyopatolojisi iizerine
yapilan c¢aligmalar, ROS'un reperfiizyondan sonra hasarli dokudan iiretildigini ve
makrofajlar1 uyararak proinflamatuar sitokinlerin salinimini indiikledigini bildirmistir.
Bu sitokinler, doku hasarmi arttiran inflamatuar yaniti tetikler. Curcumin'in
antioksidan 6zelliklerinin, oksidatif stres ve doku yikimini, ayrica bobrek I/R hasarini
azalttig1 baz1 calismalarda gosterilmistir (Thiyagarajan & Sharma, 2004). Bununla
birlikte, I/R ile indiiklenen AKIl'da curcumin'in koruyucu roliiniin altinda yatan
spesifik mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir (Fan vd., 2017). Ayrica,
Curcumin’in  AKI’da semaforin-pleksin sistemi {izerinde etkisi literatiirde

gozlenmediginden ilk kez bu ¢aligmada arastirilmasi amaclanmustir.

Lipoksijenazlar, renal inflamasyon mekanizmalarinin agiklanmasinda 6nemli
rollere sahiptir. Mevcut c¢aligmalar yeni lipoksijenaz ibhibitorleri iizerinde
durmaktadir. 12/15 lipojsijenaz inhibitdrlerinden biri olan LOXblock-1, SEMA3A
fonksiyonunun bir araci olan 12/15 lipoksijenazi bloke ettigi ve SEMAS3A ile
indiikklenen hasar1 inhibe ettigi gosterilmistir (Mikule vd., 2002). LOXblock-1 ile
tedavi edilen SEMAS3A mutant farelerde gdzlemlenen bulgulara benzer sekilde, I/R ve
tiibiiler epitelyal hiicrelerin apoptozunu azaltarak bobrek fonksiyon bozuklugunu
Onledigi gosterilse de mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir (Ranganathan vd.,
2014).



Calismamizda, antioksidan ve antiinflamatuar 6zelligi bilinen Curcumin’in ve
yeni 12/15 lipoksijenaz inhibitérlerinden olan LOXblock-1’in I/R’ye bagl ortaya
¢ikan AKI’y1 engellemesi yoniinde bir tedavi stratejisi olusturmada katki saglamasi ve
renal hasarin gostergesinde semaforin-pleksin sistemi iizerinden inflamatuar siiregler,
oksidatif stres ve apoptotik yolaklarda etkilerinin arastirillmasi hedeflenmistir. Ayrica,
AKT’da biyobelirteglerin kullanimiyla ilgili sonuglarin iyilestigine dair kanitlar hala
eksiktir. Bu yiizden, SEMAS3A gibi biyobelirteglerin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir.
Bu bilgiler 1s131nda, Curcumin ve LOXblock-1’in bobrekte I/R hasarmna karsi
koruyucu etkileri biyokimyasal parametreler, histopatolojik analizler ve gen
ekspresyonu diizeyinde semaforin-pleksin  sistemi iizerinden arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Bobrek Hasarn

Akut bobrek hasar1 (AKI), cok sayida etiyoloji ve patofizyolojik mekanizma
ile iliskili, bobrek fonksiyonunda azalma ile karakterize ciddi bir sendromdur (Hoste
vd., 2018; Susantitaphong vd., 2014). Hastanede yatan hastalarda, kisa ve uzun donem
kotii sonuglar ve artan saglik maliyetleri ile iligkili yaygin bir tanidir (Chertow vd.,

2005).

Son zamanlarda, Akut Hastalik Kalite Girisimi Calisma Grubu (Acute Disease
Quality Initiative Workgroup), AKI sonrasi gelisen patolojik siiregleri ve olumsuz
olaylar1 yansitmak i¢in akut bobrek hastaligi (AKD) terimini onerdi. AKD, AKI
baslangi¢ olayindan sonra 7 giinden uzun bir siire boyunca Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) birinci asama kriterlerini sunarak tanimlanir. Bu tanim,
kritik miidahalelerin bobrek hastaliginin ilerlemesini potansiyel olarak degistirdigi, bu
nedenle kronik bobrek hastaligi (KBH) gelisimi, kardiyovaskiiler olaylar ve mortalite

riski tagiyan bir popiilasyonun tanindigi AKI sonrasi donemi igerir.

AKTI'nin hasta prognozu tizerindeki etkisi géz Oniine alindiginda, arastirmalar
AKI gelisme riski olan hastalar1 degerlendirmek ve subklinik AKI teshisi i¢in
yontemlerin yan sira AKI epidemiyolojisini anlamanin ¢ok 6nemli oldugu 6nleme ve

tedavi stratejilerine odaklanmaistir.

Gecen ylizy1l boyunca, AKI'nin tanimi 6nemli 6l¢iide gelismistir. Aslinda, AKI
tanis1 klinik ve biyokimyasal seviyeden molekiiler seviyeye degismis, tiibiiler hasar
biyobelirteglerindeki en son gelismeler taninin dogrulugunu artirmistir. AKI'y1
tanimlamak ve siniflandirmak igin standart siniflandirmalarin kullanilmasi, klinik
uygulama ve epidemiyolojik aragtirmalarda bu hastaligin taninmasini artirmaya
yardimc1 olmustur, bu da farkli ortamlarda AKI insidansini tanimlamaya ve olumsuz
sonuglarla iliskisini degerlendirmeye yol agmistir (Husain-Syed & Ronco, 2018). Bu

sayede, AKI'nin 6nlenmesi, erken teshisi ve hizli tedavisinin 6nemi vurgulanmaistir.

Son zamanlarda, KDIGO ¢alisma grubu, klinik uygulama ve arastirmalarda
uygulanabilecek basitlestirilmis ve entegre kriterler saglamak i¢in End-Stage Kidney
Disease (RIFLE) ve Acute Kidney Injury Network (AKIN) simiflandirmalarini
birlestirerek Tablo 2.1°deki gibi bir simiflandirmay1 gelistirmistir (Khwaja, 2012).



Tablo 2.1 RIFLE, AKIN ve KDIGO smiflandirmasi

SCr/GFR uo
Sinif/Evre
RIFLE AKIN KDIGO RIFLE AKIN KDIGO
Risk/1* 1SCrX 1.5 1SCr>26.5 1SCr>26.5 <0.5 <0.5 <0.5
veya umol/L umol/L mL/kg/s mL/kg/s mL/kg/s
|GFR >25% >0.3 mg/dL >0.3 mg/dL (>6s) (>65) (>65)
veya veya
1SCr>=150-  1SCr=>150 -
200% 200%
(1.5-2X) (1.5-2X)
Hasar/2* 1SCrX2veya 1SCr>200- 1SCr>200 - <0.5 <0.5 <0.5
GFR >50% 300% 300% mL/kg/s mL/kg/s mL/kg/s
(>2-3X) (>2-3X) (>125) (>125) (>125)
Yetmezlik/3*  1SCrX 3 veya 1SCr>300% 1SCr>300% §05 F0:5 <05
|GFR >75% (>3X) (>3%) mL/kg/s mL/kg/s mL/kg/s
SCr >353.6 SCr >353.6 SCr >353.6 (>245) (24 s) (24 9)
> > >
umol/L (=4 umol/L (=4 pmol/L (= 4 veya veya veya
mg/dL) mg/dL) mg/dL)
aniiri antiri aniiri (12s)
1SCr > 442 oo > 442 veya
pmol/L (>125) (129) veva
pmol/L . Yy
COSmgIdL) ol bobrek
prig replasman GFR <35
veya tedavisinin mL/dk/1.73
bibrek baglatilmasi m2
replasman 18 yasindan
tedavisinin daha geng
baslatilmast hastalarda

SCr: serum kreatinin; GFR: glomeriiler filtratsyon hizi; UO: idrar ¢ikisi; RIFLE: Risk, Injury, Failure, Loss of
kidney function (en az 4 hafta diyaliz bagimhligi), son donem bobrek yetmezligi (ayda en az 3 kez diyaliz
bagimlilig); * Risk smifi (RIFLE) evre 1'e (AKIN ve KDIGO) karsilik gelir, hasar sinifi (RIFLE) evre 2'ye (AKIN
ve KDIGO) karsilik gelir ve yetmezlik sinifi (RIFLE) asama 3'e (AKIN ve KDIGO) karsilik gelir, 1 artma, |

azalma.

Buna gore AKI, SCr'de 48 saat iginde en az 0.3 mg/dL'lik bir artig veya SCr'de,
onceki yedi giin i¢cinde meydana geldigi bilinen veya var oldugu varsayilan taban
seviyesinin 1.5 katindan fazla bir artis olarak tanimlanir. UO ise alt1 saatte 0.5

mL/kg/s'den daha az bir degere diiser.

Bu simiflandirmalarin AKI epidemiyolojisinin tanimlanmasindaki 6nemine
ragmen, AKI tanimini ve sonuglari tahmin etmede uygulanmasini gelistirmek i¢in yeni

biyobelirteglerin arastirilmasi gerektigi giderek daha fazla kabul edilmektedir. Bu



durumun en 6nemli sebebi, siniflandirmalarin AKI'nin sensitif ve spesifik olmayan
belirtegleri olan, ayrica siiresini veya nedenini hesaba katmayan SCr, eGFR ve UO
parametrelerine dayanmasidir (Thomas vd., 2015). SCr degeri, iiretimi (yas, cinsiyet,
diyet, kas kiitlesi), eliminasyonu (6nceki bobrek fonksiyon bozuklugu), sekresyonu
(ilaglar) ve daha da Onemlisi sivi dengesi varyasyonlarina gore konsantrasyonu
degistiren faktorlerden etkilenir. Bununla birlikte, UO'nun idrar sondasi1 olmadan
degerlendirilmesi zordur. Hipovolemik durum, diiiretiklerle Onemli Olg¢iide
degistirilebilir ve UO'nun gergek viicut agirligina gére ayarlanmasi AKI insidans

raporlarini etkiler (Macedo vd., 2011; Waikar vd., 2012; Thongprayoon vd., 2016).

Son zamanlarda, AKI'nin potansiyel biyobelirtecleri tanimlanmustir. ideal
olarak, yeni biyobelirtegler spesifik olmali, nedeni tanimlamali, risk altindaki hastalari
belirlemeli, erken tan1 koymali, yaralanmanin ciddiyetini siniflandirmali ve sonuglari
tahmin etmelidir. AKI patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasiyla, glomeriiller
tarafindan filtrelenen proteinler, yaralanma sonrasi tiibiiler hiicreler tarafindan salinan
enzimler ve inflamatuar aracilar dahil olmak iizere yeni biyobelirte¢ler tanimlanmistir
(Ostermann, Philips & Forni, 2012). Bunlar arasinda sistatin C, notrofil jelatinaz
iliskili lipokalin (NGAL), N-asetil-glukozaminidaz (NAG), bobrek hasari molekiilii 1
(KIM-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interlokin 18 (IL-18), karaciger tipi
yag asidi baglayici protein (L-FABP), kalprotektin, idrar anjiyotensinojen, idrar
mikroRNA’lar1, insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein 7 (IGFBP7) ile kritik
hasta ve cerrahi hastalar1 basta olmak {izere ¢oklu ortamlarda degerlendirilen doku
inhibitorii metalloproteinazlar 2 (TIMP-2) yer almaktadir (Vanmassenhove vd., 2013;
Kashani, Cheungpasitporn & Ronco, 2017; Lima & Macedo, 2018).

Hem serumda hem de idrarda tespit edilebilen bu biyobelirteglerin ¢cogu erken
AKI tahmini ile 6nemli 6l¢iide iliskilendirilmistir. Bu yeni biyobelirteclerin diyaliz
ithtiyact, bobrek iyilesmesi, KBH'ye ilerleme ve mortalite ile iliskisi de bildirilmistir,
ancak daha fazla c¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Yeni biyobelirteclerin
gelistirilmesindeki mevcut ilerlemeye ragmen, baz1 dezavantajlar klinik uygulamada
yaygin olarak uygulanabilirliklerini sinirlandirmaktadir. Ornegin, pre-renal ve renal
AKI'y1 giivenilir bir sekilde ayirt edememektedir; ayrica, yas, cinsiyet, diabetes
mellitus ve kronik inflamasyon vb. gesitli hasta 6zellikleri ve komorbiditeleri gibi
varyasyonlar, gecerliliklerini sinirlamaktadir. Testle iliskili artan maliyet ve dogrulugu

artirmak i¢in yapilmasi gereken c¢oklu degerlendirme ihtiyaci da etkinligi



kisitlamaktadir. Ayrica, bu biyobelirteglerin kullanimryla ilgili sonuglarin iyilestigine
dair kanitlar hala eksiktir (Vanmassenhove vd., 2013; Kashani, Cheungpasitporn &
Ronco, 2017; Lima & Macedo, 2018; Gameiro vd., 2018).

Gergekten de, AKI karmasik bir sendromdur ve belki de sendromun farkli
asamalarint kapsayan c¢esitli biyobelirteclerden olusan bir panelin kullanilmast,
etiyolojisini ve patofizyolojisini daha iyi anlamay1 saglayabilir ve gelecekteki tedaviler

icin hedefleri belirleyebilir (Marx vd., 2018).

2.2. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Bobrekte Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, bébrek fonksiyon bozuklugu ve
yiiksek mortalite oranlarina sahip klinik bir sendrom olan AKI'nin en O6nemli

sebeplerinden biridir (Hoste vd., 2006, Kellum. Unruh & Murugan, 2011).

I/R hasari, bir organa kan akismin kisitlanmasi, ardindan kan akisinin
restorasyonu ve yeniden oksijenasyonu ile karakterizedir. Kag¢inilmaz hasarlar
infarktiis, sepsis ve organ transplantasyonundan sonra ortaya ¢ikabilir ve bu fenomen,
reaktif oksijen tiirleri (ROS), sitokinler, kemokinler ve 16kosit aktivasyonunu igeren
inflamatuar bir kaskad baglatarak doku hasarini siddetlendirir (Yang vd., 2008; Gu vd.,
2011).

Iskemik siirecte, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi hiicrelere giden oksijen miktar
azaldiginda, aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya gecis sonucu
adenozin trifosfat (ATP) liretiminde azalma meydana gelir, laktat olusumuna bagh pH
diizeyleri azalir ve hiicre i¢i asidoz olusur. Daha sonra, lizozomal zarlarin
hasarlanmasina bagli olarak lizozomal sindirim enzimleri hiicre igerisine sizar, hiicre
iskeletinin pargalanmasina ve membrana baglh Na*/K* ATPaz gibi 6nemli membran
proteinlerinin inhibisyonuna neden olur (Kako vd., 1988; Sugiyama vd., 1988).
Iskemik dénemde, sitokrom (Cyt), nitrik oksit sentaz (NOS), ksantin oksidaz ve
azalmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz aktivasyonuna bagl
olarak tiim I/R siirecine kiyasla kii¢iik miktarlarda ROS fiiretilir (Li & Jackson 2002;
Simone vd., 2014).

Reperfiizyon siirecinde, oksijen seviyeleri artar ve daha dnce iskemik hiicreler
i¢in zararli olan pH normallesir. Hiicre i¢i Ca?* seviyesi daha da artar, bu da hiicre

yapisina hasar veren ve hiicrenin oliimiine sebep olan kalpainleri aktive eder
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(Salvadori, Rosso & Bertoni, 2015). Oksijenasyonun restorasyonu, antioksidan
kapasitesinde bir azalma ile birlikte biiyiik miktarlarda ROS iiretimine yol agar (Martin
vd., 2019). Ayrica, ROS ile birlikte mitokondriyal Ca?* yiikiindeki artis, mitokondriyal
gecirgenlik gecis gozeneklerinin (mPTP) agilmasina, apoptoz ve nekroz yoluyla hiicre
Olimiinii indiikleyebilen sitokrom C (CYCS), siiksinat ve mitokondriyal DNA
(mtDNA) gibi maddelerin salinmasmna neden olur ve bagisiklik sisteminin
aktivasyonunu gerektiren tehlike/hasara iliskili molekiiler paternler (DAMP) olarak
hareket edebilir (Mills, Kelly & O'Neill, 2017).
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l hasari, hasari,
hucresel zar, hiicresel zar,
mitokondri, mitokondri,
ROS ‘ DNA, nekroz, DNA, nekroz,

\ upoptoz/ K apoptoz /

Sekil 2.1 Iskemi ve reperfiizyonun patofizyolojik sonuglarina sematik bakis

2.2.1. Inflamatuar siirecler

Bobrek I/R hasarinin ana nedenlerinden biri olan inflamasyon, ¢esitli hiicre
tiplerini birbirine baglar ve I/R patofizyolojisinde dnemli bir rol oynar. Renal I/R, daha
fazla bobrek hasarmma neden olan bir inflamatuar kaskad:i tetikler, bu nedenle
inflamatuar yanitlarin inhibisyonu bobrek dokusunu korumak igin terapotik bir
yaklasimdir (Jang vd., 2009; Stroo vd., 2010). Bobrek tiibiillerindeki epitel hiicreleri
inflamatuar siirecte aktif olarak rol oynamaktadir. Sekil 2.2’de goriildiigii gibi tiibiiler

hiicreler tiimor nekroz faktor-a (TNF-a), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1),



interlokin-8 (IL-8), interlokin-6 (IL-6), interlokin-1p (IL-1B), transforme edici
biiytime faktorii-p (TGF-B), kemokin ligandi-5 (RANTES) ve epitelyal notrofil aktive
edici protein 78 (ENA-78) gibi proinflamatuar ve kemotaktik sitokinlerin {iretilmesine
ek olarak, inflamatuar hiicreleri de aktive eder (Bonventre & Zuk 2004). Tiibiiler
hiicreler ayrica T lenfosit aktivitesini diizenleyen Toll benzeri reseptorleri (TLR),

kompleman ve kompleman reseptdrlerini ve ko-stimiilatér molekiilleri eksprese eder.
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Sekil 2.2 iskemik AKI'de inflamatuar yamit (Bonventre & Yang, 2011)

2.2.2. Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu

Inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ROS ve reaktif azot tiirlerinin (RNS)
{iretimini tetikler. Sekil 2.3 te goriildiigii gibi I/R sirasinda hasarli doku; mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonu, ATP tiikenmesini, hiicre i¢ci Ca*® konsantrasyonunu ve
membran fosfolipit proteazlarinin aktivasyonunu degistiren oksidatif strese neden olan
asir1 miktarda ROS fiiretir (Malek & Nematbakhsh, 2015). I/R hasarinin reperfiizyon
faz1 sirasinda kan akisi, serbest radikal doku yaralanmalarinin ana yolu olarak lipit
peroksidasyonuna yol agan serbest oksijen radikalleri iiretebilir (Paller, Hoidal &
Ferris, 1984). Ayrica katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim sisteminin baskilanmasi, /R hasarmin
patofizyolojisinden sorumlu olabilir (Singh vd., 1993). Bu nedenle, bu yolu inhibe
etmek veya serbest radikal iiretimini énlemek I/R hasar1 sirasinda dokuyu koruma

stratejisidir.
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Sekil 2.3 /R siirecinde meydana gelen oksidatif stres ve inflamasyon mekanizmalari
(Akbari-Kordkheyli vd, 2019)

2.2.3. Hiicre 6liimii: nekroz ve apoptoz

I/R hiicre 6liim programlarmin aktivasyonuna yol acar. Bu programlardan
nekroz en kontrolsiiz formdur. Hiicrenin sismesi ve ardindan hiicresel zarin
yirtilmasindan kaynaklanir (Hotchkiss vd., 2009). Bu olay, hiicre fragmanlarinin hiicre
dis1 bosluga kontrolsiiz bir sekilde salinmasina yol agmaktadir. Bu fragmanlar DAMP
olarak gorev yaparak dogal ve uyarilabilir bagisiklik sistemininin aktive edilmesi ile
inflamatuar hiicrelerin dokuya sizmasini ve farkl sitokinlerin salinmasini saglar.

Kontrolsiiz nekroz siirecinin aksine, apoptoz; kaspaz sinyalleme kaskadinin
aktivasyonu ile kendi kendini smirlayan programlanmis bir hiicre Oliimiiyle

sonuclanan oldukca diizenlenmis ve kontrollii bir siirectir.
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Ca?* ve ROS olusumunun artis1 ile birlikte membran trasportundaki
degisiklikler, mPTP olusumunu tetikleyebilen proapoptotik proteinleri aktive eder
(Crompton, 1999). Cyt ¢ gibi mitokondri bilesenlerinin salimi, apoptoz ve nekroza yol
acan kaspaz-3 (CASP3) ve kaspaz-9 (CASP9) aktivitelerini uyarabilir (Martinou &
Youle, 2011). Iskemi sirasinda glikolize bagli asidoz mPTP olusumunu o6nler.
Bununla birlikte, reperfiizyonda, pH normallestikten sonra mPTP mevcut olabilir. Bu
nedenle, hiicre 6limii genellikle reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikar (Otsuki vd., 2005).

Apoptoz; DNA hasari, p53 aktivasyonu, asir1 glikoliz, Cyt ¢ atilimi ve 6liim
reseptorleri yoluyla hiicre dis1 yolaklar ile olabilecegi gibi hiicre igi yolaklarla da
olabilir. Hiicre i¢i yolaklarda, B hiicresi 16semi/lenfoma 2 (Bcl2) ailesi proteinlerinin
en onemli diizenleyiciler oldugu kanitlanmistir. Bcl2 protein ailesi, proapoptotik
elemanlardan (Bax, Bak, Bad ve Bid) ve antiapoptotik elemanlardan (Bcl-2, Bcl-XI ve
Bcl-W) olusur. Hiicre dis1 yolaklarda, TNF-a ve Fas ligandi (FasL) gibi inflamatuar
sitokinler apoptozda ana role sahiptir. Sekil 2.4’teki gibi, reseptor aktivasyonu
sonrasinda CASP3 aktivasyonunu uyaran CASP-8 aktivitesine yol agabilir. MPTP
olusumu sirasinda ATP iiretimi durdurulur, bu da kaspaz aktivasyonu, plazma
membraninda bozulma ve nekroptoz olarak bilinen nekrotik hiicre O6liimiiniin

inhibisyonu ile sonuglanir.
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Sekil 2.4 I/R siirecinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 apoptotik yolaklar (Nieuwenhuijs-

Moeke vd., 2020)
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2.3. Akut Bobrek Hasarinda Semaforin ve Pleksinler

Semaforinler, “sema” adi verilen ortak bir domaini paylasan, salgilanan ve
membrana bagli proteinleri kodlayan bir gen ailesini olusturur. Semaforin adi,
Yunanca “sinyal” anlamina gelen “sema” ve tasinmak anlamina gelen “phore”
sozcliklerinden olusur. Semaforinler, baslangigta sinir sistemindeki akson kilavuz
molekiilleri olarak ortaya c¢ikmisken artik bobrek, bagisiklik, sinir, kemik ve
kardiyovaskiiler sistemlerde, hem gelisim sirasinda hem de yetiskin organizmada
coklu hiicresel fonksiyonlarin anahtar diizenleyicileri olarak kabul edilmektedirler

(Worzfeld & Offermanns, 2014; Jongbloets & Pasterkamp, 2014).

Sekil 2.5’te gosterildigi gibi memelilerde, yapisal 6zelliklere bagli olarak iic—
yedi arasinda olmak {izere bes sinifa ayrilan 20 semaforin tanimlanmistir. Tek gecisli
transmembran proteinlerinin bir ailesi olan pleksinler, ana semaforin reseptdrlerini
temsil eder ve dort alt aileye, A-D olarak siniflandirilir. Semaforin ve pleksinlerin
yapisal 6zelligi, semaforin-pleksin etkilesimine aracilik eden ~ 500-amino-asit igeren
yedi kanatli B-pervane kivrimi olan Sema alanidir. Bazi durumlarda, semaforinlerin
pleksinlere baglanmasi, pleksin (PLXN) yardimci reseptorleri olan ndrofilinlerle

(NRP) stabilize edilir (Worzfeld & Offermanns, 2014).

Semaforin ve pleksinlerin, bobrek organogenezi sirasinda eksprese edildigi,
ireter tomurcugunun dallanmasi, glomeriiler filtrasyon bariyerinin olusturulmasi ve
renal vaskiilatiiriin bigimlendirilmesi gibi ¢esitli gelisimsel siirecleri kontrol ettigi

gosterilmistir (Perdld, Sariola & Immonen, 2012; Reidy & Tufro, 2011).
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Sekil 2.5 Memeli semaforin-pleksin sistemi (Xia & Worzfeld, 2016)

Tablo 2.2 ve 2.3’de gorildigi gibi semaforin-pleksin sinyallerinin, renal
patofizyolojinin bir¢cok yoniinde yer aldigr goriilmektedir (Xia & Worzfeld, 2016).
Semaforin ve pleksinlerin biyolojik rolleri ve bobrek hastaliginda biyobelirte¢ olarak

potansiyellerinin aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir.
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Tablo 2.2 Bobrekte semaforin ekspresyonu (Xia & Worzfeld, 2016)

Semaforinler Sagliklh bobrekte ekspresyonu Tiir Hastalikta ekspresyon
degisiklikleri
Insan Diyabetik nefropatide 1
Podositler Fare STZ kaynakli diyabet 1
Sican Degisiklik gozlenmedi
SEMA3A
Insan Diyabetik nefropatide <>
Distal tiibiillerin ve toplama Fare I/R hasarinda proksimal
kanallarinin TEC'leri tiibiillerin TEC'lerinde 1
Sican Degisiklik gozlenmedi
SEMA3B Podositler (immortalize) Fare Degisiklik g6zlenmedi
SEMA3C Podositler (immortalize) Fare Degisiklik gozlenmedi
SEMA3D Podocsitler (immortalize) Fare Degisiklik gdzlenmedi
SEMA3E Podocsitler (immortalize) Fare Degisiklik gdzlenmedi
Podositler Fare, Sican Degisiklik g6zlenmedi
SEMA3F . e .
Distal tiibiillerin ve toplama Fare, Sican Degisiklik gozlenmedi
kanallarinin TEC'leri
SEMA4A Proksimal tiibiillerin TEC'leri Fare I/R hasarinda 1
SEMA4B Tiim tiibiileler segmentlerin Fare I/R hasarinda 1
TEC’leri
Glomeriiler Fare I/R hasarinda <>
SEMA4C
Interstisyel hiicreler Fare I/R hasarinda 1
SEMA4D Proksimal tiibiillerin TEC'leri Fare I/R hasarinda 1
SEMA4F Tiim bobrek (lokalizasyon belirsiz); Fare I/R hasarinda <
diisiik seviyelerde ifade
SEMA4G Tiim bobrek (lokalizasyon belirsiz); Fare I/R hasarinda 1 | zamana

yiiksek seviyelerde ifade

gore degisim
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Tablo 2.3 Bobrekte pleksin ekspresyonu (Xia & Worzfeld, 2016)

Pleksinler Saglikl bobrekte ekspresyonu Tiir Hastalikta ekspresyon
degisiklikleri
Podositler (immortalize) Fare Degisiklik gozlenmedi
Pleksin Al

Tiim bobrek (lokalizasyon belirsiz) I/R hasarinda 1

Fare
STZ kaynakli diyabet«—>
Podositler (immortalize) Fare Degisiklik gézlenmedi
Pleksin A2 Tiim bobrek (lokalizasyon belirsiz) {/R hasarnda <
Fare
STZ kaynakli diyabet 1
Podositler (immortalize) Fare Degisiklik gézlenmedi
Pleksin A3
Tiim bobrek (lokali belirsi
im bobrek (lokalizasyon belirsiz) Fare STZ kaynakl diyabete>
I/R hasarinda |
Glomertiler Fare Degisiklik gozlenmedi
Pleksin B1
Distal tiibiillerin ve toplama Fare Degisiklik gozlenmedi
kanallarinin TEC'leri
Podositler (immortalize) Fare Degisiklik gézlenmedi
Pleksin B2 Glomertiler Fare Degisiklik gozlenmedi
Tiim tiibiileler segmentlerin TEC’leri Fare I/R hasarinda 1
Pleksin D1 Podositler (immortalize) Fare Degisiklik gozlenmedi

AKI'nin bir sonucu olarak, tiibiiler epitelyal hiicreler (TEC) nekroz veya
apoptoz sonucu Oliir, tiibiiler biitlinliigli ve islevi geri kazanmak icin hayatta kalan
TEC'lerin ayirt edilmesini ve cogalmasini tetikler. Bu onarim siireci, tiibiilleri
cevreleyen interstisyumdaki inflamatuar yanittan kritik olarak etkilenir (Bonventre &
Yang, 2011). Birka¢ semaforin ve pleksinin hem tiibiiler yaralanmay1 destekleyen
inflamatuar siireglerde hem de bobrek fonksiyonunun restorasyonu i¢in gerekli olan

epitelyal onarim stireclerinde ¢cok 6nemli rol oynadig: tablolarda gosterilmistir.

Semaforin 3A (Sema3A), podositlerin yani sira distal ve toplama tiibiillerinde
eksprese edilir. Sema3A sinyaline, baglanma reseptorii NRP1 ve sinyal reseptorleri
PLXN A1l veya A3'iin bir kompleksi aracilik eder (Xia & Worzfeld, 2016). AKI'da
Sema3A'nin roliinli, epitelyal hiicre apoptozunu ve inflamasyona aracilik edip

etmedigini belirlemek i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiyag¢ vardir.
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2.4. Curcumin

Curcumin (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-methoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-
dion (Sekil 2.6), tumeric olarak adlandirilan, Curcuma longa (Zingiberaceae
familyas1) rizomundan tiiretilen biyolojik olarak aktif dogal polifenoldiir (Pulido-

Moran vd., 2016).

HO OH

0 XX 0

CH, O OH CH,

Sekil 2.6 Curcumin’in kimyasal yapis1

Curcumin, sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, sindirim sistemi, solunum
sistemi, endokrin sistemi ve bobrek sisteminde goriilen ¢esitli rahatsizliklari tersine
cevirmektedir. Son zamanlarda yapilan ve iyi tasarlanmig klinik calismalara gore,
curcumin tiiketimi metabolik sendrom, cilt hastaliklari, kanser, bagirsak iltihabi,
depresyon, artrit, yagh karaciger hastalif1 ve premenstriiel sendromuna karsi olumlu
etki gostermistir (Mantzorou vd., 2018). Oral curcumin uygulamasi tizerine énemli bir
toksisite rapor edilmemistir, ancak bazi1 gastrointestinal rahatsizliklar kayitlidir
(Soleimani, Sahebkar & Hosseinzadeh, 2018). Curcumin’in bobrek hastaliklari
tizerine hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde etki mekanizmasi tablo 2.4’te

gosterilmistir (Patel vd., 2019).
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Tablo 2.4 Bobrek hastaliklarinda Curcumin’in hiicresel, molekiiler ve

biyokimyasal mekanizmasi

tiibiiler fibrozis, | oksidatif hasar,
linflamasyon, |iskemi bobrek hasari
lsnail-1, |IL’ler, |MMP’ler,
TMn-SOD, |caspase-1, |[NLRP3, 1Nrf2,
1SphK1-S1P sinyal yolagi, |trigliserit,
|PKC-a, |PKCpI,

Tp38MPAK-HSP25 yolagi, |Egr-1, |c-fos,
Ip-ERK, |p-MEK, |B-raf,
|Ras, TRaf-1,

INGFI-A bagli (NAB)-2, | TGF-b
signaling, | MDA, 1GPx,
lfibronectin, |COX-2, | TNF-a,
INF-kappaB p65, |p22-phox ve |p67-
phox

Curcumin’in bobrek hastaliklari iizerindeki etkisinin semaforin-pleksin sistemi

ile iliskisi arastirllmamis ve aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir.
2.4.1. Antioksidan ozellikleri

Curcumin'in molekiiler yapisinda zincir kirma veya H veren fenolik gruplarin
varligindan dolay1 antioksidatif 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Curcumin,
demir kaynakli lipit peroksidasyonunu, ROS olusumunu ve demir iyonlarinin
oksidasyonunu inhibe eder (Reddy & Lokesh, 1996). Curcumin'in ozellikle
stiperoksitlere ve hidroksil iyonlarina iligkin serbest radikal siipiiriicii o6zelligi,
molekiiler yapisinda bulunan H verici fenolik gruplarina baglanabilir (Masuda ve

digerleri, 2001).
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2.4.2. Antiinflamatuar etkisi

Curcumin'in g¢esitli hastaliklardaki yararl etkileri kismen bagisiklik sistemini
modiile etme yeteneginden kaynaklanabilir (Jagetia & Aggarwal, 2007). Bu bulgular
ile birlikte, bagisiklik bozukluklarinin tedavisi igin Curcumin’in daha fazla
degerlendirilmesi gerektirmektedir. Curcumin'in antiinflamatuar etkilerine yogun ilgi
artmaktadir. Arastirmacilar Curcumin'in ¢esitli proinflamatuar sitokinleri ve
kemokinleri regilile eden, antikor tepkilerini arttiran, T hiicreleri, B hiicreleri,
makrofajlar, notrofiller, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve dendritik hiicrelerin aktivasyonunu
modiile edebilen olasi bir immiin sistem stimiilatorii olarak incelemektedir (Fan vd.,

2017)
2.4.3. Apoptotik etkileri

Curcumin, Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik iiyelerinin ekspresyonunu azaltir ve
p53, Bax ve prokaspaz -3, -8 ve -9'un ekspresyonunu yiikseltir. Bcl-2, Bel-XL, clAP,
survivin, TRAF1 ve TRAF2 dahil olmak iizere niikleer faktor kappa B (NF-kB) ile
diizenlenen birka¢ genin Oncelikle apoptoz yolunu bloke ederek islev gordiigi
bildirilmistir (Aggarwall, 2004). Curcumin'in, NF-kB sinyal yolunu baskiladig1 ve
boylece AKI'da onemli bir mekanizma olan apoptozu indikledigi gosterilmistir
(Ozkok vd., 2016). Bununla birlikte, I/R'nin neden oldugu AKI patogenezinde spesifik

renoprotektif etkisi ile hiicresel ve molekiiler mekanizmasi belirsizligini korumaktadir.
2.4.4. COX ve LOX'un diizenlenmesi

Inflamasyonla yakindan iliskili arasidonik asit tiirevi lipit medyatorleri,
siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LOX) enzimlerine bagimli yollarla
sentezlenir. inflamasyonda LOX ve COX izoformlarinin, 6zellikle COX-2"nin rolii iyi
bilinmektedir. Hiicresel ve molekiiler seviyelerde, Curcumin'in COX ve LOX'u igceren
eikozanoid yolu da dahil olmak {izere bir dizi sinyal yolunu diizenledigi gosterilmistir

(Patel vd., 2019).

19



2.5. Lipoksijenazlar ve Inhibitorleri

Eikoza-5,8,11,14-tetraenoik asit olarak da adlandirilan arasidonik asit (AA),
bir omega-6 coklu doymamis yag asididir (PFA) ve esas olarak hiicre zarinda
fosfolipitler formunda bulunur. Hiicreler stres altinda oldugunda AA, fosfolipaz A2
(PLA2) ve fosfolipaz C (PLC) tarafindan fosfolipidlerden proinflamatuar
medyatdrlerin Onciisii olan serbest arasidonik asitler olarak salinir (Van Dorp, 1975;
Sperling vd., 1993; De Jonge, Dekkers & Lamers, 1996). AA ayrica LOX yolagi ile
l6kotrienlere (LT) ve lipoksinlere (LX) doniistiiriilebilir (Yates, Calder & Rainger,
2014; Calder, 2015).

AA ve inflamasyon arasindaki iliski, AA metabolizmasinin bobrek
inflamasyonu iizerindeki etkisine olan ilgimizi cekmektedir. Lipoksijenaz katalizinde
AA, hidroperoksieikozatetraenoik aside (HpETE) metabolize edilir. Mevcut
arastirmalar, en az dort enzimin, yani 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX ve 15-LOX'un, LOX
yolundaki AA metabolizmasinda rol oynadigini gostermektedir. Sekil 2.7°de
gosterildigi gibi, 5-, 12- ve 15-pozisyonlari, AA'nin ana oksidasyon bdlgeleridir, 5-
LOX, 12-LOX ve 15-LOX enzimlerinin katalizine dayanan oksidasyon
reaksiyonlarina yol acar (Wang vd., 2019). 5-LOX, bobrek inflamasyon
mekanizmasinda tiibiillerden glomeriillere kadar 6nemli bir islev goriir. Bu yolda AA,
dioksijenaz tarafindan 5-HpETE olusturur. 5-LOX, C10 hidrojen atomunu 5-
HpETE'den c¢ikararak 16kotrien A4 (LTA4) iretebilir (Green vd., 2018). LTA4
kararsizdir, hidrolize edilebilir, glutatyon ile birlestirilebilir veya biyoaktif
eikozanoidler iiretmek ig¢in transseliiler olarak aktarilabilir. Notrofiller ve bobrek
dokusunun diger inflamatuar hiicrelerinde LTA4, LTB4 olusturmak icin epoksit
hidrolaz ile katalize edilir. LTA4 ve glutatyon (GSH), glutatyon S-transferaz (GST)
kullanarak LTC4 iiretimini katalize eder ve daha sonra LTE4 olusturmak iizere
dipeptidaz ile metabolize edilen y-glutamil transferaz yoluyla LTD4 olusturmak igin
glutamik asidi ¢ikarir. Daha sonra LTF4, y-glutamil transferaz ile LTE4'ten sentezlenir
(Baba vd., 1991).
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Sekil 2.7 Lipoksijenazlar yolag:

12-LOX ve 15-LOX yollarinin rolleri esas olarak HETE ve LX'lerin tiretimidir.

AA ilk olarak 12-LOX araciligiyla 12-HpETE ve 12-HETE asit iretir. Bu iriinler
nihayetinde ekstra trombosit LTA4'e doniisiir. LX'ler icin bir baska biyosentetik yol,
noétrofillerdeki 5-LOX'i ve trombositlerde 12-LOX'i igerir. 5-LOX, nétrofil i¢inde
LTAA4 iiretir daha sonra trombosite aktarilir, burada 12-LOX, LXA4 veya LXB4 iiretir.
12-LOX yoluyla ayn1 sekilde, 15-LOX yolunun temel etkisi, sonugta HETE, ETE ve
LX iiretmektir. Memeli hiicrelerinde iki izoform vardir: 15-LOX-1 ve 15-LOX-2.
Arasidonat 15 lipooksijenaz (ALOX15) geni tarafindan kodlanan 15-LOX-1 (12/15-
LOX), arasidonik asiti LXA4, LXB4 ve 15-0kso-ETE'lere metabolize ederken, 15-
LOX-2, arasidonik asiti 15-0kso-ETE ve 8-HETE metabolize edebilir (Wang vd.,

2019).
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LOX yolunun ana metaboliti olan LT ve LX'lerin her ikisi de bobrekler
tizerindeki inflamasyon mekanizmasinda énemli roller oynar. LT'ler, 16kosit gogiinii
ve aktivasyonunu diizenleyen gii¢lii bir kemotaktik molekiil sinifidir (Moore, 1991).
Iskemiden sonra bdbrek hasaria yol agan bir dizi inflamatuar reaksiyona aracilik eden

LT ve LX'lerin artis1 caligmalarda gosterilmistir (Klausner vd., 1989).

12/15-LOX enzimleri ve metabolitleri bobrek hastaliginda ikili bir role sahiptir
ve bobrek fonksiyonunun kilit diizenleyicileridir. Bu yolun farkli bobrek
patolojilerinde daha iyi anlasilmasi, gelecekte hipertansiyon, kronik bébrek hastaligi
ve bobrek hasari tedavisi i¢in daha yeni terapotik segeneklere yol agacaktir. Bu, hedefli
farmakolojik inhibitdrlerin gelistirilmesinin arastirma ve terapdtik araglar olarak

degerli olacagi baska bir 6rnektir.

AA metabolik yolagina dayali olusan inflamatuar metabolitlerin inhibisyonuna
dayal1 bir dizi ilag gelistirilse de bobrek hasari tedavisi i¢in heniiz erken asamada olup
ve caligmalar devam etmektedir. LOX ile iligkili tedaviyle ilgili arastirmalar
cogunlukla deney hayvanlar1 iizerinde incelenmektedir ve insan g¢alismalar1 s6z
konusu oldugunda Zileuton’dan siklikla bahsedilmektedir. Zileuton, 5-LOX
aktivitesini inhibe ederek AA'nin LTB4'e doniisimiini engeller ve siklikla
inflamasyonla 1lgili hastaliklarin 6nlenmesi ve kanser tedavisi i¢in kullanilir (Gounaris
vd., 2015). Bununla birlikte, Zileuton’un insanlarda renal inflamasyonu tedavi etmek
i¢in kullanip kullanamayacag: klinik ¢aligmalarla hala dogrulanmasi gerekmektedir.
Licofelone, hem COX hem de 5-LOX'u inhibe eden, IL-18 ile indiiklenen
proinflamatuar sitokin salinimini ve hiicre proliferasyonunu inhibe ederek insan
glomeriiler inflamasyonunu hafifleten yeni bir antiinflamatuar ilagtir (Wu, Xue &
Chen, 2012). 12/15-LOX inhibit6rii olan Baicalein'in, renal 12-HETE iiretiminde
yiikselmeyi oOnledigi ve streptozosin kaynakli diyabetik farelerde bdbrek
inflamasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Faulkner, 2015). Mevcut sonuglara gore, sekil
2.8’de gosterilen LOX ile iliskili ilaglarin ve inhibitorlerin iskemik modellerde ve
inflamasyonun diizenlenmesindeki etkisi halen deneysel ¢alisma asamasindadir. Bu
nedenle, yeni 12/15-LOX inhibitorleri olan LOXBlock-1 ve ML351’in etkinliginin

arastirilmasi ¢alismalarin ilgi odagi haline gelmistir.
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Sekil 2.8 12/15 Lipoksijenaz inhibitérleri (Rai vd., 2014)
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM), Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve Klinik
Biyokimya laboratuvarinda gergeklestirildi. ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulun (HADYEK)’dan 24.07.2018 tarihli, 126 toplant1 sayili, 674 karar numarasi

ile onaylanan protokole gore ¢alisma gergeklestirildi.
3.1. Deney Hayvanlari

Deneysel calismamizda TICAM’dan temin edilen 180-220 gram agirlikta,
saglikli, 3-4 aylik, Wistar albino cinsi, 40 adet disi si¢an kullanildi. Deney hayvanlari
deney siiresince; 12;12 aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (22 + 2°C) ve nemi
(% 45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deney siirecinde tiim
sicanlar polikarbon seffaf kafeslerde standart pellet sican yemi ile beslenmis ve ¢esme

suyu verilmistir.
3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Sicanlar agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde, rastgele bes gruba ayrildi
(her bir grup n=8). Gruplar ve yapilan uygulamalar asagida belirtilen sekilde
gergeklestirildi.
Grup I (Sham Grubu): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi islemi uygulanarak
15 giin iyilesmenin olmasi beklendi. Iyilesmenin sonrasinda, iskemi islemi yapilmadan
0,5 mL serum fizyolojik (SF), reperfiizyon siiresinden 10 dakika 6nce intraperitoneal
(i.p.) olarak enjekte edildi. 24 saat reperflizyon bitiminde anestezi altinda deney

hayvanlar1 sakrifiye edilerek diseksiyonlar1 gergeklestirildi.

Grup Il (I/R Grubu): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi islemi uygulanarak 15
giin iyilesmenin olmas1 beklendi. Iyilesmenin sonrasinda, her bir hayvana 45 dakika
iskemi uygulandi. Reperfiizyondan 10 dakika once, 0,5 mL serum fizyolojik
intraperitonal olarak enjekte edildi. 24 saat reperfiizyon sonrasinda anestezi altinda

deney hayvanlari sakrifiye edilerek diseksiyonlar1 gerceklestirildi.

Grup Il (I/R + DMSO): Bu gruptaki deney hayvanlarina nefrektomi islemi
uygulanarak 15 giin iyilesmenin olmasi1 beklenildi. Iyilesmenin sonrasinda, her bir
hayvana 45 dakika iskemi uygulandi. Reperfiizyondan 10 dakika 6nce, %1°lik Dimetil
stilfoksit (DMSO) (Aydin vd., 2014) (i.p.) olarak enjekte edildi. 24 saat reperfiizyon
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sonrasinda anestezi altinda deney hayvanlar1 sakrifiye edilerek diseksiyonlar

gergeklestirildi.

Grup IV (I/R +100 mg/kg CUR): Bu gruptaki deney hayvanlarma nefrektomi islemi
uygulanarak 15 giin iyilesmenin olmas1 beklenildi. Iyilesmenin sonrasinda, her bir
hayvana 45 dakika iskemi uygulandi. Reperfiizyondan 10 dakika 6nce, 100mg/kg
CUR (Fan vd., 2017), %1°lik DMSO igerisinde ¢oziilerek (i.p.) olarak enjekte edildi.
24 saat reperflizyon sonrasinda anestezi altinda deney hayvanlar1 sakrifiye edilerek

diseksiyonlar1 gergeklestirildi.

Grup V (i/R +2pg/kg LOXblock-1): Bu gruptaki deney hayvanlarina nefrektomi
islemi uygulanarak 15 giin iyilesmenin olmas1 beklenildi. Iyilesmenin sonrasinda, her
bir hayvana 45 dakika iskemi uygulandi. Reperfiizyondan 10 dakika once, 2pg/kg
LOXblock-1 (Ranganathan vd., 2014), %]1’lik DMSO igerisinde ¢oziilerek (i.p.)
olarak enjekte edildi. 24 saat reperfiizyon sonrasinda anestezi altinda deney hayvanlari

sakrifiye edilerek diseksiyonlart gergeklestirildi
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3.3. Deneysel Islemlerde Kullamlan Sarf Malzemeler

1 ml (insiilin), 5 ve 10 ml steril enjektor ve siyah igne uglari

10 — 1000 pL hacim aralikli pipetorler ve uglart (Nichiryo)

2,5 — 50 mL hacim aralikl1 pipetorler ve uglar1 (Nichiryo)
3,3’-5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB) (AL8615, Aldrich)

Absolii etanol (Riedel de Haen)

Bakir siilfat (CuSOs, Merck)

Bistiiri ucu

Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma)

Dimetilstilfoksit (DMSO, D8418 Sigma)

Doku blok kaseti (Isolab)

Eppendorf tiipler (1, 1,5 ve 2 ml)

Ethylendiamine Tetraacetic Acid (EDTA) (SIE9884, Sigma)

H202 (Merck)

Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide (HETAB) (SIH5882, Sigma)
N-N Dimetilformamid (DMF) (AL319937, Aldrich)

Serum fizyolojik (Polifarma)

Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)

Sodyum Potasyum Tartarat (Merck)

Thiobarbituric Acid (TBA) (Sigma)

Curcumin (C1386, Sigma)

Loxblock-1 (SML1353, Sigma)

Rat MCP1 ELISA kit 96T (CSB-EL008627RA, Cloud-Clone Corp,)
Rat IL-6 ELISA kit 96T (E-EL-R0015, Elabscience)

Rat TNF-a ELISA kit 96T (E-EL-R0019, Elabscience)

Rat SEMA3A ELISA kit 96T (SEL917Ra, Cloud-Clone Corp,)

Rat PLXNAL ELISA kit 96T (SEH354Ra, Cloud-Clone Corp,)

Rat NRP1 ELISA kit 96 T (SEA692Ra, Cloud-Clone Corp,)

Rat CYCS ELISA kit 96T (SEA594Ra, Cloud-Clone Corp,)

Rat CASP3 ELISA kit 96T (SEA626Ra, Cloud-Clone Corp,)

Serum TOS kit (RL0024, Rel-Assay)

Serum TAS kit (RL0O017, Rel-Assay)

EZ-10 DNAaway RNA Mini-Preps kit (BS88133, Bio Basic)
OneScript® Plus cDNA Synthesis (G234, Applied Biological Materials Inc.)
BrightGreen 2X gPCR MasterMix (Mastermix-U, Applied Biological
Materials Inc)

SEMAB3A (Anti-Semaphorin 3A antibody; ab23393; Abcam)

e Apoptag Plus Peroxidase Tunel kit (S7101, Millipore)

26



3.4. Deneysel Islemlerde Kullamlan Cihazlar

e Mikro plate yikayici (ELx50, BIOTEK)

e ELISA okuyucu (ELx808 model, BIOTEK)

Roche Cobas ¢501 otoanalizor cihazi (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany)

PCR cihazi (SimpliAmp™ Thermal Cycler)
Thermoscientific NanoDrop cihazi

RT-PCR cihaz1 (StepOne™ Real-Time PCR System, laptop)
Mikrotom bigagi (RM 2025, Leica)

CH40 151k mikroskobu (Olympus)

3.2.0. model dijital kamera(Spot Insight)

Buzdolab1 (Argelik)

Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)
Distile su cihazi

Etiiv (Binder)

Hassas terazi (Sartorius)

Santrifiyj (Niive NF800)

Santrifiij, sogutmali (Jouan MR22)

Shaker (WiseMax)

Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

Su banyosu (Niive BM402)

Tiiplii 1s1tict

3.5. Anestezi ve Cerrahi Islemler

3.5.1. Anestezi islemi

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirildi. Deney gruplarina ait hayvanlara intramiiskiiler olarak 10 mg/kg
ksilazin ve 70 mg/kg ketamin anestezisi uygulandi. Deney gruplarina ait hayvanlar
reperfiizyon siiresinin bitiminde ketamin/ksilazin anestezisi altinda diseksiyonlari
gerceklestirildi, intrakardiyak olarak kalpten biitiin kanin alinmasi1 (eksanguinasyon)

ile yagamlar1 sonlandirild1 ve bobrek doku 6rnekleri alindi.
3.5.2. Nefrektomi islemi

Nefrektomi uygulanan deney hayvanlarina intramiiskiiler yol ile 10 mg/kg
ksilazin ve 70 mg/kg ketamin anestezisi uygulandi. Deney hayvanlari, anestezi altinda
sicaklig1 sabit diseksiyon tablasina, rektal 1s1 takibi yapilarak sirt {istii pozisyonda
yerlestirildi (Stangl vd., 2009). Cerrahi uygulama boélgesinin temizligi %70’lik etil
alkol ile saglanip steril sartlar altinda sag bobrek nefrektomisi gerceklestirildi
(Waynforth ve Flecknell, 1994). Her bir si¢ana yapilan nefrektomiden sonra kaybolan
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stvinin hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in karin bosluguna steril SF verildi (Kaya
vd., 2002). Kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek
kesi bolgesi kapatildi. Cerrahi islem gormiis her bir hayvani kimyasal sterilizasyonu
yapilmis, tek bireylik, polikarbon bilesimli seffaf kafeslere ayr1 ayr1 koyularak 15 giin

iyilesmesi saglandi.

Sekil 3.1 Nefrektomi islem asamalar1

3.5.3. Iskemi/reperfiizyon islemi

I/R yapilacak siganlara anestezi altinda midline laporatomi yapildi. Sol renal
arter izole edilerek, antitravmatik vaskiiler klemp yardimiyla 45 dakika siire ile kan
akis1 durduruldu. 45 dakika iskeminin hemen ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanda.
Reperfilizyon siiresince kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in karin
bosluguna steril SF verildi. Bu islemin ardindan kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat
devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kesi bolgesi kapatildi (Sener vd., 2005;
Waynforth ve Flecknell, 1994)
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Sekil 3.2 Iskemi ve reperfiizyon goriintiisii

3.6. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Doku ve kan ornekleri, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezinde, etik kurallar g¢ercevesinde,
deney hayvanlarina cerrahi sirasinda eksanguinasyon sonucu 6tenazi islemi yapilarak
elde edildi. Analiz yapilincaya kadar kan (serum ve plazma) ve doku ornekleri -80
°C’de bekletildi.

3.6.1. Biyokimyasal analiz

Kalpten alinan kan, biyokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in jelli tiiplere alindi.
Alinan kan 6rnekleri MSE Mistral 2000 marka ve model santrifiij cihazinda 10 dk
3500 rpm'de santrifiijlenerek serumlar elde edildi. Serum 6rnekleri polietilen tiiplere
aktarilarak analiz siiresine kadar -80 °C derin dondurucuda bekletildi. Alinan kan
orneklerinden elde edilen serumda, bobrek ve karaciger fonksiyonlar ile elektrolit
diizeyinin belirlenmesi i¢in kan tire azotu (BUN), kreatinin (CREA), iirik asit (UA),
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), sodyum (Na) ve
potasyum (K) olgiimleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik Biyokimya
Laboratuvari’nda Roche COBAS c501 marka otoanalizorler ile yapildi.

29



3.6.2. Elisa analizleri

Deney gruplariin serum SEMA3A, PLXNAL, NRP1, TNF-a, IL-6, MCP1,
CYCS, CASP, TAS ve TOS parametrelerinin diizeyleri rat spesifik ELISA kitleri
kullanilarak belirlendi. Calismalar ELISA plaka yikayici1 (BIOTEK ELx50, ABD) ve
ELISA okuyucu (BIOTEK ELx808, ABD) kullanilarak yapildi.

3.6.2.1 SEMA3A, PLXNA1, NRP1, MCP1, CYCS ve CASP3 parametrelerinin

olciilmesi

Gruplarin serum SEMA3A, PLXNA1, NRP1, MCP1, CYCS ve CASP3
parametreleri rat spesifik ELISA kitleri (SEMA3A, SEL917Ra; PLXNAL,
SEH354Ra; NRP1, SEA692Ra; MCP1; SEA087Ra; CYCS; SEA594Ra, CASPS3;
SEAG626Ra Cloud-Clone Corp, Cin) kullanilarak belirlendi. ELISA analizi Kit
protokolleri takip edilerek gerceklestirildi.

3.6.2.1.1 Reaktiflerin Hazirlanmasi

Calisma oncesi tiim reaktifler oda sicakligina (25°C) getirildi. 20 mL yikama
soliisyonu konsantresini (30 x) 580 mL distile suyla seyreltilerek 600 mL yikama
soliisyonu hazirlandi. Biyotin konjuge antikor ve avidin konjiige horseradish

peroxidase (HRP) 1:100 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

SEMA 3A ve MCP1 6lgiimii i¢in kit igerisindeki standartlar, 1 ml standart
diliisyonu ile sulandirilip hafif¢e karistirilarak (kopiik olusumu meydana gelmeden)
hazirlandi. Boylece, 2000 pg/ml’lik stok soliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra 1000,
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 0 pg/mL olacak sekilde standart seri diliisyonlar

olusturuldu.

500pL 500pL 500pL 500pL 500pL

ININONONODNT NS

Stock | ‘ ‘ |
Standard - \ \ = = =1
| | W/ | = |" &/ &
\ \ | / \ / \ 7/
\V) v} \V v

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pg/mL 2,000 1,000 500 250 125 62.5 31.2 15.6 0

Sekil 3.3 SEMA3A ve MCP1 standartlarinin hazirlanisi
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PLXNA1 ve NRP1 o6l¢iimii igin kit icerisindeki standartlar, 1 ml standart
dilusyonu ile sulandirilip hafif¢e karistirilarak hazirlandi. Boylece, 10 ng/ml’lik stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156, 0 ng/mL

olacak sekilde standart seri diliisyonlar1 olusturuldu.

500pL 500pL 500pL 500pL 500pL 500pL

A TATA

ARARR RN
3 4 5 6

Tube 1 7 8
ng/mL 10 25 1.25 0.625 0.312 0.156 0

o N

Sekil 3.4 PLXNA1 ve NRP1 standartlarinin hazirlanisi

CYCS ve CASP ol¢iimii igin kit icerisindeki standartlar, 1 ml standart
dilusyonu ile sulandirilip hafifce karistirilarak hazirlandi. Boylece, 20 ng/ml’lik stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156, 0 ng/mL

olacak sekilde standart seri diliisyonlar1 olusturuldu.

500pL 500pL 500pL 500pL 500pL

PAYATATA

L - -
Stock ’
Standard ' \\'/ \'/ =
Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ng/mL 20 10 5 25 1.25 0625 0312  0.156 0

Sekil 3.5 CYCS ve CASP3 standartlarinin hazirlanisi
3.6.2.1.2 Calisma Prosediirii

Her Dbir kitte yer alan spesikif antikorla yiiklenmis plakalar kullanildi. Standart
diliisyonlar, kor ve numunelerin her biri plakalardaki uygun oyuklara 100 pL eklendi
ve adhezif film ile kaplanarak 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiim
kuyucuklar bosaltildi. Hazirlanan biyotin konjlige antikor c¢ozeltisinden 100 pL
eklenerek 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Sonra, hazirlanan yikama soliisyonu ile 3 kez
350 pL’lik yikama islemi ve aspirasyon gerceklestirildi. Hazirlanan avidin konjlige

HRP ¢ozeltisinden 100 uL eklenerek 37 °C'de 30 dk inkiibe edildi. Aspirasyon ve

31



yikama islemi 5 kez tekrar edildi. Her bir kuyucuga 90 uL substrat soliisyonu eklendi
ve 37 °C’de 15 dk isiktan koruyarak inkiibasyonu saglandi. Substrat soliisyonu
eklendiginde kuyucuklarin mavi renge dondigii gézlendi. Enzim-substrat reaksiyonu
50 uL (stop) siilfirik asit soliisyonu eklenerek sonlandirildi. Plakalardaki renk
degisikligi 450 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA okuyucuda spektrofotometrik
olarak optik dansiteleri okundu ve standart grafigi yardimiyla numunelerdeki

parametrelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.6.2.2 TNF-a ve IL-6 parametrelerinin élgiilmesi

Gruplarm serum TNF-a ve IL-6 parametreleri rat spesifik ELISA kitleri (TNF-
a, E-EL-R0019; IL-6; E-EL-RO0015; Elabscience, USA) kullanilarak belirlendi.
ELISA analizi kit protokolleri takip edilerek gerceklestirildi.

3.6.2.2.1 Reaktiflerin Hazirlanmasi

Kit ve drnekler buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina (25°C) getirildi. 30
mL konsantre yikama tamponu (25X) 720 mL distile su ile seyreltilerek 750 mL’lik
yikama tamponu (1X) hazirlandi. Biyotinli tespit antikor ve konsantre HRP konjiige

caligma soliisyonlar1 1:100 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

TNF-o Ol¢imii i¢in kit igerisindeki standart, 1 mL standart dilusyonu ile
soliisyon halinde hafif¢e karistirilarak (kopiik olusumu meydana gelmeden) hazirlandi.
Boylece, 5000 pg/ml’lik stok soliisyonu hazirlandi. Daha sonra 2500, 1250, 625,
312.5, 156.25, 78.13, 0 pg/mL olacak sekilde standart seri diliisyonlart olusturuldu.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

= Ve W Wee WVa WFan |

Reference
Standard

5000 2500 1250 625 3125 156.25 78.13 0

Sekil 3.6 TNF-a standart hazirlanisi
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IL-6 6l¢timii icin kit icerisindeki standart, 1 mL standart dilusyonu ile soliisyon
halinde hafifce karistirilarak (kopiik olusumu meydana gelmeden) hazirlandi. Boylece,
800 pg/mL’lik stok soliisyonu hazirlandi. Daha sonra 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 0

pg/mL olacak sekilde standart seri diliisyonlar1 olusturuldu.

500ul. 500uL 500ul. 50041 500ul. 5000l

= Ve W Wen W WP |

Reference
Standard

L J
3
800 400 200 100 50 25 12.50 0

Sekil 3.7 IL-6 standart hazirlanisi
3.6.2.2.2 Calisma Prosediirii

Her bir kitte yer alan spesikif antikorla yiiklenmis plakalar kullanildi. Standart
diltisyonlar, kor ve numunelerin her biri plakalardaki uygun oyuklara 100 pL eklendi
ve adhezif film ile kaplanarak 37 °C'de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi (yalnizca aspirasyon), yikama yapilmadi. Her
kuyucuga hizlica 100 pL biyotinli tespit antikoru ¢alisma soliisyonu (1X) eklendi ve
37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklar aspire
edilerek her birine 350 uL yikama tamponu eklendi ve 3 kez yikama islemi tekrar
edildi. Sonra, her kuyucuga 100 nL. HRP konjugati ¢alisma soliisyonu (1X) eklendi.
37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edildi. Aspirasyon ve yikama iglemi 5 kez tekrar edildi.
Herbir kuyucugu 90 pL substrat soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 15 dk 1siktan koruyarak
inkiibasyonu saglandi. Substrat soliisyonu eklendiginde kuyucuklarin mavi renge
dondigii gozlendi. Enzim-substrat reaksiyonu 50 pL (stop) siilfirik asit soliisyonu
eklenerek sonlandirildi. Plakalardaki renk degisikligi 450 nm dalga boyuna ayarlanmis
ELISA okuyucuda spektrofotometrik olarak optik dansiteleri okundu ve standart

grafigi yardimiyla numunelerdeki parametrelerin konsantrasyonlart hesaplanda.
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3.6.2.3 Serumda total antioksidant durumunun olciilmesi

Serum 6rneklerinin total antioksidan seviyeleri Total Antioxidant Status (TAS)
kiti (Katalog no; RL0017, Rel Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi. Test
prensibi, renkli 3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonatin (ABTS) antioksidanlar tarafindan
renksiz ABTS formuna indirgenmesine dayanir. Testin ¢alisma prosediiriinde, antikor
ile kaplanmamuis plakalar kullanildi. Standart, kdr ve numunelerin her biri plakalardaki
uygun oyuklara 18 pL eklendi. Her bir kuyuya 300 uL reaktif 1 eklendikten sonra
meydana gelen karisimin ilk absorbans degeri 660 nm’de belirlendi. Daha sonra her
bir kuyuya 45 uL reaktif 2 eklendi ve 5 dk 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast son absorbans degeri 660 nm’de okunarak kaydedildi. Sonu¢lar mmol Trolox

Equiv/L olarak ifade edildi.
3.6.2.4 Serumda total oksidant durumunun olciilmesi

Omneklerin total oksidant seviyeleri Rel Assay marka Total Oxidant Status
(TOS) kiti (Katalog no; RL0024, Rel Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
belirlendi. Test prensibi, hiicrelerdeki oksidasyon islemine dayanir. Testin ¢aligma
prosediiriinde, antikor ile kaplanmamis plakalar kullanildi. Standart, kor ve
numunelerin her biri plakalardaki uygun oyuklara 45 pLL eklendi Her bir kuyuya 300
pL reaktif 1 eklendikten sonra meydana gelen karisimin ilk absorbans degeri 530
nm’de belirlendi. Daha sonra her bir kuyuya 15 pL reaktif 2 eklendi ve 5 dk 37 °C’de
inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonrasi son absorbans degeri 530 nm’de okunarak

kaydedildi. Sonuglar pmol H.O2 Equiv/L olarak ifade edildi.
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3.6.3. Real-Time PCR analizleri

Bu yontemle; SEMA3A, PLXN Al, NRP1, MCP1, TNF-a ve IL-6 kodlayan
gen bolgelerinin gen ekspresyonlar1 6lgiildii. Yontem RNA izolasyonu ve izole edilen
RNA’nin PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢cin cDNA’ya ¢evrilmesi seklinde iki asamali
basamaklardan olugsmaktadir. PCR yonteminde kalip olarak kullanilan RNA, revers
transkriptaz enzimi ile komplementer DNA’ya ¢evrildi. Bdylece olusan komplementer

Cdna, RT-PCR yardimiyla es zamanli olarak 6l¢iildii.
3.6.3.1 RNA izolasyonu

Bobrek dokusundan RNA izolasyonu i¢in (EZ-10 DNAaway RNA Mini-Preps
kit kat: BS88133; Bio Basic, Canada) kit protokolii kullanildi. Kit prensibine gore, 15-
30 mg arasindaki bobrek dokusu homejenize hale getirildi. 1.5 mL’lik RNase free
santrifiij tiipiine transfer edildi. Uzerine 350 pL liziz-DR tamponu eklendi. 2 mL’lik
toplama tiipiine gDNA kolonu eklenerek lizat kolona transfer edildi. 1 dk oda
sicakliginda tutuldu ve ardindan 1 dk 9000 x g’de oda sicakliginda santrifiij edildi. Bu
islemden sonra, tist kisimdaki DNA uzaklastirildi ve alt kistmdaki RNA saflagtirilmasi
icin yeni bir RNase free tlipe aktarildi. 250 puL etanol eklendi ve karistirildi. Elde edilen
karistm RZ-10 RNA kolonuna aktarildi ve oda sicakliginda 1 dk 9000 x g’de santrifij
edildi. Toplama tiipiine, RZ-10 RNA kolonu yerlestirilerek 500 pL GT soliisyonu
eklendi ve oda sicakligida 1 dk 9000 x g’de santrifiij edildi. Ustte kalan kisma 500
uL NT soliisyonu eklendi, oda sicakliginda 1 dk 9000 x g’de santrifiij edildi. Uzerine
70 uL RNase free water eklendi 9000 x g’de 2 dk santrifiij yapildi. Saflandirilmis RNA
Olciim i¢in birkag saat -20 °C’ de bekletildi.

3.6.3.2 RNA miktarinin olgiilmesi

Izole edilen RNA 6rneklerinin kalitesi ve konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in
Thermoscientific NanoDrop cihazi kullanilarak 6l¢tim yapildi. 260 nm DNA, 280 nm
ise proteinler i¢in maksimum absorbans alindig1 dalga boyudur. RNA'nin saflig i¢in
A260/A280 oraninin 1.8-2.0 olmasi gerekmektedir. 1 mL’de ne kadar RNA oldugu bu

yontemle hesaplandi.
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3.6.3.3 cDNA elde edilmesi

RT-PCR islemi i¢in gerekli olan ¢cDNA eldesi OneScript® Plus cDNA
Synthesis (Applied Biological Materials Inc., Cat. No: G234, Canada) Kiti kullanilarak

iiretici firmanin protokoliine gore gerceklestirildi.

RNA o6rneklerinin cDNA i¢in konsantrasyonlar1 100 ng’a esitlendi.
RNA sablonlar1 ve tiim reaktifleri buz lizerinde ¢oziildi. Her ¢ozelti
hafifce karistirildi. Kuyucuk bagina agsagidaki miktarlar eklendi;

1 uL Total RNA veya poly(A) + mMRNA eklendi

1 uL Oligo(dT) (10 uM) eklendi

1 uL ANTP Mix (10 mM) eklendi

14.5 pL’ye kadar Niikleaz-free H>O eklendi.

Karigim 5 dk 65 °C 1sitild1 ve buz tizerinde 1 dk inkiibe edildi.

4 uL 5X RT tamponu eklendi.

0.5 puL RiboniikleazOFF Ribonuclease Inhibitor eklendi.

1 pL OneScript® Plus RTaz eklendi.

Tiim bilesenler kisa bir santrifiijden sonra cDNA sentezi olugmasi i¢in
15 dk 50 °C’de inkiibe edildi.

5 dakika 85 °C'de isitarak reaksiyonu durduruldu. Buz {izerinde

sogutuldu. Yeni sentezlenen cDNA hemen uygulandi.

3.6.3.4 Real Time PCR islemi

Real Time PCR analizleri igin BrightGreen 2X qPCR MasterMix (Applied

Biological Materials Inc., Cat. No: Mastermix-U, Canada) kiti kullanildi. Elde edilen

sonuglarin analizi Step One Plus marka RT-PCR ve iiretici firmanin yazilim

programiyla gerceklestirildi. Her gen igin ayr1 ayr1 amplifikasyon sonucunda elde

edilen Ct (thershold-esik deger) degerleri kullanilarak belirtilen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri belirlendi.
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Tablo 3.1 Real-Time PCR ig¢in kullanilan primer dizileri

Gen Ileri ve Geri Primer (5°-3°)
GCAGGAGTACGATGAGTCCG

B-aktin

R ACG CAG CTC AGT AAC AGT CC
F GGC TCC TGC TTC GTA GTC TG
SEMASA R GCC ATC TCC ATC GTC ATCTT
F GCC TTG TAT CCT CAC CGT GT
PLEXNAL ¢ TTT GTA GGC GAT GAG CAC AG
F CAT CAG GAT CTA CCC CGA GA
NRP1 R CCT CCT GTG AGC TGG AAG TC
F CCT GGG TTC TTC CTG TCA CTA
MCP1 R GGG GAG GGG CTT GTC ACT AT
F ACT GAA CTT CGG GGT GAT CG
U R GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC
F CTC TCC GCA AGA GAC TTC CA
IL-6 R TCT CCT CTC CGG ACT TGT GAA

RT-PCR islemi iiretici firmanin protokoliine gore gerceklestirildi.
e BrightGreen 2X qPCR MasterMix'i, template DNA, primerler ve Niikleaz free
Su buz iizerinde ¢6ziindii. Kuyucuk basina asagidaki miktarlar koyuldu;
e 5 uL BrightGreen 2X qPCR MasterMix eklendi
e 0.3 uL primer Forward eklendi
e 0.3 pL primer Reverse eklendi
e 5 uL cDNA eklendi
e 10 pL Niikleaz free su eklendi

Tablo 3.2 RT-PCR islem basamaklari

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Enzim Aktivasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15sn 40
Annealing/Extension 60 60 sn 40
Melting Curve Kullanilan cihaza gore yonerge kullanildi.
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Ekspresyon seviyesi arastirilan hedef genlerin mRNA diizeylerinin nisbi

2°MACt formiilii kullanilarak hesaplanmustir. Her gen igin hesaplanan bu

degisimleri
deger uygulama oOrneklerinin kontrol orneklerine gore mRNA diizeyini ifade
etmektedir. Internal kontrol olan B-Aktin geni kullanmilarak diger genlerin ekspresyon

diizeylerinde normalizasyon yapilmistir (Livak & Schmittgen, 2001).
3.6.4. MDA analizi

Doku homojenatlarinda malondialdehit (MDA) diizeyi Okhawa ve
arkadaglarinin bildirdigi yonteme gore yapildi (Okhawa, Ohishi & Yagi, 1979). Bu
yonteme gore; MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyon sonucu pembe
renkli bir kompleks olusturur; bu kompleksin spektrofotometrede 532 nm dalga

boyunda 6l¢timii gergeklestirilir.
3.6.4.1 Calisma Prosediirii

1,1,3,3 tetrametoksipropan (yogunluk: 0,99 g/mL)’ tan giinliik stok standart
(100 nmol/mL) hazirland1 ve farkli konsantrasyonlarda c¢aligma standartlari
hazirlamak i¢in seri diliisyon yapildu.
e Bobrek doku 6rnekleri, 1/10 oraninda %1,15’lik pH 7,0 olan Potasyum Kloriir
(KCl) ¢ozeltisi ile homojenize edildi.
e  Ornekler homojenizasyon sonrast 4 °C sogutmali santrifiijde 1000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edildi ve siipernatant kisimlar1 alindi.

e Asagidaki tabloda yer alan ¢ozeltiler ve hacimlerde numune ve kor tiipleri

hazirlandi.
MADDELER KOR NUMUNE
% 8,1’lik Sodyum Dodesil Siilfat(SDS) 200 pL 200 pL
%20’lik pH 3,5 Asetat tamponu 1500 pL. 1500 pLL
%0,8’1lik pH 5,5-7 Tiyobarbitiirik asit(TBA) 1500 pL 1500 pL
Distile su 800 pL 600 puL
Ornekler - 200 pL
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Tiim tlipler 95 °C’de 60 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda tiipler musluk suyu ile sogutuldu. 1500 x g’de
10 dakika boyunca santrifiijlendi.

532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbanslar 6l¢iildii.

Seri diliisyon ile hazirlanan standartlarin (100-50-25-6,25-3,125-1,562-0
nmol/ml) absorbanslar1 kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi iizerinden
MDA konsantrasyonlari nmol/ml olarak hesaplandi.

Homojenatlarin total proteinleri 6l¢iildii ve 6rneklerin konsantrasyonlar1 total

proteinlerine oranlandi. Doku MDA sonuglart nmol/mg protein olarak verildi.

3.6.5. MPO analizi

Calismamizda nétrofil aktivasyonu ve inflamasyonun degerlendirilmesinde

myeloperoksidaz (MPO) enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. MPO aktivitesi, Suzuki ve

arkadaglarinin belirlemis oldugu, kinetik 6l¢im yontemi ile spektrofotometrik olarak
belirlendi (Suzuki vd., 1983). Yontem asidik kosullar altinda, H>O; ile birlikte MPO

enzimin, Tetrametilbenzidini (TMB) substrat olarak kullanarak, okside TMB

olusturmasi ve olusan iirlinlin 655 nm’de absorbans dl¢iimiine dayanmaktadir.

3.6.5.1 Calisma Prosediirii

Bobrek doku 6rnekleri, homojenizator kullanilarak 1/10 oraninda soguk 50mM
pH’s1 7,4 olan Fosfat tamponu ile homojenize edildi.

Homojenatlardan 1 ml alinarak, 4 °C’de 4650 x g’de 5 dakika santrifiij edildi
ve siipernatant kisimlari atildu.

Kalan pelletler, soguk 50mM pH’s1 6,0 olan ve icersinde %0,5’lik HETAB ve
10mM EDTA igeren Fosfat tamponu ile tekrar homojenize edildi.

Asagidaki kimyasallar ve hacimlerine gore tiim Ornekler i¢cin numune ve bir

adet kor tiipli hazirlandi.

MADDELER KOR NUMUNE
pH 5,4 Fosfat tamponu 1000 pL 1000 pL
TMB (16mM DMF i¢inde ¢oziilen) 200 uL 200 puL
Ornekler - 40 pL
Distile su 700 puL 660 puL
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Tiim reaktifler eklendikten sonra, tiipler 2 dakika 37 °C’lik su banyosunda
bekletildi.

Olgiimden hemen dnce tiiplere 100 uL %0,06’Iik H20, eklendi.

655 nm’de kor tiiptine kars1 sifirlandiktan sonra, 3 dakika boyunca absorbans
artiglar1 spektrofotometrede izlendi. Hesaplamalar asagidaki formiile gore

yapildi.

AAXx VT x DF

| =
U/ml = - VHx At

AA= Absorbans degisimi
VT= Kiivet igerisindeki toplam hacim (ml)
DF= Diliisyon faktorii
e= Ekstinksiyon katsayis1 (M*.cm™)
VH= Homojenat hacmi (ml)
At= Reaksiyon siiresi

Homojenatlarin total proteinleri o6l¢iildii ve enzim aktiviteleri total

proteinlerine oranlandi. Doku MPO sonuglar1 U/mg protein olarak verildi.

3.6.6. Glutatyon analizi

Dokuda alifatik tiyol bilesiklerinin hafif alkali ortamda 5,5’-ditiyobis 2-

nitrobenzoik asid (DTNB, Elman reaktifi) ile tepkimesi sonucu tiyol basina olusan p-

nitrofenol anyonunun spektrofotometrik olarak dlgiilmesi prensibine dayanir. Doku

homojenatindaki GSH diizeyi Beutler yontemine gore 6l¢iilmiistiir (Beutler, 1963).
3.6.6.1 Calisma Prosediirii

Bobrek doku 6rnekleri, homojenizator kullanilarak 1/10 oraninda soguk 0.1 M
pH’s1 7,4 olan fosfat tamponu ile homojenize edildi.

Homojenatlar 4 °C’de 1500xg’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismindan
Ol¢timler yapildi.

Asagidaki kimyasallar ve hacimlerine gore tiim Ornekler i¢in numune ve bir

adet kor tiipli hazirlandi.
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Kor Ornek  Standart

Stipernatant - 0.5ml -

Coktiirme Cozeltisi - 0.75 ml -

Karistirildiktan sonra 1500xg’de 15 dakika santrifiij edilir. Buradaki siipernatantdan devam
edilir.

Glutatyon standard1 - - 0.5 ml
Stipernatant - 0.5ml -
Distile Su 0.5 ml - -
Sekonder Sodyum Fosfat 2mil 2ml 2mil
DTNB 1.5ml 1.5ml 1.5ml

Vorteksle iyice karistirildiktan sonra 5 dakika beklenir ve 412 nm dalga boyunda kore karsi
absorbansi okunur.

Coktiirme ¢ozeltisi: 1.67 gram metafosforik asit, 0.2 gram EDTA ve 30 gram NaCl bir
miktar distile suda ¢oziiliir. Bu ¢ozeltiler birlestirilip son hacim 100 ml’ye tamamlanr.
%1 Sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1 gram trisodyum sitrat tartilip 100 ml distile suda ¢oziiliir.
Belirtme reaktifinin hazirlanmasinda kullanilir.

Sekonder sodyum fosfat ¢ozeltisi: 10.65 gram Na;HPO, distile suda ¢oziiliir ve son
hacim 250 ml’ye tamamlanir.

Belirtme reaktifi: 0.8 gram DTNB o6nceden hazirlanmis olan %1°lik sodyum sitrat
¢ozeltisinde ¢oziillir ve son hacim 200 ml’ye tamamlanir. (Taze hazirlanmalidir.)
Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7.4): 3.4 gram KH2POj4 tartilir ve 250 ml distile suda
¢oziiliir. 4.35 gram KoHPO4 tartilir ve 250 ml distile suda ¢oziiliir. KoHPOg lizerine
azar azar KH2PO4 eklenmesiyle pH’s1 7.4’e ayarlanir.

GSH konsatrasyonlar1 6rnek total protein konsatrasyonlarina oranlandi. Doku GSH

6l¢iim sonuglar1 pmol/mg protein olarak verildi.
3.6.7. Protein analizi

Bobrek doku orneklerinde total protein diizeyi Gornall ve ark. tarafindan
bildirilen Biiiret yontemine gore gerceklestirildi (Gornall, Bardawill & David, 1949).
Bu yontem, alkali kosullar altinda Cu*? iyonlarmin aminoasit, peptid, protein gibi
amonyumlu bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Olusan renkli kompleksin absorbansi spektrofotometrik olarak 545 nm

dalga boyunda Slgtimleri yapildi.
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Biiiret Reaktifinin Hazirlanmasi: 1,5 gr CuSO4 ve 6 gr Na-K-tartarat tartilarak
ayr1 kaplarda az miktar distile su ile ¢oziildii. 30 gr NaOH da yine 300 ml de distile su
ile ¢ozildii (2,5 N). Bu reaktifler karistirildi ve 1 L’ye tamamlandi.

Standartlarin Hazirlanmasi: Standart olarak Bovin Serum Albumin kullanild.
20mg/ml stok ¢ozelti hazirlanarak seri diliisyonlar ile 20-10-5-2,5-1,25-0 mg/mL
hacimde standartlar hazirlandu.

Standartlar, homojenatlar ve kor icin tiipler hazirland1 ve asagidaki tabloya
gore cozeltilerin pipetlemeleri yapildi. Biiiret 6l¢lim prosediiriindeki bilesenlerin

hacimleri asagidaki gibidir.

KOR NUMUNE STANDARTLAR

Homojenat - 50 uL -
Standartlar - - 50 uL
Biiiret Rektifi 1250 uL 1250 pL 1250 pL
Distile su 50 uL - -

15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildikten sonra 545 nm’de

spektrofotometrik olarak lgtimleri gergeklestirildi.
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3.6.8. Histopatolojik analiz

Histolojik calismalar, ESOGU Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim
Dali’nda gerceklestirilmistir.

Tiim gruplarda diseksiyondan hemen sonra sol bobrek dokusu alinip ti¢ kisma
ayrilarak orta kisim histolojik analizler i¢in %10’luk né&tral formaldehit fiksasyon
stvisina koyuldu. Histolojik incelemeler i¢in alinan orta kisim bdbrek dokularinin her
biri doku takip kaseti icerisinde %10 tamponlanmis nétralformaldehit soliisyonunda
24 saat siire ile bekletildi. Kimyasal fiksasyonu tamamlanan dokular etil alkol
serisinde sirastyla 1’er saat %70, %80, %90(1), %90(2), %96(1), %96(2) ve 30 dakika
absolii etil alkolden gecirilerek dehidratasyon saglandi. Kimyasal fiksasyonu
tamamlanan dokular 30’ar dakika 2 kez ksilol uygulamasiyla dokularin seffaflanmasi
saglanip, dokular parafinizasyon i¢in 60°C etiivdeki 3 ayr1 parafinde sirasiyla 30, 60,
60 dakika siirelerle bekletilerek bloklandi. Bu bloklardan standart H&E boyama
uygulamasi yapilmak {izere kesit alisin1 kolaylagtirmak amaciyla mikrotom bigagi ve

diger malzemeler 6nceki geceden -20°C de sogutuldu.

Mikrotom (Leica RM 2025) kullanilarak 4-5 pm kalinliginda kesitler alind1 ve
su banyosunda parafin acilarak Poly-L-Lysine kapli lamlar {izerine kapatildi. Kesitler
37°C etiivde 1 gece bekletildikten sonra ksilolde deparafinize edildi. Derecesi azalan
etil alkol serilerinde hidratasyonu saglanarak H&E boyamalar1 yapildi ve preparatlar
entellan ile kapatilarak daimi hale getirildi. H&E boyanmis bobrek kesitlerinde 151k
mikroskobu diizeyinde histopatolojik incelemeleri yapildi. Hazirlanan tiim doku
kesitleri Olympus marka, CH40 151k mikroskobunda incelenerek Spot Insight marka
3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6 version program yardimiyla

fotograflandirildi.
3.6.8.1 Bobrek doku orneklerinde immunohistokimyasal analizler

Doku orneklerinde SEMA3A eksprese eden hiicrelerin saptanmasi igin
kesitler, 4 °C'de gece boyunca nemlendirilmis odalarda SEMA3A (Anti-Semaphorin
3A antibody; ab23393; Abcam) primer antikorlarin varliginda inkiibe edildi.
Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus marka, CH40 151k mikroskobunda incelenerek
Spot Insight marka 3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6 version

program yardimiyla fotograflandirildi.
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3.6.8.2 Bobrek doku orneklerinde apoptotik siireclerin belirlenmesi

Doku genelindeki apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in ise TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yonteminden yararlanildi.
Apoptotik hiicrelere ait DNA’lar hizla pargalanmakta olduklarindan, birdenbire hiicre
icerisindeki kromatin ag, biitiinliigiinii kaybeder ve 3’- OH igeren DNA parcaciklarinin
sayist ¢ok yiikselir. Hiicrede terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi,
ortama eklenen biotindUTP’yi, parcalanmis DNA parcaciklarinin serbest 3°-OH
uclarina transfer eder. Biotin ile isaretlenmis DNA parcgaciklar1 151k mikroskopunda
veya ortama floresans veren bir madde ile baglanmig streptavidin eklendiginde
floresan mikroskopunda goriiniir hale gelirler. Bu yontem tek tek hiicrelerde insitu
apoptozisi gosterebildigi i¢in hiicre kiiltiirlerinde ve doku kesitlerinde ¢ok duyarl bir
testtir. Ticari olarak satilan Apoptag Plus Peroxidase Tunel (Millipore S7101) Kiti
kullanildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, Kolmogorov-Simirnov ve Shapiro-Wilk normalite testleri
kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim gdstermeyen veriler i¢in Kruskal-Wallis
testi uygulandi. Normal dagilim gdsteren veriler i¢in deney gruplari arasindaki farki
tek yonliit ANOVA testi kullanilarak gosterildi. Tiim istatistik uygulamalar sonucunda
sayisal deger (p) olarak ortaya ¢ikan deney gruplari arasindaki farklar, p<0.05 6nem
derecesinde anlamli olarak kabul edildi. Coklu karsilastirmalarda Tukey ve Dunn testi
kullanildi. Istatistiksel analiz SPSS Versiyon 21.0 (IBM Corporation, Armonk, New
York, USA) ve Graphpad 7 Prism yazilim (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA) programlari kullanilarak yapildi. Tiim gruplardan elde edilen normal dagilim
gosteren Vveriler ortalama =+ standart hata olarak verilirken, normal dagilim

gostermeyenler medyan 50(25-75) olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Ol¢ciim Sonuclar

Her grupta sekiz hayvandan elde edilen normal dagilim gosteren veriler tek
yonlii ANOVA ile analiz edilip ortalama + standart hata olarak sunuldu ve ardindan
Tukey HSD testi ile gruplar arasi1 karsilastirmalar yapildi. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal-Wallis ile analiz edilip medyan 50(25-75) olarak sunuldu
ve ardindan Dunn’s testi ile gruplar karsilastirildi. Tiim deney gruplarina ait kan
orneklerinden elde edilen serumdaki normal dagilim gosteren BUN, CREA, UA, ve K
degerleri Tablo 4.1°de, normal dagilim gostermeyen AST, ALT ve Na degerleri ise
Tablo 4.2°de verilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalar ise sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te

gosterilmistir.

Tablo 4.1 Deney gruplarinda serum BUN, CREA, UA ve K
ortalama + standart hata degerleri
Gruplar BUN (mg/dl) CREA (mg/dl) UA (mg/dl) K (mmol/L)

Grup | 21.61 +1.09 0.47 +£0.01 0.82+0.06  5.03 +0.15

Grup Il 55.73 £2.292 0.81 +0.242 1.21£0.05%  5.53 +0.44

Grup Il 56.83 £1.58? 0.98 +£0.172 1.20+£0.07*  5.52+0.22

Grup IV 43.51 +4,943b 0.70 +0.15%0 0.93+0.05  5.23+0.14

GrupV  51.88+2.53% 0.86 £0.052 1.02 £0.08 5.33 +0.09

a: grup I’ gore karsilastirildiginda p<0.05, b: grup II ve grup III’e gore karsilastirildiginda p<0.05.

Tablo 4.2 Deney gruplarinda serum AST, ALT ve Na
medyan 50(25-75) degerleri

Gruplar Na (mmol/L) AST (U/L) ALT (U/L)
Grup | 134 (133.3-136.3) 433 (417.3-440.5) 86 (79-93)
Grup Il 141 (138.3-142)? 536.5 (495.8-576.8) 2 132 (128.3-142)
Grup 11l 138.5(137.3-139.8) 521.5 (515-550.5) 130 (118.8-141.3)2
Grup IV 140 (139-142)? 483 (474-504) 93.5 (83.5-106.5)°
Grup V 139 (138-140) 522.5 (509.3-542) 2 105.5 (98.2-113.5)

. a: grup I’ gore karsilastirildiginda p<0.05, b: grup II ve grup III’e gore karsilastirildiginda p<0.05.

45



Grup 1l (i/R) ve 11l (/R + DMSO)’deki serum CREA, UA ve BUN seviyeleri
Grup | (Sham)’e gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit
edildi (p<0.001). Grup IV (I/R +100 mg/kg CUR)’ten elde edilen verilerde ise, Grup
II ve III’e gore karsilastirildiginda serum BUN ve CREA seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenirken (p<0.05), Grup V (I/R +2 pg/kg LOXblock-
1)’te serum BUN ve CREA seviyelerinde istatistiksel bir fark gozlenmedi.
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Sekil 4.1 Gruplar arasinda serum BUN, CREA ve UA seviyelerinin
ortalama + standart hata grafigi
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Na diizeylerine bakildiginda, Grup II ve IV’ten elde edilen verilerde Grup I’
gore karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir artis oldugu goézlenirken (p<0.05), K

diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark gézlenmedi.
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Sekil 4.2 Gruplar arasinda serum Na ve K seviyelerinin medyan 50(25-75) ve
ortalama + standart hata grafigi

AST ve ALT enzim aktiviteleri degerlendirildiginde, Grup I’e gore
karsilagtirildiginda, diger gruplarda istatistiksel olarak bir artig oldugu gozlendi
(p<0.001). Grup IV’te elde edilen ALT degerlerinde, Grup II ve III’ gore
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriiliirken (p<0.05), AST

degerlerinde istatistiksel fark bulunmamustir.
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Sekil 4.3 Gruplar arasinda serum AST ve ALT aktivitelerinin
medyan 50(25-75) grafigi
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4.2. Elisa Analiz Sonuclari

Deney gruplarinin serum SEMA3A, PLXNA1, NRP1, TNF-a, IL-6, MCP1,
CYCS, CASP, TAS ve TOS parametre degerleri tablolarda gosterilmistir.

Deney gruplarinda Serum SEMA3A, PLXNA1 ve NRP1 ortalama + standart
hata degerleri Tablo 4.3’te verilmistir. Gruplar arasindaki farklar1 gésteren grafikler

ise Sekil 4.4°de gosterilmistir.

Gruplar arasinda SEMA3A diizeylerine bakildiginda, Grup II ve III’te elde
edilen verilerde, grup I ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
bir artis oldugu tespit edildi (p<<0.001). Grup IV ve V, grup II ile karsilastirildiginda
ise, SEMA3A diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma oldugu
gozlendi (p<0.001). Grup V’teki SEMA3A diizeyleri ise grup IV ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha diigiiktii (p<0.05).

En yiiksek ortalama PLXNA1 ve NRP1 degerleri, I/R’nin neden oldugu grup
II’de tespit edildi (p<0.001). Grup IV ve V arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi.
Ancak, grup II ve III ile karsilastirildiginda, bu degerlerin istatistiksel olarak anlaml1

bir azalma oldugu gézlendi (p<0.001).

Tablo 4.3 Deney gruplarinda serum SEMAS3A, PLXNAL ve NRP1 ortalama +
standart hata degerleri
Gruplar SEMAB3A (pg/mL) PLXNAL (ng/mL) NRP1 (ng/mL)

Grup | 217.7+4.20 1.11+0.01 2.17+0.04
Grup Il 570.3 + 7.822 2.29+0.028 3.27 £0.042
Grup 111 556.8 + 8.80? 2.31+0.018 3.23+0.042
Grup IV 369.7 £ 4.72%b 1.92 +0.0230 2.72 +£0.05%P
Grup V 335.6 + 5.0730¢ 1.99 + 0.0220 2.56 + 0.06%°

a: grup I’ gore karsilastirildiginda p<0.001, b: grup Il ve grup III’e goére karsilastirildiginda p<0.001, c: grup IV’e gore

karsilastirlldiginda p<0.05
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Sekil 4.4 Gruplar arasinda serum SEMA3A, PLXNAL ve NRP1
ortalama + standart hata grafigi

Deney gruplarinda Serum TNF-a ie IL-6 ortalama + standart hata ve MCP1
medyan 50(%25-%75) degerleri Tablo 4.4’de verilmistir. Gruplar arasindaki farklar
gosteren grafikler ise Sekil 4.5°de gosterilmistir.

TNF-o ve IL-6 i¢in Grup II ve Ill’ten elde edilen verilerde, grup | ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlendi (p<0.05). Grup IV ve
V’ten elde edilen TNF-a ve IL-6 degerlerinde bir azalma gozlense de grup 11 ve Il ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi. Grup II ve III’ten
elde edilen MCP1 verilerinde ise, grup I ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamlh bir artis gozlendi. Grup IV ve V te ise, grup II ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. Grup V’ten elde edilen

verilerde ise, grup IV’ e gore istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gézlendi.
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Tablo 4.4 Deney gruplarinda serum TNF-a, IL-6 ve MCP1 medyan 50(25-75) ve
ortalama + standart hata degerleri
Gruplar TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL) MCP1 (pg/mL)

Grup| 21.60(20.38-29.59) 6.86 (6.79-6.93)  272.7+7.88

Grup Il 37.78(29.20-50.75)° 7.04 (7.04-7.11)* 813.4 + 13.98°

Grup Ill  40.24 (33.95-43.72)* 7.08 (6.97-7.13)*  808.2 + 14.24*

Grup IV 25.10(20.99-33.22)  6.95(6.88-7.02)  653.2 & 11.123b

GrupV  29.21 (25.70-34.14) 7.04(6.95-7.31) 439.6 + 10.542b¢

a: grup I’ gore karsilastirildiginda p<0.05, b: grup II ve grup III’e gore karsilastirildiginda p<0.05, c: grup IV’e gore

karsilastirldiginda p<0.05
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Sekil 4.5 Gruplar arasinda serum TNF-a, IL-6 ve MCP1 medyan 50(25-75) ortalama
+ standart hata grafigi
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Deney gruplarinda Serum TAS ve TOS ortalama + standart hata degerleri
Tablo 4.5’de verilmistir. Gruplar arasindaki farklari1 gosteren grafikler ise Sekil 4.6’de
gosterilmistir. En yliksek TOS degerleri, grup II’de tespit edildi. Grup IV ve V’teki
TOS degerleri grup II ve III’e gore kiyasla istatistiksel olarak daha diisiiktii (p<0.001).
Curcumin uygulanan grup IV’te, grup II ve III’e gore kiyasla TAS seviyelerinde bir
arti tespit edilmistir (p<0.001). Ancak, Loxblock-1 uygulanan grup V’te, bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli degildi. Grup II ve III’deki OSI degerleri, diger gruplardan
anlamli derecede daha yiiksekti. Grup IV ve V’teki OSI degerlerinde grup II ve I1I’e

gore kiyasla istatistiksel anlamli bir azalmanin oldugu bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4.5 Deney gruplarinda serum TAS, TOS ve OSI ortalama + standart hata

degerleri

Gruplar TAS TOS OSlI

Grup | 1,55+ 0.01 5.09+0.01 1.98 £ 0.01

Grup Il 0.87 £0.05°2 12.71 £ 0.392 14.51 £0.398

Grup 111 0.88 £ 0.028 12.18 £ 0.242 13.82+041°%

Grup IV 1.26 £ 0.022P 7.30 £ 0.012P 5.78 + 0.04 20

GrupV 0.92 +£0.03 3¢ 6.27 +£0.0130¢ 6.84 +£0.243b
a: grup I’ gore karsilastirildiginda p<0.001, b: grup II ve grup IIl’e gore karsilastirildiginda p<0.001, c: grup IV’e gore
karsilastirlldiginda
p<0.001
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Sekil 4.6 Gruplar arasinda serum TAS, TOS ve OSI ortalama + standart hata grafigi

Deney gruplarinda Serum CYCS ve CASP3 aktiviteleri ortalama + standart
hata degerleri Tablo 4.6”da verilmistir. Gruplar arasindaki farklar1 gosteren grafikler
ise Sekil 4.7°de gosterilmistir. Grup I ile grup II ve III arasinda CYCS ve CASP3
aktivitesi degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir
(p<0.001). Grup IV ve V, grup Il ile karsilastirildiginda CYCS ve CASP3 aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli diislis tespit edildi (p<0.001). Grup V’de elde edilen
verilerde ise grup IV ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (p<0.001).
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Tablo 4.6 Deney gruplarinda serum CYCS ve CASP3 ortalama + standart hata
degerleri
Gruplar CYCS (ng/mL) CASP3 (ng/mL)

Grup | 5.18 £0.10 2.11 +£0.01
Grup Il 14.68 + 0.11° 11.37 £0.032
Grup Il 14.87 +0.042 11.53 +£0.032

Grup IV 9.60+ 0.082° 7.17 +£0.032P

GrupV 8.17+0.013P¢ 6.16 + 0.03%P¢

a: grup I’ gore karsilastirildiginda p<0.001, b: grup II ve grup III’e goére karsilastirildiginda p<0.001, c: grup IV’e gore
karsilastinldiginda p<0.001
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Sekil 4.7 Gruplar arasinda serum CYCS ve CASP3 diizeylerinin
ortalama + standart hata grafigi

4.3. Real-Time PCR Analiz Sonuclar:

SEMA3A, PLXNA1, NRP1, MCP1, TNF-a ve IL6 mRNA ekspresyon
degerleri sirasiyla tablo 4.7 ve 4.8’de verilmistir. B-aktin primeri housekeeping gen
olarak kullamilmistir. Tim gruplara ait elde edilen 2"(-AACT) degerleri gruplar
arasinda karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir.

Grup Il ve II, grup I ile karsilagtirildiginda SEMA3A gen ekspresyon
diizeylerinde istatistiksel olarak yaklagik dort kat anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0.05). Tedavi gruplar1 olan grup IV ve V’e bakildiginda ise SEMA3A gen
ekspresyon diizeyleri azalmis olsada, bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli
degildi. PLXNA1 ve NRP1 gen ekspresyon diizeylerinde ise gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.
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Tablo 4.7 Deney gruplarina ait SEMA3A, PLXNA1 ve NRP1 gen ekspresyonu
ortalama + standart hata degerleri
Gruplar  SEMA3A PLXNAL NRP1

Grupl 1,244+0,38 0.808+0.28 0.756+0.19

Grup Il 5038+0.88% 1.877+0.57 2.289+0.90

Grup Il 5.036+1.03% 1.732+0.48 2.109+0.62

Grup IV 3359+0.51 1.469+049 1.131+0.40

GrupV 3533+127 2399+1.02 1.293+0.37

a: grup I’ gore karsilastirlldiginda p<0.05

Gruplar arasindaki gen ekspresyon diizeyleri katl degisim olarak Sekil 4.8°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.8 Bobrek dokusuna ait gruplar arasinda SEMA3A, PLXNAL, NRP 1 mRNA
ekspresyon kat degisim grafigi
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Grup II’deki IL-6 ve MCP1 gen ekspresyon diizeylerinde grup I ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05). Grup 111
ve IV’te MCP-1 gen ekspresyon diizeyleri grup I ile kiyaslandiginda daha yiiksek
gozlenirken, grup V’teki IL-6 ve MCP-1 gen ekspresyon diizeyleri grup II’ye gore
istatistiksel olarak azaldigi tespit edilmistir. Gruplar arasindaki gen ekspresyon

diizeyleri katli degisim olarak Sekil 4.9’da gosterilmistir.

Tablo 4.8 Deney gruplarina ait IL-6 ve MCP1 gen ekspresyonu
ortalama + standart hata degerleri

Gruplar IL-6 MCP 1
Grup | 1.215+0.24 1.462 + 0.40
Grup 1l 6.689 +2.338 58.97 £21.992
Grup 111 6.149 + 1.342 39.31 £ 20.752
Grup IV 3.268 +£ 0.52 18.92 +2.01@
Grup VvV 1.253 £ 0.41° 431+1.17°

a: grup I'e gore karsilagtirildiginda p<0.05, b: p<0.05 grup II’ye gore karsilastirildiginda
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IL-6 mRNA ekspresyon dizeyleri MCP1 mRNA ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.9 Bobrek dokusuna ait gruplar arasinda I1L-6 ve MCP1 mRNA ekspresyon
kat degisim grafigi
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TNF-a gen ekspresyonu belirlemek i¢in iki ayr1 primer ile Olgiimler
gerceklestirildi. Istatistiksel analizler i¢in gruplardan yeteri kadar cT verileri elde
edilmedi. Bu ylizden, gruplar arasinda TNF-a icin gen ekspresyon diizeyleri
belirlenemedi. Erime egrisi analizi, spesifik olmayan primer ve primer dimer
tirtinlerini tespit eder. TNF-a i¢in erime egrisi grafigi sekil 4.10°da gosterilmistir.
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6000.0

10000 P -
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Tm: 86.44
Temperature (°C)

Sekil 4.10 TNF-a erime egrisi analizi
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4.4, Bobrek Dokusunda MDA, MPO ve GSH Analiz Sonuclar

Deney gruplarindan elde edilen bobrek dokusundaki MDA, MPO ve GSH
medyan 50(25-75) ve ortalama + standart hata degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.

Gruplar arasindaki farklari gosteren grafikler ise Sekil 4.11°de gdsterilmistir.

Grup I’e gore kiyasla, grup II, III ve V’te bobrek dokusunda MDA degerleri
anlamli olarak daha ytiksekti (p<<0.05). Grup IV’te ise MDA degerleri, Grup Il ve [II’e
gore kiyasla anlamli bir diisiis gosterdi (p<0.05). Bobrek dokularinda GSH degerleri
grup I’e gore kiyasla diger gruplarda anlamli olarak daha diistiktii (p<0.05). Grup IV,
grup II ve Il ile kiyaslandiginda GSH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
vardi. Ancak, grup V, grup Il ve Il ile kiyaslandiginda bdyle bir fark gozlenmedi. Grup
IV ile Grup V kiyaslandiginda ise istatistiksel bir fark vardi (p<0.05). MPO degerleri
grup ’e gore kiyasla diger gruplarda daha yiiksekti (p<0.05). Grup IV ve V’ten elde
edilen degerler ise grup II ve IlI’e gore kiyasla istatistiksel olarak daha diistikti
(p<0.05). Grup IV ve V arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.

Tablo 4.9 Deney gruplarina ait bobrek dokusunda MDA, MPO ve GSH medyan
50(25-75) ve ortalama + standart hata degerleri

Gruplar MDA MPO GSH
(nmol/mg protein) (U/mg protein) (nmol/g protein)
Grup | 1.92 (1.88-1.94) 0.10+0.01 2.62 £ 0.04
Grup Il 4.06 (4.05-4.08)? 0.27 +0.01° 1.29 + 0.082
Grup 111 4.06 (4.01-4.11) 0.27 +0.012 1.28 + 0.06°
Grup IV 2.31(2.16-2.33)° 0.18 +£0.012P 1.96 £ 0.072°
Grup V 3.84 (3.68-3.94)? 0.19 +£ 0.012P 1.27 +0.043¢

a: grup I’e gore karsilastinldiginda p<0.05, b: p<0.05 grup II’ye gore karsilastirldiginda, c: p<0.05 grup IV’e gore
karsilastinldiginda
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Sekil 4.11 Gruplar arasinda bobrek dokusundaki MDA, MPO ve GSH medyan
50(25-75) ve ortalama + standart hata degerleri grafigi
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4.5. Histopatolojik Analiz Sonuclar:

Caligmamizdaki tiim deney gruplarmin bobrek dokularima ait kesitlerden elde
edilen 151k mikroskop, TUNEL ve SEMA3A immiinohistokimyasal goriintiileri
asagidaki sekillerde gosterilmistir. Immiinohistokimya skorlama degerleri Tablo

4.10°da verilmistir.

Grup I’e ait sigan bdbrekleri malpighi cisimleri (P) ve tiibiiler yapilartyla
normal histolojik yapida izlendi.

Sekil 4.12 Grup | renal doku 151k mikroskobik goriintiisii
(dt; distal tiibiil, pt; proksimal tiibiil, HE, 50.0pum)
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Grup II’ye ait sigan bobreklerinde nekrotik tiibiiller (@), tiibiiler hasar, epitelde
dokiilmeler (%), malpighi cisimlerinde hasar ve bowman araliginda azalma (—)

goriildii.

Sekil 4.13 Grup Il renal doku 151k mikroskobik goriintiisii
(dt; distal tiibiil, HE, 50.0pum)

Grup I11’e ait sigan bobreklerinde nekrotik tiibiiller (), tiibiiler hasar, malpighi

cisimlerinde hasar ve bowman aralifinda azalma (—) goriildii.

Sekil 4.14 Grup 111 renal doku 151k mikroskobik goriintiisii (HE, 50.0pum)
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Grup IV’e ait sican bobreklerinde grup II’ye gore azalmis hasar izlendi. Bobrek
malpighi cisimleri (P) ve tiibliler yapilartyla normale yakin histolojik yapida

gbzlendi.

Sekil 4.15 Grup IV renal doku 151k mikroskobik goriintiisii
(dt; distal tiibiil, pt; proksimal tiibiil, HE, 50.0pum)
Grup V’e ait siganlarin bobreklerinde birkag tiibiilde hiicresel dokiilmeler
izlense de (o) genel degerlendirmede bobrek malpighi cisimleri (P) ve tiibiiler

yapilariyla normale yakin histolojik yapida izlendi.

Sekil 4.16 Grup V renal doku 151k mikroskobik goriintiisii (dt; distal tiibiil, pt;
proksimal tiibiil, HE, 50.0um)
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Tim deney gruplarindan elde edilen bobrek doku kesitlerinde apoptotik

hiicreleri belirlemek icin kullanllan TUNEL goriintiileri asagidaki sekillerde
gosterilmistir.

Grup I’e ait sigan bobreklerinde kortekste TUNEL negatif boyanma goriildii.

50.0 um

Sekil 4.17 Grup | renal doku TUNEL 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0um)

Grup II’ye ait sican bobreklerinde 6zellikle distal tiibiil epitel hiicrelerinde ¢ok
sayida TUNEL pozitif boyanmis hiicreler gézlendi (P> ).

- - e
e - : l~‘{-; -
-~ > . « -. - -
- - . ;.' &
" A;. » - L3
_ i o
- - A‘.
- - - o
~ K "'-
“ - »
- -
-
- v . ® - - -
» - ® & - ..
v -y -
L4
- A
. - -
- . -
4. ’
-

Sekil 4.18 Grup Il renal doku TUNEL 1s1k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0um)
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Grup III’e ait sigan bobreklerinde TUNEL pozitif boyanma goriildii.

Sekil 4.19 Grup 111 renal doku TUNEL 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0pm)

Grup IV’e ait sican bobreklerinde birkag tiibiil epitel hiicresinde minimal

sayida TUNEL pozitif boyanmis hiicreler dikkat ¢ekmekte (P)

Sekil 4.20 Grup IV renal doku TUNEL 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0pm)

63



Grup V’e ait sican bobreklerinde birkag tiibiil epitel hiicresinde minimal sayida

TUNEL pozitif boyanmis hiicreler dikkat ¢ekmekte (P ).

Sekil 4.21 Grup V renal doku TUNEL 1s1k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0pm)
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Tiim deney gruplarindan elde edilen sigan bobrek kesitlerinin SEMA3A
proteini ile boyanarak 1sik mikroskobik goriintiileri asagidaki sekillerde gosterildi
(SEMAS3A, scale bar: 50.0um).

Grup I’e ait sigan bobreklerinde Sema3 A proteinin negatif boyandigi gozlendi.

Sekil 4.22 Grup | renal doku SEMA3A 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0pm)
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Grup I’ye ait sican bobreklerinde 6zellikle distal tiibiil epitel hiicrelerinde (—)
SEMAGZA ileri diizeyde pozitif boyandig1 gézlendi. SEMA3A proteinin, Grup I’e gore
daha fazla oldugu goriildii.

" Eo 5 \‘. e, e . -
Sekil 4.23 Grup 1l renal doku SEMAS3A 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0um)

Grup III’e ait sigan bobreklerinde 6zellikle distal tiibiil epitel hiicrelerinde (—)

SEMAS3A ileri diizeyde pozitif boyandigi gozlendi. Grup II’ye gore benzer boyama
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Sekil 4.24 Grup 111 renal doku SEMAB3A 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0pum)
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Grup IV e ait sigan bobreklerinde 6zellikle distal tiibiil epitel hiicrelerinde (—)
SEMAGSA az diizeyde pozitif boyanma oldugu gozlendi. Curcumin verilen Grup IV’te,
Grup II’ye géore SEMASA proteinlerinin azaldig tespit edildi.
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Sekil 4.25 Grup 1V renal doku SEMA3A 151k mikroskobik goriintiileri
(scale bar: 50.0pm)

Grup V’e ait sigan bobreklerinde 6zellikle distal tiibiil epitel hiicrelerinde (—)
Sema3a orta diizeyde pozitif boyanma oldugu gézlendi. Loxblock-1 verilen Grup V’te,
Grup II’ye gore SEMAS3A proteinlerinin azaldigi tespit edildi. Ancak, Grup IV’e gore
daha fazla SEMAS3A proteinin boyandigi gézlendi.

Sekil 4.26 Grup V renal doku SEMAB3A 151k mikroskobik goriintiileri (scale bar:
50.0pm)
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Tablo 4.10 Deney gruplarina ait bobrek kesitlerinde
SEMAZ3A skorlama degerleri
Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V

-: boyanma yok +: az boyanma ++: orta boyanma +++: ¢ok boyanma. *: grup I ile karsilastirildiginda p<0.001, ** grup Il ve 11

ile karsilastirildiginda p<0.001
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5.TARTISMA

AKI veya bobrek yetmezligi, bobregin hizli bir fonksiyon bozuklugu olarak
tanimlanmistir. AKI tanisinda kullanilan serum CREA, BUN ve UO ise AKI'nin geg
ve sensitif olmayan belirtegleridir (Ronco, Bellomo & Kellum, 2019). Bu nedenle,

AKI’da yeni tan1 biyobelirteglerinin arastirilmasi gerekmektedir.

I/R hasari, akut bobrek yetmezliginin en 6nemli nedenlerinden biridir
(Friedewald & Rabb, 2004). I/R kaynakli bobrek hasarmnin tedavisi ve mekanizmasi
ile ilgili ¢aligmalar popiilerligini korumaktadir. Hayvan modelleri, I/R'nin
mekanizmalarini anlamak igin yaygim olarak kullanilmaktadir. I/R'nin hem hastalarda
hem de deney hayvanlarinda ciddi histopatolojik ve biyokimyasal hasarlara yol actig
kaydedilmistir (Holderied & Anders, 2014; Bonventre & Zuk, 2004; Bonventre &
Yang, 2011).

Serum BUN ve CREA seviyeleri bobrek fonksiyonunu degerlendiren en sik
kullanilan belirteclerdir. Belirgin derecede artmig BUN ve CREA seviyeleri AKI'nin
tipik gostergeleridir (Star, 1998; Molina vd., 2005; Visnagri, Kandhare & Bodhankar,
2015).

I/R hasarimi olusturmak icin farkli metot ve zaman siireleri kullanilarak bobrek
fonksiyonlar1 degerlendirilmistir. Siganlara 30 dk siire ile bilateral bobrek iskemisinin
ardindan 24 saatlik reperfiizyon uygulanmasinda bobrek fonksiyon belirteglerinden
olan serum iire ve CREA seviyelerinde artis tespit edilmistir (Hoffmann vd., 2012).
Sicanlara 45 dk iskemi ve alt1 saat reperfiizyon uygulanan calismada I/R grubunda
serum CREA diizeyinde farklilik bulunmustur (Wang vd., 2013). Siganlara 60 dk
iskemi 24 saat reperflizyon uygulamast ile I/R hasar1 olusturulan galismada ise I/R
grubunda serum CREA, BUN ve UA seviyelerinde artis oldugu gosterilmistir
(Mousavi, 2015).

Arastirmalarda goriildiigii iizere bobreklerde en az 30 dk siirede I/R hasari
goriilebilmektedir. Sonuglarimiz, I/R hasari olusturulan gruplarda kontrol grubuna
kars1 glomertiler filtrasyon bozuklugunun gostergesi olan serum BUN, CREA ve UA
diizeyindeki yiikselmenin, daha &nce farkli siireler ile gergeklestirilen bdbrek I/R

calismalarindaki sonuglar ile paralellik gostermistir.

Renal 1/R modellerinde Na*K*ATPaz aktivitesinin bozulmasima bagl olarak

tiibiiler sodyum reabsorbsiyonu ve GFR’de azalma oldugu gosterilmistir (Kwon vd.,
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2000). AKI’'nin patofizyolojik etkileri arasinda kanda ve hiicre dis1 sivida su,
metabolik iiriinler ve elektrolitlerin birikmesi yer almaktadir. Renal I/R modeli
kullanilmis bir ¢alismada iskemi sonrasinda Na degerlerinin azaldigi, K degerlerinin
ise artt1g1 bulunmustur (Pektas vd., 2014). Calismamizda ise I/R hasar1 olan grupta Na
diizeylerininin kontrol grubuna gore karsilastirilldiginda arttigt goriilmiigken, K

diizeylerindeyse bir fark gézlenmemistir.

AST hem sitozolik, hem de mitokondriyal bir enzimdir, karaciger disinda kalp
ve iskelet kas1 gibi diger organlarda da bulunur. ALT ise sitozolik bir enzimdir, en
fazla karacigerde bulunur, bu nedenle karaciger hasarini géstermede AST’den daha
spesifiktir (Kantar, 2017). Yapilan ¢alismalarda, iskemi sonrasinda ALT ve AST
enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore kiyasla artis oldugu bulunmustur

(Bayramoglu vd., 2014, Sagiroglu vd., 2014, Yousefi vd.,2019).

Elde ettigimiz bulgularin 6nceki ¢alismalar ile uyumlu oldugu, I/R hasarinda

AST ve ALT enzim aktivitelerinde artig oldugu gozlenmistir.

Inflamatuar yanit, I/R kaynakli bobrek hasarinda énemli bir patofizyolojik
stirectir (Malek & Nematbakhsh, 2015). Noétrofil infiltrasyonu, ROS iiretimi ve tiibiiler
epitel hiicre aktivasyonu, dogal ve wuyarilabilir bagisiklik sistemleri yoluyla
inflamatuar kaskad tetikleyebilir. Buna karsilik, TNF-a, IL-1p ve IL-6 dahil olmak
tizere proinflamatuar sitokinler, ndtrofil aktivasyonu ve infiltrasyonu yoluyla lokalize
doku hasarini baglatir. MCP1, yakin zamanda iizerinde ¢alisilan, hasar ve inflamasyon
bolgelerinde ifade edilen, makrofaj adhezyonu ve kemotaksisini tesvik etmek i¢in
kemokin reseptorlerine baglanan makrofajlar1 yonlendiren bir renal biyobelirtectir.
Progresif bobrek hastaliginda MCP1'in ekspresyonu meydana gelebilir (Chen vd.,
2014). Bu nedenle AKI'daki MCP1'in roliinii arastirmaya yonelik ilgi artmustir.

Calismalarin ¢ogunda bobrek I/R hasarinda TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyeleri
artmistir (Hong vd., 2017). 45 dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon ile I/R hasar
olusturulan siganlarda, kreatinin klirensinde ve Na fraksiyonunda azalma oldugu
bulunmustur. Bobrek dokularinda GSH, CAT ve SOD diizeylerinde azalis, MDA
diizeylerinde ise artig gozlenmistir. Ayni ¢aligmada, TNF-a mRNA ekspresyonlarinda
artis ve renal dokularda histolojik hasar gozlenmistir (Gholampour vd., 2019).

Calismamizda, I/R grubunda IL-6 ve MCP1 gen ekspresyon diizeyleri
artmigtir. Serum TNF-0, IL-6 ve MCP1 degerleri i¢in I/R gruplarindan elde edilen

verilerde de yiikselme gézlenmistir.
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Bobrek anoksiye son derece duyarlidir, bu da onu hipoksik yaralanmaya kars1
savunmasiz hale getirir. Oksidatif stres, bobrek I/R hasarmin baslangicinda ve
gelisiminde anahtar adim olarak kabul edilir (Rovcanin vd., 2016). Bébrek I/R
hasarindan sonra MDA ve 8-OHdG seviyelerinin arttigir ve SOD ve TAC aktivitelerinin
azaldig1 gosterilmistir (Hong vd., 2017). Iskemik bdbrekte nétrofillerin gogii ve
aktivasyonu ROS, MPO ve inflamatuar faktorleri serbest birakir (Bolisetty & Agarwal,
2009). Reperfiizyon ile bobrekte meydana gelen ROS olusumuna ilk maruz kalan

yapinin kan oldugu bilinmektedir.

Calismamizda, serumda en yiiksek TOS ve en diisiik TAS degerleri, I/R
grubunda tespit edilmistir. Buna bagli olarak OSI degerleri de I/R gruplarinda yiiksek
bulunmustur. Bobrek dokusunda ise I/R gruplarinda MDA ve MPO degerleri yiiksek,
GSH degerleri ise diisiik bulunmustur.

Aydemir ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, I/R hasarmi engellemek igin
uyguladiklar1 maddenin DMSO’da ¢oziilmesinden dolayi, I/R hasari ile birlikte 2
mg/kg DMSO grubu olusturmuslardir. DMSO grubundan elde ettikleri sonuglarda,
serum BUN ve CREA ile doku MDA, SOD, CAT ve CASP3 parametrelerinde I/R
grubu ile benzer sonuclar bulmuslardir (Aydemir vd., 2018).

Si ve arkadaslarmin yaptig1 calismada, I/R ve I/R + DMSO (%45) gruplarinda
serum CREA ve plazma iire seviyelerinde kontrol grubuna gore artis oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada, histolojik bulgularda ve TUNEL gériintiilerinde de I/R ve
I/R + DMSO grubunda hasar gozlenerek benzer sonuglar elde edilmistir. CASP3 ve
MCP1 diizeylerinde ise her iki grupta, kontrol grubuna gore artis oldugu gozlenmistir
(Sivd., 2013).

Tanyeli ve arkadaglarinin yaptig1 farkli bir ¢alismada ise, ¢oziiciiniin etkisini
belirlemek amaciyla I/R hasar modelinden bir hafta 6nce baslayarak oral yolla DMSO
vermislerdir. I/R ve I/R+DMSO gruplarindan elde edilen verilerde ise, sican
dokularinda SOD ve TAS degerlerinin sham grubuna goére azaldigini, MDA, MPO,
TNF-a, IL-1B, TOS ve OSI degerlerinin ise arttigmi bulmuslardir. I/R ve I/R + DMSO

gruplarinda ise tiim parametreler arasinda fark bulunmamistir (Tanyeli vd., 2020).

Han ve arkadaslari, I/R hasar1 yaptiklar1 fare modeli ¢alismasinda, I/R hasarini
engellemek i¢in uyguladiklart maddeyi %0.1 DMSO igerisinde ¢ézmiisler ve ayr1 bir

grup olusturmamuslardir (Han vd., 2017). Sicanlarda omurilik I/R hasar1 ¢alismasinda
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ise ayrica bir DMSO (1 mL) grubu olusturulmamistir (Pour vd., 2019). Zorica ve
arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada ise I/R hasarinin DMSO (%10)’dan bagimsiz
olarak meydana geldigini hem biyokimyasal hem de histolojik sonuglar ile

gostermislerdir (Zorica vd., 2008).

Bazi ¢aligmalar DMSO'nun ROS'lar1 azaltarak I/R hasari iizerinde koruyucu
etkisi oldugunu bildirmistir. Son on yilda, DMSO'nun biyokimyasal parametrelerin
yani sira histopatolojik bulgularla karaciger I/R hasari {izerindeki koruyucu etkilerini
gosteren ¢alismalar yapilmistir (Akytirek, Kafali & Muhtaroglu, 2000; Hatipoglu vd.,
2001). Bununla birlikte, bu ajanin popiilaritesi nefrotoksik etkileri nedeniyle
azalmistir. Sahin ve arkadaslar ise toksik olmayan dozlarda ve yavas salinimda I/R

hasarinda DMSO etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir (Sahin vd., 2004).

Literatiirde gbzlenen bu arastirmalardan dolay1 ¢alismamizda ¢oziicli olarak
kullandigimiz  %1’lik DMSO’yu ayr1 bir grup olarak olusturduk. Bahsedilen
calismalar ile sonuclarimiz parelellik gostermistir. I/R grubundan elde edilen hem

biyokimyasal hem de histolojik sonuc¢larimizda istatistiksel olarak fark bulunmamustir.

Semaforin-pleksin sisteminin Onemi g¢esitli hastaliklarda yaygin olarak
taninmasia ragmen, bobrek I/R hasari sirasinda ve tedavisinde ilk kez SEMA3A,
PLXN A1 ve NRPI sisteminin rollerini arastirmis olduk. Bu amacgla metodumuzda
serum SEMA3A, PLXN Al ve NRP1 ile klasik biyobelirte¢lerden olan serum CREA
ve BUN diizeyleri ile arastirilmistir. Sema3A'nin /R ile indiiklenen AKI'daki roliinii
daha fazla arastirmak icin iki tamamlayic1 yaklagim kullanilmistir. CUR ve
LOXblock-1 ile inflamatuar siiregler, oksidatif stres, apoptoz ve histololojik analizlere

bakilarak iki tedavi yaklagiminin etkisi karsilastirilmastir.

Netrin-1 ve SEMA3A'nin karaciger nakli hastalarinda AKI tanisindaki
yararliligimmi belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada, karaciger transplantasyonundan
48 saat sonra serum CREA’nin bir belirte¢ olarak kullanilmasi ile AKI saptanmustir.
Buna karsilik, idrar netrin-1, SEMA3A ve NGAL seviyeleri 6nemli olgiide artmis ve
karaciger transplantasyonundan iki saat sonra doruga wulasmistir. Ancak,
transplantasyondan alt1 saat sonra artik anlamli bir sekilde yilikselmemistir. Bu
calismada SEMAB3A ve netrin-1'in karaciger transplantasyonundan sonra AKI'nin

erken tani biyobelirtecleri olabilecegi gosterilmistir (Lewandowska vd., 2014).
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AKI’dan sonra SEMA3A'nin indiiklenip indiiklenmediginin gosterildigi
hayvan c¢alismasinda ve kardiyopulmoner bypass (CPB) sonrasinda AKI tanis1 olarak
SEMAJ3A’nin kullanip kullanilmayacaginin degerlendirildigi insan ¢alismasinda, fare
bobregin distal tiibiillerinde lokalize olan sema3 A’nin bobrek reperfiizyonundan sonra
{ic saat igerisinde, serum CREA ise 24 saatte arttif1 gosterilmistir. insanlarda ise,
CPB'den ortalama 48 saat sonra artan serum CREA degerleri ile AKI tespit edilmisken,
SEMA3A’nin CPB’den iki saat sonra arttig1, alt1 saatte pik yaptigi ve 12 saat sonra
onemli bir artisin olmadigi gosterilmistir. Bu sonug¢lar, SEMA3A'nin deneysel ve
pediatrik AKI'da erken, Ongoriicii bir biyobelirteg oldugunu ve serum CREA
diizeyindeki artistan ¢ok daha once CPB sonrasi AKI'nin gilivenilir erken tani ve

prognozunda kullanilabilecegini gostermistir (Jayakumar vd., 2013).

SEMA3A'nin genetik olarak inaktivasyonu saglanmis ve genetigi
degistirilmemis farelerde I/R hasar1 ile olusturulan AKI ¢alismasinda, RT-PCR analizi,
SEMAZ3A reseptorii PLXN Al ekspresyonunun hafifce arttigini, buna karsilik, PLXN
A2 ve NRP2 ekspresyonunun, normal farelerde veya SEMAS3A mutant farelerde I/R
hasarinda degismedigi gosterilmistir. Bununla birlikte, PLXN A3 ekspresyonu,
[/R’den sonra onemli olgiide baskilanmistir. Bobrekte NRP1’in artan protein
ekspresyonu normal faredelerde I/R’den sonra sekiz kat artarken, Sema3A mutant
farelerde tamamen baskilanmigtir. Reperflizyon hasarindan sonra hasarli proksimal
tiibiiler epitel hiicrelerinde SEMA3A’nin pozitif boyandigi gosterilmistir. Hem
normal hem de SEMA3A mutant farelerde I/R hasarindan sonra serum CREA
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla artmig olmasina ragmen, SEMA3A mutant
farelerde daha diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Normal farelerde ise I/R
hasarindan sonra SEMA3A ekspresyonunun azalmasi ¢eliskili sonuglar vermistir

(Ranganathan vd., 2014).

Konig ve arkadaslar1 hepatik I/R modeli iizerine yaptiklar1 galismada SEMA7A
ve PLXN CI sinyal yolag iizerinde durmuslardir ve SEMA7A’nin, inflamatuar
bagisiklik yanmitinin efektor fazi sirasinda 6nemli bir rol oynayan nétrofiller,
makrofajlar ve monositlerde sitokin {iretimini indiikleme yetenegine sahip oldugunu
belirtmislerdir (Worzfeld & Offermanns, 2014; Koénig vd., 2016). Ancak, bu sistemin
asir1 yeniligi ve insan ¢alismalarinin eksikligine dayanarak, klinik arastirmalar i¢in ¢ok
erken oldugu ve Oniimiizdeki yillarda potansiyelinin kritik olarak arastiriimasi

gerektigi ifade etmiglerdir (Eckle, 2016).
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Bagka bir ¢alismada ise, gecici iskemi veya cisplatin ile indiiklenen AKI’nin
ardindan, SEMAJ3A protein ekspresyonu distal ve toplama tiibiillerinde indiiklendigi
gosterilmistir (Jayakumar vd., 2013; Ranganathan vd., 2014).

Fang ve arkadaslarimin yaptigi caligmada, hem bobrekte hem de serumda
SEMA3A ekspresyonunu arttign bulunmustur. Aym calismada, renal I/R hasarl
farelerin bobreklerinde Sema3A’nin immiinohistokimyasal boyama goriintiileri elde
edilmis ve I/R gruplarindaki dokularda SEMA3A’nin fazla boyandig1 gdsterilmistir.
Tim gruplarda serum SEMAS3A ile BUN ve CREA arasinda pozitif korelasyon oldugu
sonucuna varilmistir (Fang vd., 2018).

Tian ve arkadaslari, LPS ile AKI olusturduklar1 ¢alismada, serum BUN ve
CREA degerlerinin kontrol grubuna gore kiyasla arttigini tespit etmislerdir. Histolojik
goriintiilerde, LPS grubunda tiibiiler hasarin artt1g1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda, LPS
uygulanan farelerde, SEMA3A mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttigini
ve immiinohistokimyasal analizde SEMA3A’nin in vivo olarak tiibiiler epitel hiicre
inflamasyonu ve apoptozu ile pozitif iliskili oldugu gozlenmistir (Tian vd., 2018).

Glomertiilonefrite neden olan dolasimdaki bagisiklik kompleksleri gibi bir dizi
otoimmiin anormallik gosteren fareler iizerine yapilan bir ¢alismada, SEMA3A
tedavisi, bobrek hasarin1 6nemli Ol¢lide azaltmis, yani glomeriillerde bagisiklik
komplekslerinin birikmesini Onlemistir. Ancak, kontrol farelerinde glomeriiler
inflamasyon ve tiibiiler hasar hizla gelismis ve sagkalim orani azalmistir (Bejar vd.,

2018).

Cr(VI) indiiklii AKI sirasinda mTOR yolaginin aktive olmasiyla SEMA3A’nin
onemli derecede arttig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda, bu hasarin oksidatif stres ve
apoptoz ile iligkili oldugu MDA ve CASP3 seviyelerinin arttigi, GSH seviyelerinin
azaldig1 belirtilmistir (Song vd., 2018).

Ranganathan ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, proinflamatuar sitokinlerin
MRNA ekspresyonlarina bakildiginda I/R hasarindan sonra normal ve SEMA3A
mutant farelerde kontrol grubuna kiyasla TNF-a, IL-6 ve MCP-1 ekspresyonlarinin
arttifl gozlenmistir. ELISA analizlerinde ise SEMA3A mutant farelerde, I/R
hasarindan sonra idrarda IL-6 ve MCP1 diizeyleri azalirken, plazma 6l¢iimlerinde bir
degisiklik olmamistir. Normal farelerde ise I/R hasarindan sonra hem idrar hem de
plazmada inflamatuar sitokinlerin artisi gozlenmistir. Ayni1 ¢alismada, TUNEL

goriintiilerinde hem normal farelerde hemde Sema3A mutant farelerde I/R hasarindan
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sonra boyanma gozlenerek apoptozun indiiklendigi gosterilmistir (Ranganathan vd.,
2014).

G proteinine bagli reseptorler (GPCR) renal fonksiyonun diizenlenmesinde yer
almaktadir. GPCR ailesinin yeni tanimli iiyesi olan Gpr97 eksikligi ile I/R hasarinda
SEMA3A’nin baskilandigi, bu sayede TNF-o, IL-6, MCP1 gibi proinflamatuar
sitokinlerin mRNA ekspresyonlarinin ve histolojik goriintiilerde tiibiiler hasarin

azaldig1 sonucuna varilmistir (Fang vd., 2018).

SEMA3A’nin diizenleyici ve antiinflamatuar etkilerinin oldugu gosterilsede,
literatlirdeki ¢eliskili sonuclar mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla
calismaya gereksinim oldugunu gostermektedir. Calismamizda, I/R hasar1 sonrasi
SEMA3A gen ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak yaklasik dort kat anlaml
bir artis gdzlenmistir ve serum SEMAS3A degerlerinde de ileri diizeyde anlaml1 bir artis
oldugu tespit edilmistir. PLXN A1 ve NRP1 gen ekspresyon diizeylerinde ise gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmemistir. Ancak, serum PLXN Al
ve NRP1 degerleri, I/R grubunda istatistiksel olarak yiiksek oldugu bulunmustur.
Immiinohistokimyasal analizlerde de I/R gruplarinda SEMA3Amin ileri diizeyde

pozitif boyandig1 gézlenmistir.

Son zamanlarda, Curcumin'in farmakolojik fonksiyonu iizerine Onemli
miktarda aragtirma yapilmistir, ancak bu etkilerin kesin mekanizmalar1 tam olarak
anlasilmamistir. Curcumin’in antiinflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, antikanser
vb. dahil olmak tizere ¢oklu terapétik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Deng,
Verron & Rohanizadeh, 2016; Rezaee vd., 2017). Curcumin’in AKI'ya kars1 umut
verici bir renoprotektif madde oldugunu bir¢ok caligmada gosterilsede, Onceki
calismalarin ¢ogunda ilag ve kimyasallarin neden oldugu bobrek hasari {izerine
Curcumin'in renoprotektif etkisi arastinlmistir (Antunes vd., 2001; Eybl vd., 2004;
Tirkey vd., 2005; Manikandan vd., 2011).

Gliserol kaynakli AKI olusturulan si¢anlarda, hasar olustuktan sonra {i¢ giin
boyunca oral olarak curcumin (200 mg/kg) verilmistir. Curcumin uygulamasi, I/R
hasar grubuna kars1 serum BUN ve CREA seviyelerini azatmistir. Dokularda ise hasar
sonucu artan MDA degerlerini diisiirmiis, SOD ve GSH degerlerini ise arttirmistir.
Gliserol kaynakli AKI’da artmig TNF-a, IL-6, MCP1 ekspresyonunu ise azaltmistir.

TUNEL boyamasinda da curcumin ile tedavi edilen AKI olusturulmus sigan
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bobreklerindeki apoptotik hiicrelerin belirgin sekilde azaldigi ortaya koyulmus,
CASP3 ve CASP9’un baskilandig1 gosterilmistir (Wu vd., 2017).

Curcumin, I/R hasarli sican bdbreklerinde serum iire, sistatin C ve MDA

seviyelerini 6nemli Ol¢iide azalttigi baska bir ¢alismada gosterilmistir (Ullah vd.,

2017).

Fan ve arkadaglari, iskemiden yarim saat once farelere curcumin (100 mg/kg)
uygulamis ve 24 saat reperfiizyondan sonra, I/R hasar1 olusturulan fare bobrekleri
tizerindeki etkisini serum CREA, BUN ve patolojik hasarlar1 inceleyerek aragtirmigtir.
Curcumin'in I/R ile indiiklenen AKI patogenezinde bdbrek hasarini hafiflettigini

gostermistir (Fan vd., 2017).

Bir saat iskemi ve alt1 saat reperfiizyon ile I/R hasar1 olusturulan sicanlarda,
iskemi sonrast curcumin (500 mg/kg, 1.p.) verilmistir. Serum ve doku TAS diizeyleri
curcumin verilen gruplarda I/R grubuna gore kiyasla anlamli derecede yiikselmis,
histopatolojik skorlamada ise I/R grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik bulunmustur. Aynm1 g¢alismada, serum iire ve kreatinin
diizeyleri I/R ve CUR gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak artmuis, ancak
normal referans seviyelerinde kalmistir. Serum K* seviyesi /R grubunda CUR
grubuna gére anlaml olarak daha yiiksekken, serum Ca?* seviyesi CUR grubunda I/R
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Na* ve CI* diizeyleri arasinda ise gruplar
arasnda anlaml bir fark goriilmemistir. MDA degerleri ve MPO aktiviteleri I/R
grubunda daha fazla bulunmus, CUR grubunda ise azalmistir (Saritas vd., 2018).

Diyabetik farelere verilen curcumin’in (100 mg/kg, oral, sekiz hafta boyunca),
AST ve ALT degerlerini biiyiik dl¢iide azaltarak tedavi etmistir (Rashid vd., 2017).
Randomize plasebo kontrollii caligmada, curcumin uygulamasimin (70 mg/giin, iki ay
boyunca) alkolsiiz yagli karaciger hastalig1 olan hastalardaki ALT ve AST degerlerini
plasebo grubuna gore dnemli derecede azaltmistir (Rahmani vd., 2016). LPS kaynakli
karaciger hasar1 olusturulan sicanlarda, curcumin uygulamasi, artmig AST ve ALT

hepatik enzim belirteclerini azaltmistir (Xie vd, 2017).

60 dk iskemi ve ii¢ saat reperfiizyon modeli uygulanan sigan galismasinda, I/R
hasarindan 6nce bes giin boyunca oral olarak sirasiyla curcumin (50 mg/kg ve 100
mg/kg) verilmistir. Reperfiizyondan sonra tedavi gruplarindaki bobrek dokusunda I/R

grubuna kars1 MDA seviyelerinde azalis, SOD, CAT ve GSH seviyelerinde ise artig
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oldugu tespit edilmistir. Tedavi gruplart arasinda ise istatistiksel bir fark
bulunmamistir. Histolojik incelemelerde ise curcumin ile tedavi edilen siganlarda

normal histolojik yapilar gézlenmistir (Erturk vd., 2018).

Cesitli modeller ve dozlar kullanilmasina ragmen elde etti§imiz verilere gore
yapilan ¢alismalara benzer sekilde curcumin uygulanan gruplarda, serum BUN ve
CREA degerlerinde anlamli bir azalma gdzlenmistir. Literatiirdeki aragtirmalardan
farkli olarak, curcumin verilen grupta elde edilen ALT degerlerinde, I/R grubuna gore
karsilastirildiginda azalma goriilmiisken, AST degerlerinde istatistiksel fark
bulunmamistir. Na ve K degerlerinde de anlamli fark bulunmamis, yapilan bazi
calismalardan farkli sonuglar elde edilmistir. I/R gruplarina kiyasla curcumin
uygulamasinin TOS degerlerini diisiirdiigii, TAS degerlerinin ise arttirdig1
bulunmustur. Bobrek dokusunda inceledigimiz MDA ve MPO parametrelerinin
curcumin uygulamasi ile I/R hasarinda azalmis oldugunu, GSH seviyelerinin ise
arttigin1 ve bu sonuglarin c¢aligmalar ile uyumlu oldugu goézlenmistir. Histolojik
incelemelerimizde ise I/R sonucu olusan hasarm azalmis oldugu bahsedilen ¢alismalar

ile benzerlik gostermistir

Iskemiden 45 dk 6nce curcumin (60 mg/kg i.p.) uygulanan renal I/R hasari
olusturulan siganlarda, TNF-o, IL-8 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri
ekspresyonu azalmigtir (Zhang vd., 2018). Siganlar'da cisplatin kaynakli bobrek
fonksiyon bozukluguna karst CUR uygulamasi (200 mg/kg), MPO, IL-1p, IL-6, IL-
10, TNF-a, MDA ve CASP3 seviyesini Onemli oOlglide azaltmistir (Topcu-
Tarladacalisir, Sapmaz-Metin & Karaca, 2016). Sicanlarda omurilik I/R hasarinda,
curcumin 6n tedavisi (200 mg/kg, i.p. 7 giin boyunca), SOD ve GPx seviyelerini
arttirirken MDA, NO, TNF-a, IL-1p, CASP-3'i 6nemli dlgiide azaltmistir. Ayrica,
curcumin uygulamasi, omurilikte oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu azalttig
gibi, sicanlarda ters lokomotor eksikligini de diizeltmistir (Gokge vd., 2016). CCly ile
indiiklenen karaciger fibrozu olan fare modelinde, curcumin uygulamasi, MCP1, TNF-

a Ve TGF-B1 ekspresyonunu baskilamistir (Huang vd., 2016).

Yapilan calismalardan elde edilen verilerde goriildiigii gibi Curcumin’in I/R
hasarinda inflamasyon yolaklar iizerine etkileri bazi yonlerden bulgularimiz ile
benzerlik gostermistir. Calismamizda, curcumin verilen grupta IL-6 ve MCP1 gen

ekspresyonlar1 I/R grubuna gore azalmis ancak istatistiksel fark bulunmamistir. Serum
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orneklerinde ise, MCP-1 diizeyinde anlamli derecede azalma oldugu gézlenmis ancak

TNF-a ve IL-6 seviyelerinde azalma gozlensede istatistiksel fark bulunmamagtir.

llgingtir, baz1 ¢alismalar curcumin'in mitokondriyal yoldan apoptozu
indiikleyebilecegini bildirmisken (Zhang vd., 2017), bazi ¢alismalarda ise Curcumin'in
I/R hasarindan sonra apoptozu inhibe ederek koruyucu bir rol sagladigini gostermistir
(Wang vd., 2017; Wang vd., 2017). Bununla birlikte, I/R ile indiiklenen AKI
patogenezinde curcumin ile tedaviyi takiben apoptoz iizerindeki etki tam olarak

aydinlatilamamustir.

Yapilan calismada, renal tiibiiler epitelyal hiicre apoptozu I/R ile belirgin
sekilde artmis ve I/R'nin neden oldugu AKI'lh farelerde Curcumin'in Akt sinyal yolu
aktivasyonunu inhibe eden adaptdr proteini PH alani ile etkilesen fosfotirozin ve 16sin
zinciri (APPL1)'in ekspresyonunu arttirarak bobrek apoptozunu azalttig1 gosterilmistir
(Fan vd., 2017). Siganlarda yapilan orta serebral arter okliizyon/reperfliizyon inme
modelinde, curcumin tedavisi (50 mg/kg, i.p., bes giin boyunca), rat beyinlerinde TNF-
a, IL-6, Ac-p53 ve Bax't baskilarken, Bcl-2 ve SIRT1 ekspresyonunu arttirmistir
(Miao vd., 2016). Buna ek olarak, curcumin mitokondriyal sitokrom c diizeylerini,
kompleks | aktivitesini ve membran potansiyelini arttirirken, beyindeki CYCS
diizeylerini distirmustiir. Diisik doz STZ ve yiiksek yagli diyetle alkolsiiz
steatohepatit olusturulan farelerde, curcumin IFN v, IL-1 ve TNF-a gibi inflamatuar
sitokinleri, CASP12 ve CASP3 gibi apoptotik sinyal proteinlerini azaltmistir (Afrin
vd., 2017).

Sicanlarda adenin kaynakli kronik bobrek hastaliginda curcumin, bobrek CAT,
SOD, Nrf2, GSH'yi arttirirken plazma adiponektin, sklerostin ve sistatin C'yi azaltarak
bobrek fonksiyonlarmi iyilestirmistir (Ali vd., 2018). Deneysel veriler, curcumin
tedavisinin TGF-B sinyalini baskiladigin1 ve antioksidan, antienflamatuar ve anti-
apoptotik potansiyel sergiledigini ve boylece bobrek fonksiyonlarini iyilestirdigini

kesin olarak kanitlamistir.

Curcumin’in I/R hasarinda apoptotik yolaklar {izerine yapmis oldugu etki,
calismamiz ile benzerlik gostermistir. Calismamizda, curcumin verilen grupta elde
edilen CYCS ve CASP3 apoptotik sinyal proteinlerinin I/R grubuna gore azaldig
bulunmus ve sican bdbreklerinde birkag tiibiil epitel hiicresinde minimal sayida

TUNEL pozitif boyanmis hiicrelerin oldugu gézlenmistir.
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Literatiirde, Curcumin’in bdbrek patofizyolojisinde semaforin-pleksin sistemi
tizerine etkilerini gosteren bir ¢calismaya rastlanmamistir. Ancak, son donemde yapilan
in vitro bir ¢alismada, SEMA3A’nin fare melanom modelinde tiimor biiyiimesini ve
metastazin1 baskiladigi gosterilmis ve Curcumin’in nispeten diisiik dozlarda asiri
Sema3A eksprese edilen hiicrelerde apoptozu 6nemli Sl¢iide arttirdigi gdzlenmistir.
Sema 3A’nin tek basina apoptozu indiikleyemedigi, curcumin gibi antikanser ajanlar
ile kombinasyonuyla kanser hiicrelerine kars1 ila¢ duyarliligini ve apoptotik

potansiyali arttirdig1 belirlenmistir (Chakraborty vd., 2012).

Calismamizda, curcumin verilen grupta SEMA3A gen ekspresyonlar1 azalmisg
olmasma ragmen istatistiksel fark bulunmamisti. Ancak serum degerlerine
bakildiginda SEMA3A’nin azaldig1 ve sigan bobreklerinde 6zellikle distal tiibiil epitel

hiicrelerinde SEMA3A’nin az diizeyde pozitif boyanma oldugu gézlenmistir.

Curcumin’in sahip oldugu antioksidan 6zelliklerinden dolayi, sigan akciger
sitozolik fraksiyonundan elde edilen lipooksijenazlar iizerindeki oOnleyici etkisi
arastirtlmis ve Lineweaver-Burk analizinde curcumin’in 12/15 LOX kompetitif
inhibitorii oldugu ifade edilmistir (Bezdkova vd., 2014). Yapilan c¢alismalarin siirh
olmast ile birlikte literatiirde yeni 12/15 LOX inhibitorleri ile karsilagtirilmasi
yapilmamustir.

Bobrekte eikozanoid iiretimi, hipertansiyon, diyabetik nefropati ve akut bobrek
yetmezligi gibi ¢esitli durumlarda degismektedir. Bu nedenle AA metabolitlerinin
degisen vaskiiler tiretiminin ¢esitli renal patolojik durumlarda hem neden hem de

sonug olabilecegine dair kanitlar vardir (Dobrian vd., 2011).

Akut ve kronik bobrek hastaliginda LOX enzimleri ve metabolitlerinin
vazokonstiiriktif ve proinflamatuar aracilar olarak islev gordiigii gosterilmistir. Ayrica,
lipoksin metabolit ailesinin aracilik ettigi akut bobrek yetmezliginde 15-LOX yolunun
koruyucu bir rolii olduguna dair kanitlar vardir (McMahon & Godson, 2004). Bu
yiizden, 12/15-LOX'un ekspresyonunu veya aktivitesini azaltarak bobrek hastaliklarini

tedavi etmek icin spesifik LOX inhibitorlerinin gelistirilmesi gereklidir.

Hepatik I/R hasari {izerine yapilan bir ¢aligmada, 12/15 LOX inhibitorlerinden
olan Baicalein reperfiizyondan 90 dk o©nce uygulanmistir. Alinan TUNEL
gorintiilerinde, baicalein 6n tedavisinden sonra hepatik hiicre 6liimiinde énemli bir

azalma oldugu bulunmus, CASP3 diizeyleri baskilanmis, ayrica dokuda GSH
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seviyeleri yiikselmistir. Drefs ve arkadaslar1 12/15-LOX inhibisyonunun yani sira
antioksidan fonksiyonu ile hareket eden Baicalein uygulamasmin, hepatik I/R

modelinde hiicre 6liimiinti 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermislerdir (Drefs vd., 2017).

Baska bir calismada, baicalein tedavisi, I/R hasarindan sonra kalpte
kardiyomiyosit apoptozu, inflamatuar yanitlari ve oksidatif stresi nemli 6l¢iide inhibe

etmistir (Song vd., 2014).

Yeni bir 12/15-lipoksijenaz inhibitorii olan LOXBlock-1"in kullanildig: bir doz
calismasinda, antioksidan aktivitesinden yoksun 200 nM LOXBIlock-1'in HT22 néron
hiicrelerini oksidatif glutamat toksisitesine kars1 korudugunu gostermistir. Yine ayni
calismada, iskemiden 14 giin sonra bile, LOXBlock-1 ile tedavi edilen fareler, kontrol
gruplaria kiyasla hala daha kii¢iik infarktiis boyutlarina sahip oldugu gosterilmistir
(Yigitkanli vd., 2013).

Calismamizda elde edilen bulgularda ise yapilan ¢alismalardan farkli olarak
I/R hasarinda LOXblock-1’in serum BUN, CREA ve UA degerlerini biraz diizeltsede
istatistiksel olarak fark olmadigi gosterilmistir. TOS degerlerinde ise azalmanin
oldugu gozlensede, TAS degerlerindeki artisin anlamli olmadigr bulunmustur.
Curcumin uygulanan grup ile karsilastirildiginda ise TAS degerinin daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Ancak yinede I/R hasarinin gostergesi olan OSI degerlerini azalttig
gdzlenmistir. Bununla birlikte, MPO degerleri I/R grubuna gére anlamli derecede
azalmigtir, MDA degerleri ise azalsada fark bulunmamistir. GSH degerleri ise
curcumin verilen gruptan daha diisiik seviyede tespit edilmistir. Antioksidan
mekanizma iizerinde etkisinin belirttigimiz parametreler lizerinde goremesekte OSI

degerlerine baktigimizda yapilan ¢aligmalar ile benzerlik gézlenmistir.

Diger 12/15 lipoksijenaz inhibitorleriyle benzer olarak LOXblock-1" ait sigan
bobreklerinde birkag tiibiil epitel hiicresinde I/R grubuna kiyasla minimal sayida
TUNEL pozitif boyanmis hiicreler gozlenmistir. CYCS ve CASP diizeylerininde
baskilandigi bulunmustur.

SEMAG3A bagimli bir hasar yolunun iskemiden sonra aktive olup olmadigini
belirlemek ic¢in yapilan bir ¢alismada, striatuma rekombinant SEMAS3A enjekte
edilmis ve SEMA3A tek basina normal beyinlerde yaralanmaya neden olmamustir.
Ancak iskemi sonrasi beyinlere enjekte edildiginde, SEMAS3A kortikal hasar1 % 79

oraninda artirmistir ve bu etki 12/15-LOX inhibisyonu ile tersine ¢evrilmistir. I/R
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hasar1 {lizerine yapilan ¢alismada, LOXblock-1 kullanilmasi ile serum CREA’nin
degerleri azalmig ve apoptoz Onlenmistir. Arastirmacilar, LOXblock-1’in bu
etkilerinin SEMAS3A sinyalizasyonunu baskilamasi {izerinden gerceklestigini ifade
etmislerdir (Ranganathan vd., 2014).

Bahsedilen ¢alismalara ek olarak, LOXblock-1 uygulanan gruplarimizdan elde
edilen verilerde, I/R grubuna kiyasla SEMA3A gen ekspresyonlarinin azaldig
gozlensede istatistiksel olarak fark gozlenmemistir. Serum SEMA3A, PLXN Al ve
NRP1 degerlerinde ise I/R grubuna kiyasla anlamli bir azalma oldugu bulunmustur.
Hatta curcumin verilen gruptan elde edilen verilere gorede SEMAS3A diizeyini daha
da azaltmistir. Sican bobreklerinde oOzellikle distal tiibiil epitel hiicrelerinde
SEMA3A’nin orta diizeyde pozitif boyanma oldugu gozlendi. LOXblock-1 verilen
grupta, I/R grubuna gére SEMAS3A proteinlerinin azaldig tespit edilmistir.

LPS injeksiyonu ile olusturulmus bobrek hasarinda, farelerde azalmig
kreatinin klerensi ile bobrek hasari belirteglerinin arttigi  goézlenmistir. LPS
enjeksiyonu MCP1 atilim diizeylerini ve ayrica renal TNF-a, IL-1p, IL-6 ve ICAM-1
mRNA ekspresyon diizeylerini artirdig1 i¢in renal oksidatif stres ve inflamasyonun
artmasinin bir sonucu olabilecegi belirtilmistir. Genetik manipiilasyon kullanilarak
12/15-LOX inhibisyonu veya baicalein ile farmakolojik inhibisyon, LPS
enjeksiyonuyla ortaya ¢ikan inflamasyonu ve bobrek hasarini azalttigi bulunmustur

(Elmarakby vd., 2019).

Elmarakby ve arkadaglarinin kullandigi baicalein gibi LOXblock-1
uygulamamizla IL-6 ve MCP1’in mRNA ekspresyonunun I/R grubuna kiyasla anlaml
derecede azaldid1 tespit edilmistir. Serum TNF-a ve IL-6 degerlerinde ise I/R grubuna
nazaran bir azalma olsada istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Ancak, MCP-1
degerlerinde I/R ve curcumin verilen grup ile karsilastirildiginda anlamli bir azalmanin

oldugu gozlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gergekten de, AKI karmasik bir sendromdur ve belki de sendromun farkl
asamalarint kapsayan g¢esitli biyobelirteclerden olusan bir panelin kullanilmasi,
etiyolojisini ve patofizyolojisini daha iyi anlamay1 saglayabilir ve gelecekteki tedaviler

icin hedefleri belirleyebilir.

Semaforin-pleksin sinyallemesinin, bobrek patofizyolojisinde olumlu ve
olumsuz cesitli roller oynadig1 agiktir. Klinik 6ncesi fare modellerinde elde edilen
veriler, semaforin-pleksin sisteminin bobrek hastaliklarinda yeni ve umut verici bir
farmakolojik hedefi temsil ettigini ve gelecekte bu bulgularin insanlara nasil
uygulanacagimin netlestirmek zorunda kalinacagini gdstermektedir. Ayrica, elde
edilen verilerde, SEMA3A'nin bobrek hastaliklarinda, ozellikle akut bobrek hasarinin
erken tanisinda bir biyobelirte¢ olarak hizmet etme potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.

SEMA3A, PLXN Al, NRP1 sistemi I/R hasarinda inflamatuar siirecler,
oksidatif stres, apoptoz ve histolojik analizler ile birlikte arastirilmistir. Bu sinyal
mekanizmasimin baskilanmasinda ayrica lipoksijenaz yolagr kullanilmistir. AA
metabolizmasimin bobrek inflamasyonu iizerindeki etkisinin ve semaforinlerin bu
yolakla iligkisinin olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu yiizden g¢alismamizdan farkli
olarak LOX yolagindaki metabolitlerin de 6lgiilmesi gerekmektedir. Bu bakimdan,
ileriki ¢aligsmalarda LOX metabolitlerinin HPLC ile analizlerinin gergeklestirilmesini

Onerebiliriz.

Curcumin’in bobrek hastaliklari tizerindeki etkisinin semaforin-pleksin sistemi
ile iligkisi ilk kez arastirllmigtir. LOXblock-1 ile karsilastirildiginda antioksidan
0zelligi 6n plana ¢ikmistir. 12/15-LOX enzimleri ve metabolitleri bobrek hastaliginda
ikili bir role sahiptir ve bobrek fonksiyonunun kilit diizenleyicileridir. Bu yolun farkh
bobrek patolojilerinde daha iyi anlasilmasi, gelecekte hipertansiyon, kronik bobrek
hastalig1 ve bobrek hasari tedavisi i¢in yeni terapotik seceneklerin olusturulmasina yol

acgacaktir.

Sicanlarin anatomik yapisindan dolay1r bu calismada idrar alinamamustir.
Dolayisiyla idrar SEMA3A diizeyi 6l¢iimii yapilamamast bu g¢alismanin baglica

limitasyonudur.
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Projeler:

1. Obez bireylerde diyet ve egzersiz tedavisinin irisin ve semaphorin-3E diizeylerine
etkisi, Yiksekogretim Kurumlar tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi,
Arastirmaci, 25/12/2017 - 25/12/2018

2. Ratlarda Renal Iskemi Reperfiizyon ile Olusturulan Bobrek Hasarina Karsi
Curcumin ve LOXblock-1’in potansiyel etkilerinin Semaforin 3A ve Pleksin Al
Uzerinden Arastirilmas1. Yiiksekdgretim Kurumlar tarafindan destekli bilimsel
arastirma projesi, Arastirmac, 31/07/2019 - 15/06/2020

3. AB (1-42) ile Muamele Edilmis Sican Sinaptozomlar1 Uzerinde Koruyucu Ajan
Olarak Bexaroteneve Nikotinamid (NA) Fonksiyonunun Ex Vivo Olarak
Arastirilmast. Yiiksekogretim Kurumlari tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi,
Arastirmaci, 05/06/2018 - 05/06/2019

4. 65 Yas ve Ustii Bireylerde Egzersizin Malniitrisyon Riski, Irisin, D Vitamini, Lipit
Profilleri ve Glisemi Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi: Tek Merkezli Calisma
Raporu, Yiiksekogretim Kurumlari tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi,
Arastirmaci, 04/05/2019 (Devam Ediyor)

5.Prenatal Dénemde Bagirsak Mikrobiyotasinin Korunmasinin Nérodejeneratif ve
Alzheimer Yatkinligi Uzerine Etkileri. Yiiksekogretim Kurumlari tarafindan destekli
bilimsel arastirma projesi, Arastirmaci 18/03/2019 (Devam Ediyor)

6. Oral Glikoz Tolerans Testi Sonrasinda Meydana Gelen Degisikliklerin Oksidatif
Stres ve Biyokimyasal Parametreler Uzerinden Incelenmesi, Yiiksekogretim
Kurumlar tarafindan destekli bilimsel aragtirma projesi, Arastirmaci 23/09/2019
(Devam Ediyor)

7. Sicanlarda intravendz hBN uygulanmasi ile meydana gelen biyokimyasal ve
histopatolojik etkilerin arastirilmasi, Yiiksekogretim Kurumlari tarafindan destekli
bilimsel arastirma projesi, Arastirmaci, 14/05/2019 (Devam Ediyor)

8. Renal Iskemi Reperfiizyon ile Indiiklenmis Oksidatif Stress Hasarina Kars1 Borik

Asidin Potansiyel Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi, Yiiksekdgretim Kurumlar
tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi, Arastirmaci, 04/06/2018 - 04/06/2019
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Kurslar ve Egitim Programlari:

1. ISO 14001:2004 Cevre Yonetim Sistemi, ISO 14001:2004 Cevre YoOnetim Sistemi,
Karadeniz Teknik Universitesi, Sertifika, 16.05.2010 -16.05.2010 (Ulusal)

2. ISO 9001: 2008 Kalite Yonetim Sistemi, ISO 9001: 2008 Kalite Yonetim Sistemi,
Karadeniz Teknik Universitesi, Sertifika, 15.05.2010 -15.05.2010 (Ulusal)

3. Ultra Fast Likit Kromatografi-Kolonlar ve lleri uygulama Teknikleri Semineri,
Ultra Fast Likit Kromatografi-Kolonlar ve lleri uygulama Teknikleri Semineri,
Karadeniz Teknik Universitesi, Kurs, 09.04.2010 -09.04.2010 (Ulusal)

4, Karadeniz Teknik Universitesi Deney Hayvanlari Kullanimi Sertifika Kursu 2013
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