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Ozet

Iskemi ve reperflizyon hasari trombolitik tedavi, organ nakli, koroner
anjioplasti ve kardiyopulmoner bypass gibi cesitli tibbi ve cerrahi girisimler
sirasinda gdrilen potansiyel olarak ciddi bir sorundur. Iskemi ve
reperflizyon hasarinda temel patofizyoloji, iskemik dokularin reperflizyonu
sonrasl gelisen mikrovaskduler disfonksiyondur. Bu durum, bdébrek nakli ve
aort anevrizmasi gibi bazi cerrahi girisimlerde sik gérilmesi ve ylUksek
mortalite oranina sahip olmasi acisindan klinik dneme sahiptir. Bu
deneysel c¢alisma, renal iskemi reperflizyon hasarinda, Salvia L.
ekstrelerinin bdbrek dokusundaki koruyucu etkisini arastirmak amaciyla
planlanmistir. Calismada 40 Sprague Dawley sican her birinde 8 sigcan
bulunan 5 gruba ayrildi. Tim gruplara sag nefrektomi yapildi. 1. Grup:
Kontrol, 2. Grup: I/R, 3.Grup: I/R+50 mg/kg Salvia L., 4.Grup: I/R+100
mg/kg Salvia L., 5.Grup: I/R+50 mg/kg Rosmarinik asit. Salvia L. ve
Rosmarinik asit 7 gin boyunca tek doz gavaj olarak verildi. Kontrol grubu
haric tim gruplara 60 dakikalik iskemi, 60 dakikalik reperflizyon
uygulandi. Intrakardiak kan érnegi alindi, Kan Urea Azotu (BUN), Kreatinin
(CREA), Alanin Amimotransferaz (ALT), Aspartat Aminotransferaz (AST),
Gama Glutamil Transpeptidaz (GGT), yuksek duyarlilikli C-Reaktif Protein
(hsCRP), Myeloperoksidaz (MPO), Malondialdehid (MDA), Nitrik Oksit
(NO), Kitotriozidaz (ChT) ve Tumor Nekroz Faktor (TNF-a) dizeyleri tespit
edildi. Dederler istatistiksel olarak SPSS 20.0 Windows paket programda
dederlendirildi. Bobrek dokulari 1sikk mikroskopta 100-500 um kesitte
Hematoksilen-Eozin yo6ntemiyle incelendi. Biyokimyasal ve histolojik
verilerimize dayanarak I/R ile olusturulan renal hasar sonucu rat doku
orneklerinde oksidatif ve inflamasyon acisindan ciddi hasarlar
gozlemlenmistir. Fakat buna ragmen elde ettigimiz verilere gore tedavi
gruplarimizdan 100 mg/kg Salvia L. basta olmak tzere 50 mg/kg Salvia L.
ve 50 mg/kg rosmarinik asit kullaniminin bébrek yapi ve fonksiyonlarina
karsi koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: iskemi/Reperfiizyon, Inflamasyon, Oksidatif Stres,

Salvia L.



Summary

Ischaemia and reperfusion injury is a potentially serious problem
that is encountered during a variety of medical and surgical procedures,
such as thrombolytic therapy, organ transplantation, coronary
angioplasty, and cardiopulmonary bypass. The basic pathophysiology of
ischaemia and reperfusion injury is microvascular dysfunction which is
developed following reperfusion of ischaemic tissues. It has clinical
importance because of its frequent occurence and mortality in some
surgical conditions such as renal transplantation, aort aneurysm. This
experimental study was designed to investigate the protective effect of
Salvia L. extracts on kidneys from I/R injury. Forty Spraque Dawley rats
were divided into 5 groups (n=8). Right nephrectomy was performed to all
groups. Group 1: control; group 2: I/R; group 3: I/R+50 mg/kg Salvia L.;
group 4: I/R+100 mg/kg; group 5: I/R+50 mg/kg Rozmarinik acid. Salvia
L. and rosmarinic acid for 7 days was given single dose as a gavage.60
minutes ischemia, 60 minutes reperfusion were applied to groups except
control. Intracardiac blood samples were taken, Blood Urea Nitrogen
(BUN), Creatine (CREA), Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartate
Aminotransferase (AST), Gama Glutamil Transpeptidaz (GGT), High
sensitivity C-reactive protein (hsCRP), Myeloperoxidase (MPO),
Malondialdehyde (MDA), Nitric Oxide (NO), Chitotriosidase (ChT) ve
Tumor Necrosis Factor (TNF-a) levels were detected. Mean values were
evaluated by statistical analysis. The renal tissues were examined under
light microscopy. Based on our biochemical and histological data, I/R
induced renal damage in rat tissue by oxidative damage and inflammation
as a result of severe in terms of samples was observed. Our treatment
group 50 mg/kg Salvia L. and 50 mg/kg rosmarinic acid especially 100
mg/kg of Salvia L. were found to show a protective effect against renal
structure and function.

Keywords: Ischemia/Reperfusion, Inflammation, Antioxidant, Salvia L.
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1.GIRIS VE AMAC

Arteriyel ya da ven6z kan akimi azalmasina bagl organ ve dokunun
yetersiz perfizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun
kalmasi seklinde tanimlanan iskemi, hlcresel enerji depolarinin bosalmasi
ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hicre ©6limine vyol
acmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik
dokunun reperflizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan
hasara gbre c¢ok daha ciddi bir hasara yol acar. Reperfiizyon déneminde
gobzlenen hasarda, hilcre igine molekiler oksijen girisi ile hizla olusan
serbest oksijen radikal (SOR) tudrevieri basta olmak (zere birgok
mekanizma rol oynamaktadir. Reperflizyon hasarina en fazla duyarh olan
hicresel vyapilar, zar lipitleri, proteinler, nukleik asitler ve
deoksiriboniikleik asit molekulleridir. iskemik dénemde hiicrede metabolik
ve vyapisal degisiklikler meydana gelir. Dokuya gelen kan akiminin
kesilmesi ile hlicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin 5’-trifosfat
ve fosfokreatin gibi yuUksek enerjili fosfat sentezi azalir. Hlicrede enerji
depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na*K*-ATPaz pompasi
inhibe olur. Yine bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi
ile proinflamatuar sitokinlerin, adhezyon molekdillerinin yapiminda artis,
buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum
hiicreyi reperfiizyon dénemindeki hasara karsi dayaniksiz kilar. Iskemi-
reperflizyon (I/R) hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili cesitli faktérler ileri
strilmustir (Sener & Yeden, 2009).

Bunlar birbiriyle iliskileri karmasik, hlcresel ve humoral olaylar
serisidir. Ozellikle serbest oksijen radikalleri, polimorf niikleer l6kositler
(PMNL), kompleman sistemi, endotel hicreleri olmak Uzere baglica doért
faktdér hasarin nedenleri arasinda yer almaktadir (Wilhelm, 1990).

Organizmanin prooksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam
surdlrebilmek icin cok édnemlidir. Serbest oksijen radikallerinin olusumunu
ve meydana getirdikleri hasarlar 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak
Uzere organizmay! koruyan “antioksidan savunma sistemi” devreye
girmektedir. Bu sistem etkilerini 4 farklh mekanizmayla gdstermektedir.
Bunlar; 1)- Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar tutma, yok
etme, “sUpdricu etki”. Antioksidan enzimler, klcguk molekiller bu yolla
etki gosterirler. 2)- Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya “inaktif sekle déntsturici
etki”. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler. 3)- Serbest
oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir
kirici etki” gosterirler. 4)- Serbest radikallerin olusturduklari hasarin
onarilmasi seklinde “onarici etki” gésterirler.



Endojen kaynakli veya eksojen kaynakh olan antioksidanlarin
tanimlanmasinda ve etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R hasari modelleri
onemli katki saglamistir. Antioksidan 6zelligi 6ne sirtlmis pek ¢cok madde
cesitli I/R modellerinde test edilerek degderlendirilmistir (Sener, 2009).

Bu bilgilerin 151§1 altinda, I/R’un dokuda pek gok hasara yol actigi ve
buna karsi koruma mekanizmalarinin arastirildigi bilinmektedir. I/R, doku
ve organ fonksiyonlarinin bozulmasinda en 6énemli nedenlerden birisidir.
Ozellikle bébrek dokusunda, bébrekte fonksiyon bozukluklari ve hasarlara
yol agmakta bdylece klinikte gbzlenen bobrek hastaliklari olusmaktadir.

Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi,
kardiyopulmoner bypass, sepsis, gesitli Urolojik girisimler ve hidronefrozis
gibi cesitli klinik durumlarda gériilir. iskemiden sonra gelisen akut bdbrek
yetmezligi, glomerdler filtrasyon hizinda azalma, tiibller nekroz ve bdbrek
damarlarinda direnc artisiyla karakterizedir. Renal iskemi kompleks bir
olayi baslatir; bébrek hlcrelerinin hasarina ve é6limune neden olur.

Iskemik bébrek dokusunun dolasiminin yeniden saglanmasi igin
reperflizyon gerekli oldugu halde, bu durum bébregin I/R’u ile iliskili hasar
ve renal disfonksiyona neden olan ilave bir yikima neden olur.
Reperflizyon sonrasi ortama gelen nétrofiller ve bunlardan acgiga cikan
mediatorlerin etkileri de eklenince organ veya doku &limu kacinilmaz
olmaktadir (Onal, Astarcioglu, Ormen, Atila & Sarioglu, 2004). Bununla
birlikte bobrek dokusunda I/R hasarinda, kuvvetli bir antioksidan ajan
olarak bilinen Salvia ekstreleri’'nin koruyucu etkisi hentz arastirlmamistir.

Diinya Sadlik Orgiiti'niin (WHO) arastirmalarina gére tedavi amagh
kullanilan tibbi bitkilerin sayisi 20.000 civarindadir (Kalaycioglu & Oner
1994). Son vyillarda, bitki ekstraktlarinin gida endistrisinde antioksidan
olarak kullaniimasi ticari olarak yayginlasmistir. Bu bilesiklerin antioksidan
kapasitesinin, bazen sentetik antioksidanlardan daha yliksek oldugunu
kanitlanmistir. Ozellikle, cok sayida bitki iceren Lamiaceae familyasi
antioksidan &zellikleri bakimindan iyi bilinir. Bunlarin arasindan Salvia
(adacayl) yaygin olarak kullanilmaya baslandi ve antioksidan igeriklerinin
cogu tespit edildi. Adacayinin antioksidan 6zellikleri, codunlukla icerdigi
fenolik bilesiklerdendir (Tosun vd., 2009).

Sentetik Urunlerin toksik olmasi ve kullanimi sonucu ortaya cikan
yan etkileri sebebiyle ve tim dinyanin artik dogal Griinlere yénelmesinden
dolayr Salvia L. (Adacayi) bitkisinin c¢esitli yararli yonlerinin ortaya
cikartilmasi konusunda deneysel calismalar yapilmasi gereklidir.



Bu tez calismasinda amacimiz renal I/R hasari modeli olusturmak,
son yillarda arastirmacilarin yogun ilgisini ¢ceken bazi endemik Salvia
L.(Adacayi) tiirlerinin I/R hasari (zerindeki etkilerini biyokimyasal ve
histolojik diizeyde arastirarak ortaya koymak ve bu slrecte Salvia L.
turlerinin potansiyel koruyucu ajanlar olup olamayacaklarinin, ortaya
konmasi ve mekanizmalarinin degerlendirilerek arastirilmasi
hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.BOBREKLER:

Bdbrekler tGre ve vicudun metabolik faaliyet Grtnlerinin atilmasini, su
ve elektrolit dengesini saglarlar (Dere, 2010). Periton boslugunun disinda
ve karin arka duvarinda yerlesen bobrekler, vertebral kolonun iki yaninda
on ikinci torakal ve Ucglncld lomber vertebralarin arasinda, psoas kasinin
dis kenarina paralel (oblik) duran, solid bosaltim organlaridir. Ortalama
olarak eriskin erkeklerde 150 gr. kadinlarda ise 135 gr. agirhdindadir.
Boyutlari kadinlarda erkeklere oranla daha kulguktir. Boyutlarin klctk
olmasi cinsiyetten daha cok vicut boyutlarn ile iligkilidir (Campbell &
Walsh, 1998; Ay vd., 2014).

Hilcrelerde metabolik aktivitenin devam etmesi ile birlikte atik madde
Uretimi de devam eder. EJer bu metabolik atik maddelerin hiicrede
birikmesine izin verilirse, toksik yogunlasma artar ve homeostazis bozulur.
Bosaltim sistemi, homeostazise katilan en 6nemli organ sistemlerinden
biridir (Aydin, 2006).

2.1.1.Bobregin Anatomisi :

Bdbrekler, insan organizmasinda topografik olarak en iyi korunmus
organlardir. Arkasinda kalin sirt kaslari, Gstte ve yanda 11. ve 12. kostalar
ile 6nde ve vyanda karin duvari kaslari ile cevrilmislerdir. Bu kas
tabakasinin altinda pararenal yad dokusu, onunda altinda renal fasia
(Gerota) bulunur. Bu fasia o6nde periton ile yapisik olup bdbredi
destekleyip sarar ve bir gesit bariyer olusturur. Karacigerin konumu nedeni
ile sag bobrek sola oranla daha asadida yerlesmistir (Anafarta, 1998).

Bobredin uzunlugu 12 cm, genisligi 5-7 cm, kalinhdr 3-4 cm kadardir.
Bobregin 6n ve arka olmak Ulzere iki ylzd, ic ve dis iki kenari, Ust ve alt iki
ucu vardir. Yizlerden her ikisi de konvekstir. I¢c kenarin ortasinda hilus
renalis denen bir yarik vardir. Buradan boébredin iginde bulunan ve sinis
renalis denilen bosluga girilir.

Bobregin hilusunu olusturan bu alanda bobrege giren ve ¢ikan damar
ve sinirler, renal pelvis ve bunlarin arasini dolduran yag dokusu bulunur.
Bu olusumlarin hilustaki siralanisi 6nde renal ven, bunun arkasinda renal
arter ve en arkada renal pelvis seklindedir. Lenf damarlari renal pelvisin,
sinirler ise renal arterin etrafinda bulunurlar.

Bobregi icten disa dogru fibroz bir kilif olan kapsula fibrosa, bunu saran
yag tabakasi kapsula adiposa ve karin duvarindaki kapsula adiposa’yi
distan saran fasia renalis olmak tzere Ug kilif sarar (Arinci & Elhan, 2001).


http://www.barnesandnoble.com/c/patrick-c.-walsh

Bdbrekler uzun ekseninden ikiye kesilecek olursa dis kisminda
korteks, ic kisminda medulla denilen iki ana bdélge ayirt edilir. Bébregdin
medullasinda boébrek piramidleri denen koni bicimli ¢ok sayida doku
kitleleri bulunur.

Piramidlerin tabani korteks ile medulla sinirindan baslar ve Ureterin
huni bigimli UGst ucunun devamindan olusan bdbrek pelvisinin devamina
dogru uzanan papillada son bulur. Renal papilla sayilari 4-18 arasinda
degisebilir. Her bir papilla, minor kalikse acilir. Minor kaliksler, renal
toplayici sistemin ilk bayuk yapisidir (Anafarta,1998)(Sekil 2.1).

Renal Medulla Bertini Kolonu

Renal Kortek:
Major Kaliks

Renal Papilla
. Renal Arter
Renal Sinus

— Bdbrek Hilusu

Renal Ven

\ Renal Pelvis
jf Ureter

Sekil 2.1. Bébredin Yapisi

Minér Kaliks

Pelvisin dis sinirt major kaliks denilen agik ceplerle asadi dogru uzanir
ve her papillada tuplerden idrar toplayan mindr kalikslere ayrilir.
Kalikslerin, pelvisin ve (Ureterlerin duvarlari idrari mesaneye dogru
ilerletebilen kasilabilir elemanlari igerir.

Renal arter hilum bélgesinden bdbrek veni ve Ureterler ile birlikte
bdbrege girer ve interlober, arkuat, interlobuler (radial arter) arterlere ve
afferent arteriollere aynlir. Afferent arterioller, glomeriler kapillerleri
olusturur. Her glomerdl kapillerinin distal ucu, bdbrek tubdllerini
cevreleyen ve peritlbller kapiller denilen ikinci bir kapiller agi olusturan
efferent arteriyolu olusturmak icin bir araya gelirler. Peritibdiler kapillerler
arteriyoler damarlara paralel seyreden vendz sistemin damarlarina
bosalirlar ve bunlar da sirasiyla interlobller ven, arkuat ven, interlober
ven ve en sonunda boébregi renal artere komsu olarak terkeden boébrek
venini olustururlar (Campbell & Walsh, 1998).
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2.1.2. Bobregin Fizyolojisi:

Bobrekler yaklasik olarak 1.3x10° sayida nefron igerirler ve her bir
nefron kendi basina idrar yapma yetenegine sahiptir. Bobrek hasari,
hastalik veya yaslanma ile nefron sayisi giderek azalir. 40 yasindan sonra
islev goren nefron sayisi her on yil igin %10 azahr (Altan, 2000).

Her nefron, arteriyal kapillerden ylksek filtrasyon basingl kanla
disik molekdl adirhklhh  materyallerin  plasmadan ultrafiltrasyonunu
saglayacak glomeril yapilarini igerir (Altan, 2000).

Glomertuler filtrat Bowman kapsulinde toplanir. Buradan sirasiyla,
proksimal tubul, henle kulpu, distal tibul ve bltlin nefronlar slzen
toplayici kanallara ilerler (Altan, 2000).

Glomertiller 6zellesmis bir kilcal damar agindan olusmustur. Her bir
kilcal damar yaklasik 200 um capinda olan 40 kadar glomeriler ilmege
acilir ve Bowman Kapsulinld olusturan, 6zellesmis bir bazal membranla
desteklenen degisik hicre tiplerini icerir. Bowman kapsili proksimal
kivrimli tibdlin baslangicini olusturur (Burtis & Bruns, 2014). Proksimal
tubll nefronun metabolik olarak en aktif bdlimu olup, glomertller filtrat
hacminin %60-80’inin, filtre edilmis Na*ve CI’Un %70’inin ve bobrekten
atilan H™nin  %90’inin, ayrica sulfat, fosfat, bikarbonat, glukoz ve
potasyumun blytk bir bélimunin geri emilimini saglar. Proksimal tibdil
once Henle'nin asadl dogru inen ince kulpuna bosalir ve yukari dogru
uzanan ilk ince dal, sonra da yukari dogru cikan kalin ilmegi olusturur.
Yukari dogru cikan ince dalin hicreleri asagi dogru inen kulptakilere cok
benzer, ancak suya gecirgenlikleri ve aktif tasima yetenekleri agisindan
onemli farkhhklari vardir. Henle kulpunun ana goérevi seruma kiyasla daha
hipertonik ve konsantre idrar Gretimini saglamaktir. Distal tlbul yukari
dogru cikan henle kulpunu toplayici tibille birlestirir. Sodyum, potasyum,
klorir ve hidrojen iyon atillmi ve geri emiliminde goérev alir (Burtis &
Bruns, 2014).

Henle'nin yukari dodru cikan kulpunun kendi nefronunun Bowman
kapsulinin c¢ok yakinindan gectigi yerde, tibidl hicreleri ve afferent
arteriyol bdlgesel 6zellesme gdsterir. Tubll makula densa’yr olusturur,
arteriyoler hucreler grandllerle (renin iceren) doludur ve sempatik sinir
lifleri tarafindan innerve edilirler. Bu boélge ‘jukstaglomerilar aparat’ (JGA)
olarak adlandirilir. JGA dolasimdaki damar ici kan hacmini ve sodyum
konsantrasyonunu dlzenleyerek sistemik kan basincinin strdirilmesinde
6nemli bir rol oynar (Burtis & Bruns, 2014).



2.1.3.Bobregin Kan Akimi :

Renal arter glomerill olusturan cok 6zellesmis kilcal damar yatadina
dogru yayilan afferent arteriyollere bélindr. Bu kilcal damarlar daha sonra
besin maddeleri ve oksijenle nefronun geriye kalanini destekleyen ve
nefron tarafindan geri emilen su, molekiller ve iyonlarin uzaklastirilmasini
saglayan efferent arteriyolil olusturmak Uzere birlesirler. Efferent arteriol
ise daha sonra renal veniullerle birleserek inferior vena cavaya acilan renal
venleri olusturur (Sekil 2.2).

Kan Akim

Efferent

Afferent Arteriyol

Arteriyol

Glomerulus
Bowman

Kapsiilii

Proksimal
Tubiil

Filtrat

Sekil 2.2. Bébrekte Kan Akimi

Yetiskin bir kiside bdbrekler kardiyak ciktinin yaklasik % 25’ini alir;
ancak yeni dodan bir bebekte bu deder % 5'tir ve yetiskin insan oranlarina
yasaminin birinci yill sonunda ulasir. Bu kanin %90’ renal korteksin
gereksinimi saglayarak oldukga aktif olan tibiler hicrelerin varligini
siirdirmesini saglar. Bobrek kan akiminin slrdirilmesi bébrek islevleri
icin yasamsal 6énem tasir ve bobrek ici kompleks bir seri dizenleme
mekanizmalarinin destedi ile genis kan basinci araliklarinda strdiralir.
Bdbrek glomeriler perfiizyon basinci sistemik basingtan goéreceli olarak
bagimsizdir ve 45 mmHg dederinde sabit bir sekilde surdurilir (Burtis &
Bruns, 2014).



2.1.4.Bobregin Fonksiyonlari:

Bobrekler duzenleyici ve salgilayici organlardir. Bébrekler vicuttaki
fazla suyu ve atik Uridnleri idrar seklinde vicuttan atarlar. Bobrekler;
endokrin, kardiyovaskuler ve sinir sistemi ile koordineli galisarak vicut
sivilarinin igeriklerini, vicuda fazla miktarda su ve gida maddeleri alinsa
bile, cok dar bir aralikta tutmayi basarirlar. Bébreklerin homeostatik rolu
sayesinde vlcuttaki dokular ve hucreler nispeten sabit bir hemodinamik
ortamda islevlerini strdlrtrler.

Dinlenme halindeki bir insanda bdbrekler, kardiyak cikisin yaklasik %
25'ini almaktadir. Kanin plazma kismi glomerillerde stzulerek ultrafiltrat
olusturur. Bu ultrafiltratin icerisinde kanin hicresel bilesenleri ve
proteinlerin blyltk kismi bulunmaz. Glomeruler ultrafiltrat nefronun tibul
sisteminde ilerlerken suyun % 99'dan fazlasi ve bazi ihtiya¢c duyulan
molekdller cesitli miktarlarda geri emilime ugrarken bazi molekdlleri ise
salgilarlar. Sonucta ultrafiltratta geri emilmeyen maddeler ve su, idrari
meydana getirir ve vlicuttan uzaklastirilir (Berne & Levy, 2000).

2.1.4.1.Vicuttaki sivi ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi

Vicut sivisindaki elektrolitlerin kontrolli, dokulardaki normal hicre
volumunidn korunmasi igin gereklidir. Vicuttaki sivi miktarinin kontroll ise
kardiyovaskuller sistemin normal fonksiyon gérmesi igin gereklidir.
Bobrekler ayrica sodyum, potasyum, klor, bikarbonat, hidrojen, kalsiyum
ve fosfat gibi bazi inorganik iyonlarin miktarlarinin dizenlenmesi rollini de
Ustlenirler. Bu maddelerin vicutta birikmemeleri icin idrarla atiimalari
gereklidir (Dostbil, 2006).

2.1.4.2.Asit-baz dengesi

Vicuttaki metabolik olaylarin pek ¢odu pH’ya oldukca duyarhdir. Bu
nedenle pH dederinin ¢ok dar bir aralikta kalmasi gerekir. pH; bdbrek,
karaciger ve akcigerin koordineli calismasi ve vicut sivilarindaki
tamponlarla dengede tutulmaya calisilir (Berne & Levy, 2000; Dostbil,
2006).

2.1.4.3.Metabolik atik uiriinlerin ve yabanci maddelerin atilmasi

Ure, kreatinin, Urik asit, hemoglobin metabolizmasinin son Urlinleri ve
hormonlarin metabolitleri bdbrekler vasitasiyla vicuttan uzaklastinlir.
Bobrekler ayni zamanda, ilaclar, pestisitler ve diger kimyasal maddeleri de
vicuttan atarlar (Berne & Levy, 2000).



2.1.4.4.Endokrin fonksiyon

Bobrekler; kalsitriol, renin, eritropoetin Ureten ©6nemli endokrin
fonksiyonu go6steren organlardir. Kalsitriol [1,25(0OH)2D3], kalsiyumun
gastrointestinal sistemden emilmesini sadlar. Kalsiyumun kemiklere
yerlesmesi icin gereklidir. Renin, reninanjiotensin-aldosteron sistemini
aktive ederek, Na+-K+ dengesini ve kan basincini dizenlemeye yardimci
olur. Eritropoietin, kemik iliginde eritrosit yapimini uyarir (Berne & Levy,
2000; Dostbil, 2006).

2.2.BOBREK PATOFIZYOLOJiSi

Bobrek yetmezligi, bobreklerin homeostatik dizenleme vyetilerini
kaybetmeleri sonucu ortaya cikar. Nefronlar, 6ncelikle glomerul veya tubdl
ya da her ikisine zarar veren toksik, anoksik veya immunolojik
yaralanmalar sonucu kaybedilirler. Bobreklerin yaralanmaya yanit olarak
islevsel kapasitelerini belirgin sekilde arttirma yetileri vardir. Bu nedenle
bobrek islevsel kitlesindeki 6nemli miktarda bir azalma (% 50-60)
herhangi bir belirgin biyokimyasal dedisim ya da herhangi bir 6nemli belirti
acida cikmadan gerceklesebilir. Islevsel dedisimin en duyarli ve 6zgil
Olcimu glomedler filtrasyon hizi (GFR) 'dir. En kiguk bir akut bdbrek
yetmezligi semptom ve bulgusu olmadan GFR 50 mL/dakika/1.73 m2'nin
altina inebilir. Nefron basina disen is yukinidn artisinin tek basina ilerleyici
bébrek yetmezliginin énemli bir nedeni oldugu disindlir.lyi bilinen bir
varsayima goére, nefron sayisindaki azalma primer renal yaralanmadan
bagimsiz olarak, Oyle bir noktaya gelir ki, bundan sonraki kayiplar
interstisyel fibrozise gidisin hizlanmasina neden olur (Remuzzi, Ruggenenti
& Benigni 1997)

2.2.1.Bobrek yetmezligi tipleri

Bobrek yetmezligi tipleri akut bobrek yetmezligi (ABY) ve kronik
bébrek yetmezligi (KBY)'dir.

2.2.2.Akut bobrek yetmezligi

ABY, siklikla iskemik veya nefrotoksik olaylar sonucunda, yaygin
olarak hastane ortaminda olusan bir hastaliktir. Akut bobrek yetmezligi,
saatler veya gunler icerisinde ani olarak bébrek fonksiyonlarinin bozulmasi
ve buna bagdli olarak azotlu bilesiklerin viicutta birikmesi ile karakterize bir
durumdur. Bobrek yetmezliginin agirhgina ve siresine badgl olarak,
metabolik asidoz, su ve elektrolit dengesinin bozulmasi gibi metabolik
bozukluklar da tabloya eklenebilir. Bu hastalarin %20-60"inda diyaliz
ihtiyaci olmaktadir (Brady & Singer, 1995; Lameire & Biesen, 2005).



Akut bobrek yetmezliginin tanimi ile ilgili farkli gorisler olmakla
birlikte yakin zamanda The Acute Dialysis Quality Initiative Group, ABY’i
agirligina gore 3, klinik sonuglarina gére 2 kategoriye ayirdigi bir siniflama
gelistirmistir.

ABYnin etyolojisi patogenezine gére 3 kategoride incelenebilir.

1) Prerenal Azotemi (Prerenal ABY): Akut bobrek yetmezliginin en
sik nedenidir ve bobregin hipoperflizyonuna bagli olusur. Eger altta
yatan sebep dizeltilirse bdbrek fonksiyonlari hemen geri doéner.
Baslangicta bobrek hasari yok iken, eger perfizyon hemen
saglanmaz ise bobrek hasari gelisir ve akut tlbiler nekroz (ATN)'e
ilerler.

2) Akut Intrinsik Bobrek Yetmezligi: Akut bdbrek yetmezliginin
%25'ini olusturur. Bobregin blylk ve mikrovaskiler damarlari ile
glomerdllerini tutan hastaliklara, tubulointerstisyel hastaliklara,
iskemik ve nefrotoksik ATN’e bagl olusabilir. Akut tlbiler nekroz
cogu zaman ABY ile es anlamh olarak kullaniimaktadir. Ancak
iskemik ve nefrotoksik ABY’li olgularin %?20-30’'unda ATN’de oldugu
gibi tiibiiler nekroza rastlanmaz. Iskemik ve toksik ATN, olgularin
yaklasik %90’ini1 olusturur.

3) Postrenal ABY: Tuim ABY olgularinin %Y5’ini olusturur. Tek bir
bdbregin, kreatinin dengesini saglayacak kapasiteye sahip olmasi
nedeni ile obstriksiyona bagh bobrek yetmezligi gelismesi igin
bilateral Ureterlerde, Uretrada veya mesane boynunda tikanma
olmasi gereklidir (Brady & Singer, 1995).
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2.3.ISKEMI/REPERFUZYON
2.3.1.iskemi:

Bir organa gelen kan akiminin bazi etkenlerle 6zellikle de organ
transplantasyonu ve vaskller cerrahi islemler esnasinda yetersiz hale
gelmesine veya durmasina iskemi denir (Sener, 2009). Iskemi sonucunda
doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasari ortaya cikar. Iskeminin uzun
stirmesi sonucunda hicrelerin bGtlinliginin kaybolmasi s6z konusudur.
Bu durum hicresel 6lime kadar da gidebilmektedir. Hipoksinin ilk zarar
verdigi yer hicrenin aerobik solunumudur. Hicrede oksidatif fosforilasyon
bozulur, fosfokreatin ve ATP sentezinde azalma meydana gelir. Bu durum
ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunun bozulmasina ve hiicreye daha
fazla Na® ve kalsiyum (Ca*?), ile su girmesine neden olur. Hiicresel ATP
azhdr adenozin monofosfat (AMP) artimi ile birliktedir. Fosfofriktokinaz
enzimini uyarir, anaerobik glikoliz hizi artarak glikojenden ATP olusumu ile
hlicre enerji kaynaklari korunur. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tlirevlerinden
hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine yol acarak hicre ici pH'yi
daslrdr. Granulli endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayriir ve
polizomlar monozomlara pargalanir. Hipoksi devam ederse membran
gecirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlari azalir. Mitokondriler normal,
sismis ya da gercekten yodunlasmistir. Endoplazmik retikulum
genislemistir ve tim hcre belirgin olarak sismistir. Bu bozukluklarin timu
oksijen verilince geri dénislidir. Eder iskemi slrerse geri donilsslz
zedelenme olusur (Kumar, Abbas & Aster, 2013).

Geri dbnusstliz zedelenme yapisal olarak mitokondri ve kristalarinda
asiri vakuolizasyon, plazma zarinda asirn zedelenme, lizozomlarda sisme
ve Ozellikle iskemik alan yeniden beslenirse hiicre icine yogun kalsiyum
tutulumu ile birliktedir. Amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri
matriksinde gelisir. Geri donlssuz zedelenmeyi karakterize eden iki olay
vardir. Birincisi mitokondri bozuklugunun reperflizyon ve
reoksijenasyonuna ragmen dlzeltilemeyisi ve ikincisi membran
fonksiyonlarinin cok ciddi bozuklugudur (Sener, 2009; Oner G, 2007)

Bobrekteki iskemik slire¢ proksimal tubil hilcrelerinde hasara ve
kortikal nekroz sonucunda bobrek yetmezligine neden olmaktadir.
Postiskemik reperfiizyonu takiben olusan oksijen serbest radikallerinin
akut bobrek vyetmezligi patojenezinde ve transplantasyondan sonra
gecikmis graft fonksiyonunda ©Onemli rolleri vardir. Reperflzyonda
hipoksantin, ksantin oksidaz tarafindan ksantine cevrilir ve bu sirada
molekuler oksijenin yikim trdnU olarak superoksit radikali olusur (Dikmen
& Ozgiiven, 2004) (Sekil 2.3)
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Iskemi Ksantin oksidaz P Reperfiizyon

Serbest oksijen radikalleri
(SOR)

Ksantin dehidrogenaz

Hiicre hasari

Sekil 2.3. iskemi Reperfiizyon hasarinda radikal olusumu

Membran zedelenmesinin olusumunda doért potansiyel neden
suclanmaktadir.

1- Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi: Oksijen kaybi,
mitokondri ve endoplazmik retikulumu icine alan kalsiyum
artiklarinin  birikimi ve sitozolik kalsiyum artisinin nedenidir.
Fosfolipidlerin strekli kaybi sonucu ATP-bagimli fosfolipidlerin
yeniden yapimi veya dénusumu olmaz.

2- Hiicre iskelet anomalileri: Iskemide hiicre iskeletinden hiicre
membraninin ayrilmasi hlcre sismesinde goérulir. Hucre iskelet
proteinlerinin parcalanmasi, sitozolik kalsiyum artisiyla hicre igi
proteazlarinin aktivasyonu sonucudur.

3- Toksik oksijen radikalleri: 1Ileri derecede toksik olan kismen
oksijenasyonu azalmis tlrevler hiicre membran ve didger hicre
yapilarinda zedelenmeye vyol acar. Toksik oksijen tdrevlerinin
blylk oélclide reperflizyon sirasinda iskemi alaninda infiltre olan
polimorfonikleer I6kositler tarafindan yapildigi distnidlmektedir.

4- Lipid yikim Grinleri: Iskemik hiicrelere membranlar (zerinde

deterjan etkisi olan fosfolipidlerin parcalanmasi sonucu katabolik
drdnler birikir.
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Sonug olarak, hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkiler ve hayati olan
ATP yapimini engeller; kritik noktadan sonra d&ldiricd olan membran
zedelenmesi yapar. Kalsiyum hiicre o6liminde vyapisal degdisikliklerin
potansiyel mediatéridir (Oner G, 2007; Kumar V, 2013)

2.3.2.Reperfiizyon :

Reperflizyon ise iskemiye maruz kalan doku veya organlarin yeniden
kanlanmasina bagli olarak oksijenlenmesi olayidir. Reperflizyon hasari ise,
iskemiden sonraki yeniden kanlanma déneminde meydana gelen doku ya
da organlardaki hasar olarak tanimlanir (Akko¢ H, 2008). Hicre icgine
molekuler oksijenin sunumuyla hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR)
tirevleri en ¢ok suclanan faktér olmakla birlikte, reperflizyon hasarindan
bircok mekanizma sorumlu tutulmustur. Birgok farklh dokuda cesitli
sartlarda meydana gelebilen bu durumu fizyopatolojik olarak iskemik
hasar ve I/R hasari seklinde ayirt etmekte fayda vardir (Sekil 2.4).
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Iskemi ATP kayb: ATP’ye bagimh sodyum-
L — k - potasyum Pompasimin durmasi

SOR g : Ksantin oksidaz aktivasyonu

Kalsivum hiicre icine ve
Mitokondrial fonksiyon mitokondri icine girmesi
bozuklugu < =

Hiicre hasar Arasidonik asit

Metobolitleri Fosfolipaz A
< ] Aktivasyonu

Platelet aktive eden
Faktor (PAF)

Sekil 2.4. iskemi reperfiizyon hasari olusma mekanizmalari
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2.3.3.Iskemi/Reperfiizyon Hasari :

Iskemi-reperfiizyon hasari (IRH),son yillarda énemi giderek artan bir
konu haline gelmistir. Bunun en 6nemli nedeni transplantasyon alanindaki
gelismelerdir.

I/RH kalp, akciger, karaciger, bobrek ve badirsaklarda sik rastlanan
ve oldukca ciddi patolojilere yol acabilen olaylar dizisidir (Saba vd, 2000).

Akut bdbrek yetmezliginin gorilen en yaygin nedeni bdbrek iskemi
reperfiizyon hasaridir. I/R sonrasi akut renal hasardan dolayr mortalite ve
morbidite orani artabilmektedir (Sentirk, Kolankaya & S$Sahin, 2008).
Bobrek iskemisinin en c¢ok gorildigd klinik durumlar; bdbrek
transplantasyonu, kardiyopulmoner bypass, sepsis, asiri kan kayiplari,
travmalar, kismi nefrektomi, hidronefrozis ve gesitli trolojik girisimlerdir.
Iskemi sonrasinda hiicrelerde bircok metabolik ve yapisal de§isiklikler
olusmaktadir.

Bunlardan bazilari; vaskiler endotel hlcrelerde, tibuller epitelyum
hicrelerde ve bébrek immin sistem hemostazindaki degisikliklerdir.

2.3.4.Iskemi-Reperfiizyon Hasar Mekanizmalari

I/RH ile ilgili gesitli faktérler ileri strilmustir. Bunlar birbiriyle
iliskileri karmasik, htcresel ve humoral olaylar serisidir.

Ozellikle;

1- Serbest oksijen radikalleri

2- Polimorf naveli 16kositler (PMNL)

3- Kompleman sistemi

4- Endotel hlcreleri olmak Uzere baslica dort faktér hasarin nedenleri
arasinda yer almaktadir.

2.3.4.1.Serbest oksijen radikalleri :

Reperflizyon hasarindan sorumlu ana etkenlerden biri serbest
radikallerdir. Genelde elektronlar atom veya molekillde eslenik olarak
bulunmalari nedeniyle molekiil stabildir ve reaktif degildir.

Ancak, molekule bir elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi onu
reaktif hale getirir.

Organizma surekli olarak serbest radikal ataklariyla karsi karsiyadir.
Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etmenlere karsli organizmanin
savunmasinda da belirli oranda olusur. Biyolojik sistemlerde olusan
serbest radikallerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik oksit (NO), uyariimis
noétrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir (Sekil 2.5).
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Sluperoksit radikali, oksijen molekline bir elektron ilavesi ile olusur
ve serbest radikal hasarina karsi koruyucu antioksidan bir enzim olan ve
oksidan hasar olusumu ile birlikte artan slUperoksit dismutaz (SOD)
aracihg ile hidrojen peroksit (H,02)’e indirgenir. Hidrojen peroksit
eslenmemis elektron icermedidi icin tek basina radikal degildir. Hidrojen
peroksit daha sonra katalaz enzimi ile suya dontstaralr.

L-arginin —— MO nitrik oksit

‘OJ —+ ONOO — ONOOH
singlet peroksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

0, sliperoksit

anyon radikali
7N o OH o
0, H,O,  hidrojen peroksit —  hidroksil radikali
N/
HO,

hidroperoksil radikali

Sekil 2.5. Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu ve nitrik oksitle iliskisi

2.3.4.2.Polimorf niiveli Iokositler (PMNL) :

Iskemi sonrasinda endotelin hasar goérmesi ile nétrofil ve platelet
aktivasyonu meydana gelmektedir. i/R ile I6kosit aktivasyonu, kemotaksis
ve |l6kosit endotel hiicre adhezyonu meydana gelir. Diger taraftan, PMNL
yiiksek miktarda SOR {iretme kapasitesine de sahiptir. iskemi reperfiizyon
hasarinda PMNL'in roll ile ilgili bazi mekanizmalar ileri strllmuastur.

Bunlar:

1) Mikrovaskdler oklizyon;

2) SOR salinmasi;

3) Sitotoksik enzim salinmasi;

4) Vaskuler permeabilite artisi ve
5) Sitokin salinmasindaki artis

PMN’lerin aktivasyon ve migrasyonlari endotel hicrelerinde ve
|0kositlerde bulunan adhezyon molekilleri araciligiyla olur. Selektinlerin
adhezyon molekull olarak bilinen L, P ve E selektin olmak Uzere bilinen
ug Gyesi vardir.
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I/R, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttinir. Bu molekiil,
PMNL'lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) adli reseptéri ile
etkileserek dusik afiniteli 16kosit endotel baglantisini olusturur (I6kosit
rolling). Ikinci asamada, l|ékosit beta2 integrinler (CD11a/CD18 ve
CD11b/CD18) ile endoteldeki interselller adhezyon molekilid 1 (ICAM-1)
arasindaki etkilesim sonucunda I6kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir.
Uglincii asama ile trombosit-endotel hiicresi adhezyon molekili 1
(PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilari arasindaki etkilesim ile I6kosit
transmigrasyonu gergeklesir. Aktive I6kositler damar disina ulasinca hasar
bélgesine dogru goc etmeye baslarlar (kemotaksis). Noétrofillerin dokuya
gelebilmeleri igin gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve interldkin-
1 (IL-1), l|6kotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktér (PAF) ve
prostaglandin (PG) turleri vardir. Aktif I6kositler nikleer transkripsiyon
faktorlerinin  (NF-kB) aktivasyonuna ve tumoér nekrozis faktér (TNF-a)
sentezine yol agar.

2.3.4.3.Komplemanlarin roli :

I/RH’da kompleman sisteminin roli tam olarak aciklida kavusmamis
olsa da kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proinflamatuar
komponentler olustugu bilinmektedir ki bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-
9’dur. C3a ve Cb5a anaflatoksinlerdir ve |0kositleri aktive ederler. Lokosit
aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj
inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan
protein (MCP)- 1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 Uretimini uyararak inflamatuvar
yaniti amplifiye eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan l6kosit
adhezyon molekdlleri ise sunlardir:

Vaskiuler hiicre adhezyon molekild 1 (VCAM-1)
Interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
E-selektin

P-selektin

C5b9 endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisini uyararak lokosit
aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Ayni zamanda endotel bagimli
vazodilatasyonu inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfati
azaltarak vaskdiler tonusu bozar

2.3.4.4.Endotel hiicresinin roli:

I/RH'nin olusmasinda endotel hiicrelerinin de ®nemi blyuktar.
Oksidatif stres sirasinda endotel hicrelerinin aktivasyonu ve islevleri
bozulur. Endotel hiicreleri SOR icin potansiyel hedef konumundayken diger
taraftan da SOR lretim kaynadidir. Endotel, mikrovaskliler homeostazdan
sorumlu olan endotelin (ET)'i ve NO’yu Uretir. NO arteriyel dolasimda ET'in
vazokonstriktdr etkisini tersine cevirme egilimindedir.
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Venlerde ise bunun tersi s6z konusudur. I/RH’da endotelin/ NO orani
endotelin lehine bozulur. Sonucta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde
vazodilatasyon olur. Endotel hucrelerinin oksidatif stresi sonucu
kompleman aktive edilir; |I6kosit adhezyon molekdllerinin Gretimi artar.

SOR etkisi ile endotel hucreleri hasara yanit olarak IL-1, PAF,
prostaglandinler (PG 12, PG E2), GM-CSF, bluyume faktérleri, endotelin,
NO ve tromboksan A2 (TxA2) salgilarlar. Aktive olan endotel hcreleri ek
olarak kendi bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama
yetenedindedir. Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi dlisiktilir, ancak
metal iceren bilesikler ve radikaller ile buylUk bir hizla tepkimeye girerler.
Ozellikle lipit radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki
kazandirir. Fizyolojik derisimde Uretilen NO, esas olarak oksihemoglobin
tarafindan nitrata (NO3") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen
radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksidi ortamdan temizleyen
herhangi bir 6zel enzim yoktur. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin
indiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu da hizlanir
ve gesitli reaktif nitrojen oksit tlrleri olusur. Bu reaktif tirler NO'in dolayli
etkilerinden sorumludur ve hicresel molekillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin
aktivitelerinin sonlanmasina neden olabilirler (Sener G, 2009).

2.3.5.Iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Onlenmesi ve Tedavisi

Iskemi ile karsilasma siiresi ne kadar kisa olursa I/RH’'nin siddeti de
o kadar az olmaktadir. Hayvan deneylerinde bdbregin glvenli bir sekilde
sicak iskemiye maruz kalma suresi 20- 90 dakika arasinda bulunmustur.
Ancak 40 dakikanin Uzerinde dontsumsiz hasar riski artmakta ve
barsaklarda stazin varli§i I/RH'ni artirmaktadir.

Yukarida bahsi gecen fizyopatolojik mekanizmalari ve mediatérleri
bloke eden c¢ok sayida bitkisel ve kimyasal madde gelistirilmistir. Ancak
bugiine kadar cok azi klinik kullanima girmistir. Tabi bunda I/RH'nin ¢ok
karmasik ve cok parametreli bir kompleks olmasinin da rolt vardir.

Calismalarda kullanilan hayvanin cinsi, kullanilan iskemi modeli,
iskeminin siresi verilecek maddenin iskemi baslamadan ne kadar zaman
once verildigi, verilis sekli, dozu ve I/RH'nin tesbit edilme ydntemi gibi
bircok faktdér arastirma sonuglarini degistirebilmektedir.
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2.4.ANTIOKSIDANLAR :
2.4.1.Antioksidan Savunma Sistemleri :

Saglikli bireylerde normal metabolizma sonucunda olusan SOR”“lar
vicudun savunma mekanizmasli olan antioksidan savunma sistemiyle
uzaklastirilir. Saghkl vicutta, oksijen radikalleri ile antioksidan savunma
mekanizmasi tam bir denge halinde calisir (Karaca & Guder, 2009). Fakat
cesitli nedenlerle savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan
daha fazla radikal meydana gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir.
Metabolizmada kullanilan oksijen cesitli etmenlerin etkisiyle aktif oksijen
formlari olusumuna katilmaktadir. Olusan aktif oksijen formlari, protein,
karbonhidrat ve lipidlerde yapisal bozukluklara neden olmaktadir. Oksidatif
hasar meydana geldikten sonra telafi edilmezse zamanla artar ve
ateroskleroz, diyabet, alzheimer, koroner kalp hastaliklari ve kanser gibi
bircok hastaligin olusmasina neden olur (Aydemir & Sari karadag, 2009).

Antioksidanlar disik konsantrasyonlarda okside edilebilen ve diger
bir substratin oksidasyonunu azaltan veya engelleyen yani oksidasyona
karsi mucadele eden maddelerdir (Caylak, 2011). Organizmay! koruyan
antioksidan savunma sistemi; slpurltct etki, inaktif sekle dénustlrtci
etki, zincir kirici etki ve onarici etki olmak Uzere dort yolla etki goésterir
(Esrefoglu, 2009 ; Moure vd, 2001).

2.4.2.Antioksidan Kaynaklan :

Antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenirler:
Sltperoksit dismutaz (SOD) katalaz (CAT) glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
birinci derece enzimatiklere, glutatyon rediuktaz (GR) ve glukoz 6- fosfat
dehidrojenaz (G6PD) ikinci derece enzimatiklere érnek gdsterilmektedir
(Yilmaz, 2010).

Non-enzimatik olanlar ise; mineral (Se, Zn), vitamin (A, C, K ve E),
karotenoitler (pB-karoten, likopen, Ilutein, zeaksantin), organosulfir
bilesikleri  (allium, allil sdlfit, indoller), distk molekldl adirhkh
antioksidanlar (GSH, urik asit), antioksidan kofaktdrler (koenzim Q10) ve
polifenoller seklinde incelenmektedir (Yilmaz, 2010).

19



Avyrica antioksidanlar;
Eksojen (karoten)
Endojen (melatonin, SOD, GSH-Px, CAT),
Protein (melatonin),
Vitamin (A, C ve E vitamini),
Iz element (Mg, Se)
Kompleks bilesik (katesinler, epigallaktokatesin),
Hidrofilik (askorbik asit, Grik asit, flavonoidler),
Hidrofobik (B-karoten, a-tokoferol),
Direkt etkili (SOD, CAT),
Indirekt etkili (vitamin E) olanlar seklinde gruplandirilabildigi gibi,
<% Membran (vitamin A ve E, B- karoten),
% Dolasim (vitamin C, aminoasitler ve polifenoller),
% Sitosol (ko-enzim Q10) ve
% Sistem (Se, Zn) antioksidanlar seklinde de siniflandirilmaktadir
(Cornelli, 2009 ; Stahl vd, 2002).

7/ /7 K/ X/
LR R X S X4

X/
X4

L)

7 R/ K/ X/ X/
LA SR X I X I X 4

Bazi gida kaynakh antioksidanlarin oksidasyonu engelleyerek,
ateroskleroz, malarya, romatoid artrit ve diyabette faydali olabilecedi,
antitimoral, antimutajenik, antimetastatik, antitrombik, antillser,
antikarsinojenik ve antihipertansif ayrica antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiaging etkileri de oldugu vyapilan in-vivo c¢alismalarla
belirlenmistir (Hassimotto, Pinto & Ljolo, 2008).

Gidalar; flavonoid, polifenol, flavon, antosiyanin, ellajitannin,
likopen, resveratrol, katesin ve epikatesin, kuersetin, fisetin, rutin, morin,
kaemferol, amigdalin, hesperidin, narinjin ve narinjenin, viniferin,
triterpenoid, hidroksisinnamik asit, benzoik asit, gallik asit, sinapik asit,
vanilik asit, sirinjik asit, kafeik asit, ferulik asit ve pkumarik asit ve bazi
vitaminler ve/veya vitamin 6n maddesi olan a-tokoferol, tokotrienol,
karotenoid, askorbik asit ile mineraller gibi ayni zamanda
antioksidanlardan bir ve/veya birkagini icermektedir (Yiimaz, 2010).

Antioksidanlarin in vivo olarak biyoyararlanimi, absorpsiyonu,
metabolizmasi, farmakokinetigi ve besin maddelerinde kullanimi agisindan
bu mekanizmalar 6nem kazanmistir.

Besinlerdeki dogal antioksidanlar, bitkinin btin kisimlarinda
bulunabilen polifenolik yapili bilesiklerdir. Bitki fenolleri ¢ok fonksiyonlu
olup indirgeyici ajan, metal selatdrleri ve oksidasyon oOnleyici etkileri
vardir. Genel olarak bitkisel fenolik antioksidanlara 6érnek olarak flavonoid
bilesikleri, fenolik asit tirevleri, naftakinonlar, kumarinler ve tokoferoller
gosterilmektedir. Dogal antioksidanlar organizmadan absorbe edildikten
sonra fizyolojik fonksiyonlari acisindan o6nemli duruma gelirler
(Triantaphylloui, Blekas & Boskou, 2001).
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Besinlere ilave edilen sentetik antioksidanlarin ortaya cikan cesitli
yan etkileri (Ureticileri dogal kaynakh antioksidanlari kullanmaya
yoneltmistir. Bu sentetik antioksidanlarin fenolik yapida olmasi bu konuda
yapilan arastirmalarin da dogal yapili antioksidanlarda ayni yapiya sahip
molekdllerin, 6zellikle de flavonoidler ve fenolik asitlerin incelenmesi
Uzerinde yogunlasmasini saglamistir (Balasundram, Sundram & Samman,
2006).

Fenolik bilesikler serbest radikallerin engellenmesinde énemli bir rol
oynarlar. Boylelikle LDL oksidasyonuna karsi dayanikhligi arttirir ve lipid
peroksidasyonunu engellerler. Fenolik bilesiklerin ayni zamanda iltihap
kurutucu etkileri de vardir. Sagliga yararli olan fenolik flavonoidler,
meyvelerde ve cay, sarap gibi iceceklerde de bulunmaktadir. Ortalama
flavonoid tuketiminin koroner kalp hastaliklari élimleri ile ters orantili
oldugu gorilmuistir (Samman S, Lyons & Cook, 1998).

Gidalarda kullanilacak antioksidanlar bazi 6zelliklere sahip olmaldir.
Bunlardan bazilan sunlardir:
Insan saghdi icin zararsiz olmali,
Cok klclk miktarlarda kullanilmali, bdéylece maliyeti arttirmamali,
Gidanin dogal koku, gortinls ve tadini bozmamal,
Koruyacadl madde iginde ¢oziinmeli veya iyice karismali,
Normal dretim sirasinda etkisini kaybetmemelidir (6zellikle ylksek
sicaklik uygulamalarinda) (Maddox, 1976; Josse 1987; Koylioglu &
Yurteri, 2000).

7
o0

X/
X4

X/ X/
L X X R

X3

A

Insanlar yuzyillardan beri hastaliklara karsi bitkiler ile ¢are bulmaya
cahsmiglardir. Bitkiler ile hastaliklari tedavi etme ydntemleri oldukga
basarili sonuclar vermistir. Bundan dolay! bitkilerin tedavide kullanimi
glnimuize kadar devam etmistir. Bircogu tesadifen, bircogu da merak
sonucu denenerek etkileri anlasilan dogal ilaglar, kulaktan kulaga yayilarak
herkes tarafindan taninmis ve yillar gectikge daha farkh bitkilerin baska
dertlere de deva olduklari anlasiimistir.

2.5.Lamiaceae (Labiatae) Familyasi

Lamiaceae (Labiatae) familyasi bitkileri Kuzey Kutbu’ndan
Himalayalara, Giney Dogu Asya’dan, Hawai ve Avustralya‘’ya, Afrika ve
Amerika'ya kadar genis bir alanda yetismekle birlikte, 6zellikle Akdeniz
bbélgesinde oldukca yodun bir yayilisa sahiptir. Diinya Uzerinde 224 cins ve
yaklasik 5600 tur ile temsil edilen kozmopolit bir familyadir (Duman vd,
2005).

Ozellikle, cok sayida bitki iceren Lamiaceae familyasi antioksidan
Ozellikleri bakimindan iyi bilinir. Bu bitkilerden halen dinyada etkisi iyi
bilinen ve kullanilan Rosmarinus officinalis ve Salvia L. (Adacayi) turleridir
(Sekil 2.6;2.7).
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Halk arasinda tibbi bitkiler en fazla cay formunda tUketilmektedir.
Tibbi caylar arasinda da 6énemli bir kismi Lamiaceae (Labiatae) bitkileri
olusturmaktadir. Lamiaceae familyasi tim dinyada ucgucu yadglari ile en
cok taninan ve calisilan bitkileri kapsar. Salvia L. 'nin antioksidan
ozellikleri, cogunlukla icerdigi fenolik bilesiklerdendir.

Sekil 2.6. Rosmarinus officinalis

Turkiye, Salvia cinsinin, 97 tlr ve % 54 endemizm orani ile temsil
edildigi genis yayilis merkezlerinden biridir (Celep, Kahraman & Dogan,
2011). Calismamizda kullanacagimiz Salvia tlrleri olan S. aethiopis S.
dichroantha S. cryptantha S. cerarophylla S. tchihatchetii ise ic Anadolu
bélgesine endemiktir(ipek & Giirbiiz, 2010; Siintar, Akkol, Senol,Keles &
Orhan, 2011) .

Tark halk hekimliginde bazi Salvia tlrlerinin; vyaralar, cilt
hastaliklari ve inflamasyona karsi kullanildii kaydedilmistir. Ornegin;
yapllan calismalarda Salvia aethiopsis koklerinin yaraya her giln
uygulanmasi ile yaranin 5-10 glin slreyle iyilesme goOsterdigi yine Salvia
cryptantha’nin parcalari ile hazirlanan infiUzyonun, mide rahatsizliklarinda
ve yaralar igin antiseptik olarak kullanildigi belirtilmistir (Sezik vd, 1997).

Cinsin Tlrkiye'de yetisen tlrlerinin halk arasinda baslica, dahilen gaz
sOktlrtcli, mide agrisi giderici, hazmi kolaylastirici, ter kesici, idrar
arttirici, okslridk kesici, gdogls yumusatici, agr kesici, ates disurica,
antiseptik (bogaz ve burun hastaliklarinda), soguk alginliginin tedavisinde,
bogmaca ve astim tedavisinde, dis eti hastaliklarinin tedavisindekadin
hastaliklari ve rahim kanseri tedavisinde, haricen hemoroitte, sivilce ve
yaralarin tedavisinde yara iyilestirici olarak kullanildigi bildirilmistir.
(Bayrak, Kutbay & Ergen, 2006; Baytop, 1999; Cansaran & Kaya 2010;
Bulut, 2008; Gurhan & Ezer, 2004, Gursoy & Glrsoy, 2004; Koyuncu vd,
2010; Ozgdkce & Ozcelik, 2004; Sigva & Secmen, 2009).
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Salvia turleri tim dinyada antibakteriyel, antioksidan, antidiyabetik
ve antitimor etkileri nedeni ile geleneksel ilag olarak kullanilir. Pek cok
tlrd bitkisel cay ve yiyecek (adacgayi, dag cayi), kozmetik, parfimeri ve
eczacihik endustrilerinde kullanim alanlarina sahiptir (Bagherpour, Miinaei
& Khoshtaghaza, 2010).

Cinsin, analjezik, antiinflamatuar, antipiretik, = antioksidan,
hepatoprotektif ve hipoglisemik, antiepileptik, antillserojenik, etkileri gibi
coklu farmakolojik etkileri de bilinir (Hosseinzadeh & Imanshahid, 2006).

Salvia L. tlrlerinin inflamasyonla iliskili rahatsizliklarin
iyilestiriimesinde kullanilmasina badli olarak, antiinflamatuar etkisini
incelemek amac ile gergeklestirilmis calismalar bulunmaktadir (Baricevic
vd, 2001; Benrezzouk vd, 2001; Chan vd, 2011; Ding vd,. 2005;
Hernandez-Pérez vd, 1995; Hosseinzadeh vd, 2003; Junga, Songa & Limb,
2009; Qnais vd, 2010; Ren vd, 2010).

Literatlr taramalarina gére Salvia cryptantha da dahil olmak Uzere
bazi Salvia turleri geleneksel yaralarin iyilesmesi icin glncel olarak
kullanilmaktadir. Bircok Salvia tlrt vyara iyilestirici aktivite ve
antiinflamatuar 6zellikte rozmarinik ve kafeik asit gruplari icermektedir.
Geller ve arkadaslari rosmarinik asitin TNF alfa salinimi ve 5’ lipoksijenaz
salinimina inhibitér etki goésterdigini belirtmislerdir (Geller vd, 2010).
Song ve ark. ise derisi kazinmis fareden izole edilen hicreler Uzerinde
kafeik asitin yara iyilesmesi Uzerine etkili olabilecedini éne siren hicre
kdltir sisteminde antiinflammatuar 6zellikte oldugunu godstermislerdir
(Song vd, 2008).

Sentetik Grldnlerin toksik olmasi ve kullanimi sonucu ortaya cikan
yan etkileri sebebiyle ve tim dinyanin artik dogal Griinlere yonelmesinden
dolayr Salvia (adacayi) bitkisinin c¢esitli yararli yonlerinin ortaya
cikartilmasi konusunda deneysel galismalar yapilmasi gereklidir.

Salvia tlrleri Gzerinde yapilan fitokimyasal calismalar, cinsin mono,
di, triterpenler, flavonoidler ve fenolik asitler yoninden oldukgca zengin
oldugunu go6stermistir. Salvia tlrlerinden antosiyanin, flavonoid, lignan
yapisinda bilesikler de izole edilmistir. Polisakkaritler, lektinler, steroller,
alkaloidler ve aromatik bilesikler Salvia turlerinin ihtiva ettigi diger bilesik
gruplari arasinda yer almaktadir. Salvia cinsine ait tlrlerden elde edilen
ugucu yagdlarin pek gogunun bilesimi de gesitli calismalarda incelenmistir.
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2.5.1.Adacayinin Fitokimyasal Icerikleri ve Ozellikleri

Ucucu vadlar

Ugucu yaglar bitkilerden ya da bitkisel droglardan, su veya su buhari
damitmasi ile elde edilebilen, oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden
ve genellikle glizel kokulu olduklarindan ucucu yag, eterik yag, esans gibi
isimlerle anilirlar (Blyutkkaya, 2002).

Ucucu vyadlar petrol eteri, benzen, eter, etanol gibi organik
¢cOzlcllerde c¢ozinurler. Ugucu yadlan sabit yaglardan ayiran en 6nemli
ozelliklerden biri sulu etanolde g¢éziinebilmesidir. Ugucu yadlar, su buhari
ile slrutklenebilirler ve slizgeg kadidi Uzerinde leke birakmazlar. Sabit
yaglar ise su buhari ile sirtklenmezler ve slizgeg kagidi Gizerinde yagh bir
leke birakirlar. Bu 6zellik ucucu yadglan sabit yaglardan ayirir (Tanker &
Tanker, 1990; Duru, 1993; Guvenalp, 1993).

Sabit yadlar

Sabit yaglarin karisiminda baslica gliseridlerden baska, serbest yag
asitleri ile sabunlagsmayan kisimlar bulunmaktadir. Sabunlasmayan
kisimlar, steroller ile A, D, E vitaminleri gibi yagda ¢oziinen vitaminlerden
baska, az miktarda ucucu yag, recine, hidrokarbon ve aci madde ihtiva
eder. Sabit yaglardaki gliseridler genellikle trigliseridlerdir. Bitkisel yaglari
elde etmek icin uygulanan yontem ufak farkliliklarla beraber bitin droglar
icin aynidir. Bitkilerin hemen her organinda yag bulunmakla beraber,
genellikle tohumlar sabit yag bakimindan zengindir (Blylikkaya, 2002).

Terpenler

Terpenler, bes karbonlu izopren moleklllerinden olusmustur.
Izopren molekiillerinin birbiriyle bas ve kuyruk konumundan baglanmasi
ile mono, seski, di, sester, tri, tetra ve politerpenler meydana gelir.
Terpenler alifatik ve alisiklik yapida olabilirler. Hidrokarbonlu terpenlerin
yani sira oksijen molekull iceren yani alkol, keton, eter, aldehit, karbonik
asit, oksit gibi fonksiyonel gruplu terpenler de dogal olarak bulunmaktadir.

Terpenoidler, bitkiler ve hayvanlarda bulunan dogal bilesiklerin en
onemli ve en genis siniflarindan birisidir. Bitkilerde serbest halde
bulunabildikleri gibi, glikozitleri, organik asit esterleri ve bir kismi da
proteinlerle birlikte bulunabilmektedir (Bluyukkaya, 2002).
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Diterpenler

Diterpenler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan, dort izopren
molekulinden meydana gelen, cesitli farmakolojik etkilere sahip olan
bilesiklerdir.  Diterpenler kimyasal vyapilarina gére su sekilde
gruplandirilabilir:

Asiklik diterpenler: Dogada az rastlanan diterpenler olup genellikle deniz
drtnlerinden elde edilmektedir. Yesil algler dogrusal yapidaki asiklik
diterpenler icin bir kaynak olusturmaktadir (Hanson, 1984).

Monosiklik diterpenler: Dogada en cok bulunan ve en 6énemli monosiklik
diterpen Al vitamini (Retinol) dir.

Son vyillarda kromatografik ydntemlerin gelismesiyle diterpenlerin
ayrilmasi ve saflastiriilmasi, modern spektroskopik tekniklerin gelismesiyle
de vyapilarinin aydinlatilmasi daha kolay ve hizli olmustur (BUyuUkkaya,
2002).

Triterpenler

Triterpenler alti izopren biriminden olusmus 30 karbonlu iskelete
sahip yapilardir. Skualen bu grubun en &énemli Uyesidir. Triterpenler,
bitkilerde serbest veya bagli olarak bulunmaktadirlar. Serbest triterpenler,
asit, alkol, aldehit, keton, epoksit ve lakton fonksiyonel gruplarindan birini
veya birkacgini bir arada tasiyabilirler veya hi¢ substitient tasimazlar
(Ulubelen vd, 2003).

Fenolik maddeler

Fenoller, benzen halkasina bagh -OH grubu iceren ve bu o6zellikleri
dolayisiyla zincir kirilmasi ile peroksil radikallerini séndmleyici rol
oynayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri igin in vitroda guUgcllu
antioksidan olarak kullanilan énemli bitki bilesenleridir (Hatano vd, 1989;
Yen, 1993).

Fenolik maddeler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak Uzere iki ana
baslikta incelenmektedir.

Fenolik Asitler

Fenolik asitler; hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler
olmak uzere iki grupta incelenirler. Sekillerde gérilen bu bu bilesiklere OH
ve OCHs gruplarn badglanarak onemli tidrevleri olan fenolik asitler
olusabilmektedir. Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar.
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Karboksil gruplari karbohidratlar, glikozidler, aminoasitler veya
proteinlerle reaksiyona girebilirler ve alkollerle fenol esterler, amino
bilesikleri ile de amidleri olustururlar. Fenolik asitlerin, fenol halkasina
bagh hidroksil gruplar da c¢ok aktif olup, sekerlerle birleserek glikozitleri
olustururlar.

Flavonoidler

Genellikle sar renkli olmalari nedeniyle, Latince sari anlamina gelen
flavus sdzclginden tiretilerek flavonoid adini alan bilesiklerdir. Kimyasal
bakimdan 15 karbon atomlu 2-fenil benzopiron yapisi gdsterirler. Bu tur
ya da benzer yapiya sahip olan bilesikler ister dogal olarak, ister sentezle
elde edilmis olsun, renklerine bakilmaksizin flavonoid bilesiklerinin sayica
cok artmasi sebebiyle, iskeletlerindeki farkliliklara goére
siniflandinimiglardir (Buyukkaya, 2002).

Son zamanlarda vyapillan arastirmalarda, bazi flavonoidlerin
superoksit (Tsujimoto, Hashizume & Yamazaki, 1993) ve hidroksil
radikallerini (Zhou & Zheng, 1991; Hanasaki, Ogawa & Fukui, 1994)
ortadan kaldirdigini; lipid peroksil radikallerini indirgedigini ve lipid
peroksidasiyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur.

Adacay! aydinlatiimis bilesenleri, fenolik bilesenlerin g sinifi seklinde
gruplandirilabilir:

% Fenolik asitler (kafeik asit ve rosmarinik asit),

% Flavonoidler (apigenin),

% Fenolik diterpenler (karnosik asit, rosmadial) (Santos-Gomes,
Seabra, Andrade & Ferreira, 2002) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Adacayinda bulunan baslica fenolik maddelerin kimyasal yapisi

2.5.2.Salvia L. 'nin Etki Mekanizmasi :

Salvia tlrlerinde rastlanan fenolik asitlerin baslicasi kafeik asit
tirevlerinden olan rosmarinik asit olmakla beraber 4- Hidroksibenzoik asit
(Wang vd, 2000), 3,4-dihidroksibenzoik asit (protokatesik asit), 3-
metoksi-4- hidroksibenzoik asit (vanillik asit) (Lu & Foo, 2002) ve 2,4-
dimetoksibenzoik asit (Topgu, Tan, Ulubelen, Sun & Watson, 1995), hekzil
4-hidroksibenzoat ve 6,7- dihidroksikumarin (eskuletin) (Ulubelen vd,
2001) ve 7-metoksikumarin (herniarin) gibi fenolik asitlere de
rastlanmaktadir.

Salvia turlerinde bulunan fenolik asitler kimyasal olarak
gruplandirilirsa kafeik asit ttrevleri ve fenolik glikozitleri olmak Gzere iki
cesittir. Kafeik asit turevleri de kendi icinde monomerler, dimerler,
trimerler, tetramerler ve oligomerler olmak Gzere bese ayrilmaktadir.

Kafeik asit dimerlerinin en &nemlisi rosmarinik asittir (Cuvelier,
Berset & Richard, 1994; Lu &Foo, 2002) ve bu bilesik Salvia tlrlerinde
antioksidan etkiden sorumlu asil bilesik olarak belirlenmistir (Cuvelier,
Berset & Richard, 1994) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Rosmarinik Asitin Kimyasal Formuli

Kafeik asit trimerleri grubunda litospermik asitle beraber salvianolik
asitlerin bir kismina da rastlanir. Litospermik asitlerin metil esterlerinde
yuksek oranda serbest radikal stUpuUricl etkiye rastlanmistir, bu etkinin
askorbik asitte daha yliksek oldugu gosterilmistir. Benzer etkilerin bu
grubun diger 6nemli Gyesi olan salvianolik asitlerden salvionelik asit A’ da
bulundugu belirtilmistir (Lu & Foo, 2002).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 GEREC
3.1.1.Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi

Calismalara baslamadan o©nce Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan onay alinmistir
(346/2013). ESOGU Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden (TICAM) alinan Spragque Dawley  turiG 250 - 300 gr
agirhgindaki 40 erkek sican her grupta 8 deney hayvani olacak sekilde 5
gruba ayrilarak 12 saat karanhk 12 saat aydinlik ortamda, %45-65 nem
orani 22+1 °C sabit oda isisi saglanan ESOGU Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuarinda barindiriimistir. Temizlik kurallarina dikkat edilmistir.
Calisma basinda ve sonunda deney hayvanlarinin tartimlari alindi. Deney
suresince hayvanlar gunlik olarak kontrol edilerek genel morfolojik
gérinumleri (thy dokulmesi, diskilama bozukluklari) makroskobik olarak
degerlendirildi. Sicanlara yem ve su kisitlamasi yapilmamistir. Tim cerrahi
islemler ve 6tenazi anestezi altinda gergeklestirildi.

Gruplardaki sicanlara 80 mg/kg ketamin (Ketalar®), 10 mg/kg
Xylazine (Rhompun®) intraperitonal olarak verildi.

3.1.2.Deneylerde Kullanilan Sarf Malzemeler

Eldiven: (Non-Steril Ameliyat Eldiveni, 7.5 Numara)
Cam kalemi

Rosmarinik asit (536954, Aldrich)

Salvia L. (Anadolu Univ. Ecz. Fak.)

No 6 Celik Gavaj Tupu (Harvard Apparatus)
Dimetilsulfoksit; (DMSO, D8418 Sigma)

Serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter)

1 ml, 10 ml steril enjektdr

10 - 1000 pL hacim aralikli pipet uglan

2,5 - 50 mL hacim aralikh pipetdr uglari

Kurutma kagidi, 40x40 cm (Isolab)

Eppendorf tip (1.5 ml)

Bistdri ucu

Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide (HETAB) (SIH5882,
Sigma)

Ethylendiamine Tetraacetic Acid (EDTA) (SIE9884, Sigma)
3,3’-5,5-Tetrametilbenzidin (TMB) (AL8615, Aldrich)
N-N Dimetilformamid (AL319937, Aldrich)

H,0, (Riedel de Haen)

Thiobarbituric Acid (Riedel de Haen)
1,1,3,3-Tetraetoksipropan (T9889 Aldrich)
Sulfanilamid (SA, S9251 Sigma-Aldrich)
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N-1-Naftiletilendiamin dihidroklorir (NED, 33461 Fluka)
Sodyum nitrit (52252, Sigma)

Kadmiyum Grandlleri (Fluka)

4-Methylumbelliferyl B-D-N,N’,N”-Triacetlchito (Sigma)
4-Methylumbelliferone (Sigma)

Absoll etanol (Riedel de Haen)

Diz tabanh, 96 kuyucuklu kdlttr plate’i (Guangzhou Jet Bio-
Filtration Products Co., Ltd)

TNF-a ELISA Kit (KRC3011 Invitrogen)

e Blok kaseti gelik kapadi (Isolab)

e Doku blok kaseti (Isolab)

3.1.3.Deneyde Kullanilan Cihazlar

BioTek ELx50 mikro plate yikayici

Buzdolabi (Argelik)

Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)
Disposable mikrotom bicagi Low profil (Thermo Shandon, USA)
Distile su cihazi

Eppendorf EDOS elektronik pipetleyici (Eppendorf EDOS 5222)
Etav (Binder)

Hassas terazi (Sartorius)

Mikroplayt okuyucu (Perkin Elmer 2030 Multilabel reader, Victor X3)
Santrifdj (Nive NF800)

Santriftij, sogutmali (Jouan MR22)

Shaker (WiseMax)

Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

Su banyosu (Nive BM402)

3.1.4.Cerrahi Islemler:
3.1.4.1.Nefrektomi ve Cerrahi Uygulamalar

Tum cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler
kullanilarak gergeklestirildi. Diurnal hormonal degisimlerin siganlar lzerine
olasi etkileri dikkate alinarak tim cerrahi islemler 09.00 ile 12.00 saatleri
arasinda yapildi (Kaya, Aral, Coskun, Erkasap & Var, 2002; Akino vd,
2005). Nefrektomi yapilacak siganlara anestezi 10 mg/kg Xylazine
(Rhompun®) ve 80 mg/kg ketamin (Ketalar®) karisiminin kas igine
enjeksiyonu ile saglandi (Aydoddu, Kaymak & Yalcin, 2005). Her bir deney
hayvani, 1lik ve sabit sicaklikta olan diseksiyon tablasina tespit edildi ve
rektal 1s1 kontrolG yapildi. Cerrahi uygulama bdélgesi %70" lik etil alkol ile
temizligi saglandiktan sonra sag boébrek alindi (Waynforth & Flecknell
1994).
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Her bir hayvana yapilan cerrahi islemden sonra kaybolan sivinin
hipovolemik etkilerine engel olunmasi icin karin bosluguna steril serum
fizyolojik verildi.Sol bébrede giren atardamar izole edilerek antitravmatik
vaskular klemp yardimiyla 60 dakika sure ile sol renal arterden kan akisi
durduruldu. 60 dakika iskeminin hemen ardindan klempler cikarilarak 60
dakika reperflizyon uygulandi (Irazu vd, 1989). Reperflizyon sliresince her
bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik
etkilerine engel olunmasi icin karin bosluguna onceki cerrahi uygulamada
oldugu gibi steril serum fizyolojik verildi. Bu islemi takiben, kas ve deri
kesileri ayri ayrn fakat devamli olarak 3/0 ipek sutlrle dikilerek kesi
bolgesi kapatildi. Deney gruplarina ait hayvanlar hafif eter anestezisi
altinda, intrakardiyak olarak kalpten bGtin kanin alinmasi yoluyla
oldaralda.

3.1.4.2.1skemi / Reperfiizyon (I/R):

Anestezi altinda median insizyon ile abdominal kaviteye girilip, I/R
olusturmak Uzere sol bdbrede ulasilip, sol arteria renalis’in klemplenmesi
ile 60 dakikalik iskemi olusturulmustur. Sirenin dolmasi ile klemp acilip 60
dakika reperflizyon saglandi.

3.1.5.Ekstrelerin Hazirlanmasi:

Salvia L. Eskisehir ve cevresindeki dogal yetisme ortamlarindan,
ciceklenme doéneminde toplanip uygun sartlarda kurutuldu. Kurutulan
bitkilerin cicekli toprak Ustd kisimlari, toz haline getirilip % 70 metanol
(suda) ile hazirlandi.

Fitokimyasal ve biyolojik aktivite calismalarinda kullanilmak Uzere
calisilacak Salvia L. turlerinden hazirlanan % 70'lik metanol (suda)
ekstrelerinin Folin-Ciocalteau metoduyla (Folin & Ciocaltaeu, 1927) toplam
fenolik madde ve AICl; ile standart olarak rutin kullanilarak toplam
flavonoid miktarlar spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Ayrica ekstrelerin rosmarinik asit basta olmak Uzere, fenolik asitleri
ters faz C 18 kolon kullanilarak Diode Array Dedektér (YBSK-DAD)
metoduyla tayin edildi.

Calismada kullanilacak Salvia L. turindn gicekli toprak dstl

kisimlari uygun yontemle kurutulduktan sonra toz haline getirildi ve drog
icin ekstraksiyon yontemi kullanildi (Oztirk vd, 2011).
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Yaklasik 20g toz drog Soxhlet apareyinde o6nce yaglarindan
kurtariimak Uzere petrol eteri (40-60°) ile 8 saat ekstre edildi, klorofil ve
yadlarindan kurtarildiktan sonra geride kalan drog ise % 70 metanolle
(suda) 40 C%de su banyosunda 30 dakika ekstraksiyona tabi tutuldu.
Islem 4 kez tekrarlandi ve birlestirilen ekstraktlar, 40 C%de alcak basing
altinda yogunlastirildi (ME). Her ekstre igin kuru baz Gzerinden % verim
hesaplandi.

3.1.6.Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Her bir grupta viicut agirliklarina gore 8 adet sican olacak sekilde 5
grupta deneysel calisma yapildi. Gruplara sicanlar rastgele dagitiimistir.
Calismada kullaniimak (zere Salvia L. Eskisehir Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakultesi Farmakognozi Anabilim Dali'ndan temin edildi. Salvia L.
ve rosmarinik asit % 0,5'lik Dimetilsilfoksit (DMSO) icinde suspanse
edilerek intragastrik gavajla hayvanlara verildi.

Deneyimizde sicanlara gavaj yoluyla verilen Salvia L.'nin 2 farkli
dozu (50 mg/kg, 100 mg/kg) ve Rosmarinik asitin ise 50 mg/kg’lik tek
dozu literatir taramalari sonucu belirlenip (Chen & Wu, 2012) 7 gin
boyunca glnde 1 kez olmak Uzere, gunlik ve taze hazirlanarak verilmistir.
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Tablo 3.1. Deney gruplari ve gruplardaki sicanlarin ézellikleri

Gruplar Gruplardaki sicanlarin ozellikleri
Bu grupta yer alan sicanlara herhangi bir yem ve su
Kontrol kisitlamasi olmaksizin toplam 7 gin boyunca herhangi
(Grup 1) bir islem uygulanmadi. Sonrasinda sag nefrektomi
uygulanarak kan ve bdbrek dokusu drnekleri alinarak
sicanlar sakrifiye edildi.
Gruptaki sicanlara 7 gin boyunca glnde bir kez, sabah
saatlerinde ve her gin ayni saatte olacak sekilde tek
I/R Grubu doz gavaj yoluyla % 0.05lik DMSO c¢d6zlcu olarak
(Grup 2) verildi. Sonrasinda sag nefrektomi yapilip sol bdbrege
60 dk iskemi ve 60 dk reperflizyon uygulamasindan
sonra kan ve doku ornekleri alinip siganlar sakrifiye
edildi.
I/R+50 Gruptaki sicanlara 7 gin boyunca gunde bir kez, sabah
mg/kg Salvia | saatlerinde ve her gin ayni saatte olacak sekilde tek
L.Grubu doz gavaj yoluyla 50 mg/kg Salvia L. verildi. Sonrasinda
(Grup 3) bu deneklere sag nefrektomi yapilip sol bébredge 60 dk.
iskemi ve 60 dk reperflizyon uygulamasindan sonra kan
ve doku drnekleri alinip sicanlar sakrifiye edildi.
Gruptaki sicanlara 7 gin boyunca gunde bir kez, sabah
I/R+100 saatlerinde ve her glin ayni saatte olacak sekilde tek
mg/kg Salvia | doz gavaj vyoluyla 100 mg/kg Salvia L. verildi.
L.Grubu Sonrasinda bu deneklere sag nefrektomi yapilip sol
(Grup 4) | bobrege 60 dk. iskemi ve 60 dk reperflizyon
uygulamasindan sonra kan ve doku o6rnekleri alinip
sicanlar sakrifiye edildi.
Gruptaki siganlara 7 gin boyunca gunde bir kez, sabah
I/R+50 saatlerinde ve her gin ayni saatte olacak sekilde tek
mg/kg doz gavaj yoluyla Rosmarinik asit verildi. Sonrasinda bu
Rosmarinik | deneklere sag nefrektomi yapilip sol bébrege 60 dk.
Asit iskemi ve 60 dk reperfiizyon uygulamasindan sonra kan
(Grup 5) ve doku drnekleri alinip sicanlar sakrifiye edildi.
Grup 1'de bulunan deney hayvanlarina hic bir 6n islem

gerceklestiriimeden, anestezi edilerek sol boébrekleri alindi. Grup 2, 3, 4 ve

5'teki

deney hayvanlarina sag bobrek nefrektomi

islemi uygulandi.

Iskemiden 30 dk. 6nce tek doz madde verilerek 60 dakikalik iskemi,

ardindan

60 dakikalk

reperflzyon gerceklestirildi. Reperflizyonun

bitiminde anestezi altinda diseksiyon yapildi.

33




3.2.YONTEMLER

Anestezi altinda karin 6n duvari ve diyafram acilarak kalbe
ulasildiktan sonra apeks’ten 3-4 ml kan o&lcimler icin uygun tiapler
icerisine alindi. Tlpler icerisindeki numuneler (serum igin jelli tip, plazma
icin heparinli tip) 1097 g.’de 10 dakika santrifij edildiler (Jouan MR 22).
Ustte berrak renkte ayrilan serum ve plazma érneklerinin bir kismi pipetle
(eppendorf) baska bir eppendorf tlipe alinarak élgim zamanina kadar -80
°C’de derin dondurucuda (Jouan VX350 series Thermo Electron) saklandi.
Kalan serum o6rneklerinde ayni gin igcinde biyokimyasal parametreler rutin
laboratuarda 6lctldu.

Bobrek fonksiyonlarindaki olasi bozuklugu tespit etmek icin (BUN)
ve (KREATININ) duazeylerinin  dlcimi  gerceklestirildi.  Karaciger
hicrelerinin  olasi fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum o&rneklerinde aspartat aminotransferaz (AST)
ve alanin aminotransferaz (ALT), Gama-Glutamil Transferaz (GGT)
enzimlerinin seviyeleri belirlendi. Inflamasyon belirteci olarak da (hsCRP)
dizeylerine bakildi.

Calismamizda hicre aktivasyonu ve inflamasyonun
degerlendirilmesinde myeloperoksidaz (MPO), oksidatif strese bagli olusan
lipit peroksidasyonu dizeyinin tayini icin malondialdehid (MDA), endotel
fonksiyon belirteci olarak nitrik oksit (NO) dlzeyleri ve makrofaj
aktivasyon gostergesi olarak Kkitotriozidaz (CHIT) duzeylerine bakildi.
Ayrica (TNF-a) dizeyleri de gruplar arasinda degerlendirildi.

Cikarilan bébrek 6rnekleri, soguk (4°C) % 0.9’ luk sodyum kloriirle
Uc kez yilkama serisinden gecirildi ve kisimlara ayrildi. Histokimyasal
gorintileme icin ayrilan bdébrek 6rnekleri nétral formalin icine alindi.

Rutin biyokimyasal testlerin (BUN, Kreatinin, ALT, AST, GGT ve
hsCRP) 6lcimi Modular Systems (Roche Diagnostics) analizériyle uyumliu
kitler ile dlguldu.

3.2.1. Bobrek Fonksiyon Testleri :

3.2.1.1 BUN Olciim Test Prensibi: Ure lireaz tarafindan hidrolize edilir
ve amonyum ile karbonat olusur. Ikinci reaksiyonda 2-oksoglutarat
ortamda glutamat dehidrojenaz (GLDH) ve koenzim NADH bulundugunda
amonyum ile reaksiyona girip L-glutamat olusturur. Bu reaksiyonda
hidrolize edilen her mol dre igin iki mol NADH NAD*’ya ylkseltgenir. NADH
konsantrasyonunda azalma hizi 6érnek igindeki Ure konsantrasyonu ile
dogru orantilidir ve fotometrik olarak olgulir.
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ureaz
tre + H,0 —  » 2 NH4' + CO3%

GLDH
NH4+ + 2-oksoglutarat + NADH ol -glutamat + NAD+ + H20

3.2.1.2. Kreatinin Ol¢ciim Test Prensibi : Alkali ortamda kreatinin pikrat
ile sari-turuncu renkte bir kompleks olusturur. Boya olusumunun orani
ornek icindeki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir. Testte, bilirubin
interferansinin en aza indirgenmesi icin "rate-blanking" (hiz &rtlcl)
kullanilir.
alkali ph
kreatinin + pikrik asit = ———— sari-turuncu kompleks

3.2.2. Bobrek Hasari Belirtegleri :

3.2.2.1. ALT Olciim Test Prensibi: ALT denge reaksiyonunu
katalizlemistir. Piruvattaki artis laktat dehidrogenaz ile kataliz edilen bir
indikatoér reaksiyonunda belirlenmistir. NADH NAD"’ya okside edilmistir.
NADH’da meydana gelen azalma piruvat olusumu ile ve ALT aktivitesi ile
dogru orantili olarak belirlenmistir.

ALT

. _— > .
a-ketoglutarat + L-alanin < L-glutamat + piruvat

ALT enzimi bu denge reaksiyonunu katalize eder. Piruvattaki artis,
laktat dehidrojenazin katalize ettigi bir indikatér reaksiyonunda tayin
edilir.

LDH
piruvat + NADH + H+ Z————" [-laktat + NAD+

NADH, NAD+‘ya yukseltgenir. Fotometrik olarak tayin edilen
NADH’nin azalma hizi, piruvatin olusma hizi ve boéylelikle ALT aktivitesiyle
dogru orantilidir.
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3.2.2.2. AST Olciim Test Prensibi: AST denge reaksiyonunu
katalizlemistir. Okzolasetattaki artis malat dehidrogenaz ile kataliz edilen
bir indikatér reaksiyonunda belirlenmistir.  NADH NAD"'ya okside
edilmistir. NADH'da meydana gelen azalma oksaloasetat olusumu ile ve
AST aktivitesi ile dogru orantili olarak dlcilmustar.
AST
a-ketoglutarat + L-aspartat ————* -glutamat + oksaloasetat

AST enzimi bu denge reaksiyonunu katalize eder. Oksaloasetattaki
artis, malat dehidrojenazin katalize ettigi bir indikatdr reaksiyonunda tayin
edilir.

MDH
oksaloasetat + NADH + H+ &————= |L-malat + NAD™

NADH, NAD+‘ya yukseltgenir. Fotometrik olarak tayin edilen
NADH'nin azalma hizi, oksaloasetatin olusma hizi ve bdylelikle AST
aktivitesiyle dogru orantilidir.

3.2.2.3. GGT Olciim Test Prensibi: Gamma-glutamiltransferaz, L-y-
glutamil-3-karboksi-4-nitroanilidin y-glutamil grubunu glisilglisine transfer
eder. Serbest kalan 5-amino-2-nitrobenzoat miktari GGT aktivitesi ile
orantilidir ve fotometrik olarak tayin edilebilir.

y-GT
L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilit + glisilglisin ——— L-y-glutamil-
glisilglisin + 5-amino-2-nitrobenzoat

3.2.3. Iinflamasyon ve Endotel Fonksiyon Belirtegleri :

3.2.3.1. hsCRP Olciim Test Prensibi: Partikill ylizeyi genisletilmis
imminotirbidimetrik bir testtir. Lateks mikropartiklllerine baglanmis anti-
CRP antikorlari numune icindeki antijenle reaksiyona girip, bir
antijen/antikor kompleksi olusturmustur. Aglitinasyonun ardindan bu
turbidimetrik olarak élgtlmustur.

3.2.3.2. Doku Myeloperoksidaz (MPO) Diizeylerinin Olgiimii:

MPO enzimi nétrofil grandllerinde fazla miktarda bulunur. MPO,
hicrelerde H,0,'den hipoklorik asit (HOCI) olusturur. MPO aktivitesi, asidik
pH olusumuna bagl olarak artmaktadir.

Artan MPO aktivitesiyle H,0, membrani kolayca gecerek vya

bakteriye toksik etki yapmakta ya da hidroksil (OHe) radikaline
dénusmektedir.
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MPO, CI iyonlarini kullanarak H,0,’yi HOCl'e doénistirmektedir.
Oldukgca reaktif olan HOCI bircok biyolojik molekulli oksitlemektedir
(Powell, 2000; Kocyigit, Erel & Gur, 2001).

Olciim Prensibi :

Myeloperoksidaz aktivitesi kinetik 6lcim ile spektrofotometrik olarak
belirlendi. Doku o6rnekleri, pH’si 7,4 olan potasyum fosfat tamponunda
homojenize edildi.

Kor tlpune pH: 5,4 olan potasyum fosfat tamponundan 500 pul, 100
Ml TMB (16 mM DFM iginde ¢dzlinen) ve H>0; ilave edilerek ayni ¢ozeltileri
esit miktarda iceren ve ayni zamanda 20 pl homojenat iceren numune
tipine karsi 37° C'de 655 nm.de 5 dk. boyunca absorbans artisi
spektrofotometre ile izlendi (Suzuki, Ota & Sasagawa, 1983).

3.2.3.3. Doku Nitrik oksit (NO) Diizeylerinin Olgiimii:

Birgok calismada vucutta endojen olarak Uretilen NO konsantrasyonu
total nitrit ve nitrat cinsinden hesaplanir. Cunkid UGretilen NO gok hizh bir

sekilde 06nce nitrite (NOZ_) sonra da nitrata (NO3_) doénusur.

Deproteinizasyon islemi ile ortamdan proteinler uzaklastirildiktan sonra
nitrit ve nitrat élcimlerine gecilir (Cortas & Wakid, 1990).

Olciim Prensibi:

Nitrik oksitin direkt élcimu cok gugctlr. Bu nedenle biyolojik sivilarda
NO’in stabil oksidasyon Uriinleri olan nitrat (NO™3) ve nitrit (NO™) diizeyleri
in vivo ve in vitro NO markiri olarak kullaniimaktadir. Calismamizda rat
bobrek dokularindaki nitrit miktari Cortas ve arkadaslarinin ydéntemine
gore belirlenmistir (Cortas & Wakid, 1990).

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

Bobrek dokulari homojenizatér kullanilarak 1/10 oraninda soguk 0.1 M
Fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku homojenatlari
4000xg’de ve +4°C’'de 20 dakika slre ile santriflij edilerek sipernatantlar
elde edildi.

1) Deproteinizasyon islemi:

125 pyl homojenat, 500 pl 75 mM ginko sulfat ¢ézeltisi Gzerine 625 ul 55
mM NaOH (Merck) ¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakika beklendi. Daha sonra 10
dakika 1163 g. de santrifij edildi (Jouan MR 22). Elde edilen
stpernatantlar élgim icin kullanildi.
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2) Kadmiyum aktivasyonu:

Yaklasik 750 mg kadmiyum (Fluka) 0,1 M sdlfirik asit (Riedel) icinde
bekledikten sonra alindi. 3 kez distile suda yikandi. 2 dak. 5 mM CuS0O4
icerisinde beklenip drenaj yapilarak glisin (%1,5) ile 3 kez yikandi ve 10
dk. igerisinde kullanildi.

3) Reaksiyon:

250 pl glisin, 250 pl stpernatant ve 500 ul distile Uzerine aktive
edilmis kadmiyum eklendi. 90 dak. oda sicakliginda beklendi. Buradan 500
Ml alinarak Uzerine 25 pl distile su, 250 pl sdlfanilamid (Sigma) (%1) ve
250 pl Naftiletilendimin (Sigma) (%0,02) ¢dzeltisi eklendi ve 45 dak. oda
Isisinda beklendi. Olusan renk 545 nm’de Elisa okuyucuda (Perkin
Elmer/Victor/X3) 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak spektorofotometrik
olcim prensibine gore degerlendirildi (Cortas & Wakid, 1990).

Standart Sodyum Nitrit (NaNO,) Coézeltisi: 5, 10, 20, 50, 100 pmol/L
konsantrasyonlarda NaNO, ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ézeltiler kadmiyumsuz
ortamda direkt renklendirilerek standart egri elde edildi. 100 uM NaNO
cOzeltisi hazirlamak icin 6.9 mg NaNO, tartildi, bir miktar distile su iginde
cozllerek son hacim distile su ile 1 L'ye tamamlandi. Stok c¢ozelti
seyreltilerek 5, 10, 20, 50, 100 pmol/L konsantrasyonlarda standart
cOzeltiler elde edildi.

Nitrik Oksit Diizeylerinin Hesaplanmasi:

e Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin NaNO, standart
cOzeltisi seyreltilerek 5, 10, 20, 50, 100 pumol/L konsantrasyonlarda
standart gozeltiler hazirlandi.

e Standart tiplerine 2 mL NaOH, 2.5 mL ZnSO4, 1 mL glisin tamponu
eklendi. Kadmiyumsuz ortamda 1 mL sulfanilamid ve 1 mL N-
naftiletiliendiamin ve farkh konsantrasyonlardaki standartlardan
numaralandiriimis tlplere eklendi.

e Kor ve ornek tiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 545
nm’de absorbanslari okundu.

e Orneklerin  konsantrasyonlari, standart grafigi  kullanilarak
hesaplandi.

e Doku nitrik oksit dizeylerinin hesabi icin, ayni doku homojenatlarin
total proteinleri o6lclildi ve 0&rneklerin konsantrasyonlari total
proteinlerine oranlandi. Doku NO sonuglari, pmol/mg protein olarak
verildi.
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3.2.4. Oksidatif Stres Belirteci :
3.2.4.1. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Olgiimii :
Olciim prensibi:

Yontem, lipid peroksidasyonu son Urldnlerinden olan MDA’nin
tiyobarbitlirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir
(Okhawa, Ohishi & Yagi, 1979).

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

Dokular -80°C’lik derin dondurucudan cikarildi ve her biri tartildi.
Ornek sayisi kadar alinan ve numaralandirilan tiiplere konuldu. Tiplere 1
gr doku icin 9 mL hacimde olacak sekilde 0,15 N KCI solisyonundan
eklenerek drnekler homojenize edildi. Homojenatlar, +4°C’de 5000 rpm’de
10 dakika santriftj edildi. Sipernatantlar alindi ve 6lgim igin kullanildi.

Deney protokolii:

Kapakli tupler alinarak koér, standart ve 6rnek tupleri hazirlandi. Kér
tiptne, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,8 mL
distile su; 6rnek tuplerine 0,4 mL homojenat, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat
tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,4 mL distile su eklendi. Tipler 95°C'de 60
dakika inkUbasyona birakildi ve slre sonunda musluk suyu altinda
sogutuldu. Sogutulmus tlplere n-butanol/pyridine karisimindan 5’er mL
eklenerek vortekslendi. 4000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Ustteki
siipernatant alinarak dlgim igin kullanildi. Orneklerin absorbanslari 532
nm’de kére karsi okundu.

MDA diizeylerinin hesaplanmasi:

o Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin lipid peroksit
standardi (1.1.3.3.tetraetoksipropan) 10, 20, 40, 60, 80, 100
nmol/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.

e Kor ve ornek tiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 532
nm’de absorbanslari okundu.

e Orneklerin  konsantrasyonlari, standart grafigi  kullanilarak
hesaplandi.

e Ayni homojenatlarin total proteinleri o6lcildi ve d&rneklerin
konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi. Doku MDA sonuclari
nmol/mg protein olarak verildi.
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3.2.5. Tumor Nekroz faktorii — a (TNF- a) Dlizeyleri

Serum TNF-a dlzeyleri Invitrogen Rat TNF-a (KRC3011, Invitrogen
Corporation, USA) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak élgulda.

TNF - a Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi:

Invitrogen TNF-a kiti solid faz sandvi¢ Enzim Bagl Immin Olglim
(ELISA) prensibine dayanir. Rat TNF-a moleklline spesifik monoklonal
antikorlar strip halindeki kuyucuklara kaplanmistir.

Ilk inkibasyon sirasinda, bilinen konsantrasyondaki TNF-a
standartlari, kontroller ve bilinmeyen o6rnekler kuyucuklara pipetlenir.
Yikamadan sonra biyotin ile konjuge edilmis ikincil antikorlar eklenir.
Tekrar yikama isleminden sonra streptavidin ile konjuge peroksidaz enzimi
eklenir. Ucglincii inkiibasyondan sonra baglanmayan enzimler yikama
islemiyle ekarte edilir. Substrat sollisyonu ilave edilerek bagl enzimlerin
reaksiyonuyla renk degisimi gobzlenir. Renk siddeti TNF-a
konsantrasyonuyla orantili olarak degisim gosterir.

TNF - a Diizeyleri Olciim Materyalleri

1. Rat TNF-a Standartlari
< Kit iceriginde 2 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.
2. Standart Diliisyon Tamponu
% % 0,1 Sodyum azid icerisinde 25 ml’lik 1 adet sise halinde kit
iceriginde mevcuttur
3. Inkiibasyon Tamponu
< 1 adet sise icerisinde 12 ml’lik tampon kit igeriginde mevcuttur.
4. Rat TNF-a Kontrolleri (Yiksek ve Duslk Konsantrasyon)
% % 0,1 sodyum azid icerisinde liyofilize halde 2 sise halinde kit
iceriginde mevcuttur.

5. Rat TNF-a Biotin Konjugati
% % 0,1 Sodyum azid icerisinde 11 ml’lik 1 adet sise halinde Kkit
iceriginde mevcuttur.
6. Streptavidin - HRP (100X)
< 3,3 mM Timol icerisinde 0,125 ml'lik 1 adet sisede kit iceriginde
mevcuttur.
7. Streptavidin — HRP Diliient
< 3,3 mM timol icerisinde 25 ml'lik sisede 1 adet kit iceriginde
mevcuttur.
8. Konsantre Yikama Tamponu (25X)
< 100 ml'lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
9. Stabilize Kromojen, Tetrametil benzidin (TMB)
< 25 ml’lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
10. Stop Sollsyonu
< 25 ml'lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
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TNF - a Diizeyleri Olciim Metodu

1.

Orneklerin Hazirlanmasi

< Tum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi. Serumlar
mikroflij tapldnde Inkibasyon Tamponu igindel:2 oraninda
seyreltildi ve well’lere koyulmadan dnce iyice karistirildi.

. Kontrollerin Hazirlanmasi

% Vial Gzerindeki bilgiye gbre hazirlanip seyreltiimeden kullanildi.

. Standartlarin DilGsyonu

0,

% Rekonstitute (2,000 pg/mL) standart hazirlanisi: Vial Uzerindeki
bilgiye gbre Standart Seyreltme Tamponu ile hazirlandi. Dikkatli
karistirthp en az 10 dakika oda isisinda bekletildi. 1 saat iginde
kullanildi.

< Diger standartlarin hazirlanisi:

Standartlar Standart Eklenecek
(pg/mL) seyreltme soliisyon
tamponu
225 pL 2000
750 375 UL pg/mL’den
300 L
375 300 pL 750pg/mL’den
300 pL 375
187.5 300 pL pg/mL'den
300 L
93.8 300 WL 187.5pg/mL’'den
300 pL
46.9 300 pL 93.8pg/mL’'den
300 pL
23.4 300 uL 46.9pg/mL’'den
300 L
11.7 300 WL 23.4pg/mL’den
0 300 pL ---
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225 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 ul 300 pl
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J

Sulandiriimig
Standart ‘

2,000 750 375 187.5 93.8 46.9 234 11.7 0
pg/mi pg/ml pg/mi pg/mi pg/ml pg/ml  pg/mi pg/mi pg/mi

4, Streptavidin - HRP Hazirlanmasi: Oda sicakhdindaki Streptavidin-
HRP Konsantresi (100X)'ten 8 well icin 10 pL alinip 1 mL Streptavidin-
HRP Diluent ile seyreltildi (11x8 well icin 110 pL konsantreye
11mLdilient).Pipetleme sirasinda pipet ucuna yapisan konsantre, emici
kagitla silindi. Hazirlanan bu solisyon Streptavidin-HRP Calisma
Solusyonu’ dur. Nazikce karistirilip 15 dakika icinde de kullanildi.

5. Yikama Tamponu dilisyonu: Oda sicakhdindaki Yrtkama Tamponu
Konsantresi (25X) kullanilmadan 6nce karistirildi. 1:25 oraninda distile
su ile seyreltildi (20 mL 500mL’'ye seyreltilir). Hazirlanan bu sollsyon
Calisma Yikama Tamponu’ dur. Kuyucuk basina harcanan miktar
hesaplanarak gerekli miktarda tampon hazirlandi.

Olciim Prosediirii:

1)- Deney igin gerekli 8-well’li strip miktari belirlendi ve kullaniimayacak
fazla stripler tekrar orijinal kabina yerlestirildi.

2)- Zero standart well’ lerine 100 pL Standart Seyreltme Tamponu
eklendi. Kromojen koéru igin ayrilmis well(ler) bos birakildi.

3)- Uygun well’lere 100 pL standartlardan eklendi.

4)- Uygun well’lere 6rnekler ve/veya kontrollerden 100 pL eklendi.

5)- Plate Plate Kapagi ile kapatildi ve oda sicakliginda 2 saat inkibe edildi.
Bu asamada 06rnek, standart ve kontroller icindeki mevcut TNF-a
molekdlleri  kuyucuklarin i¢ duvarina kaplanmis TNF-a antikorlari
tarafindan tutulur.

6)- Well'ler 400 pL yikama tamponu ile 4 kez otomatik plate yikama
cihazinda yikandi ve sonrasinda plate, emici kagit Gzerine ters cgevrilerek
vuruldu.

7)- Kromojen koéra haric her well” e biyotinlenmis Rat TNF-a
BiotinKonjugatr'ndan 100 pL pipetlendi.

8)- Plate, Plate Kapag: ile kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat inkibe
edildi.
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9)- Well’ ler yine ayni 6.basamaktaki gibi 4 kez yikandi. Plate, emici kagit
Uzerine ters cevrilerek vuruldu. (Bu sirada Streptavidin-HRP Calisma
Solisyonu hazirlandi).

10)- Kromojen koért haric her well’ e 100 pL Streptavidin-HRP Calisma
Soliisyonu eklendi.

11)- Plate, Plate Kapagi ile kapatiip oda sicakliginda 30 dakika inkibe
edildi.

12)- Altinci basamaktaki yikama islemi tekrarlandi

13)- Tim kuyucuklara 100 pyL Substrat (tetrametilbenzidin - TMB) eklendi
ve karanhk bir ortamda 30 dakika inkibasyona birakildi. Renk maviye
dénmeye basladi.

14)- Inkiibasyon islemi bitiminde tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu
eklendi ve stop 6ncesi mavi rengin sari renge degistigi gézlemlendi. Renk
degisimi o6rnekteki TNF-a konsantrasyonuyla orantih olarak 450 nm’de
absorbans duzeyleriyle belirlendi.

15)- Tim sonuclar standart seri dilisyonlarina karsilik cgizilen absorbans
edrisi Uzerinden hesaplandi (Sekil 3.1). Ornek sonuclar dilisyon
faktorayle

carpilarak verildi.

Four Parameter
+ Concentrations

1-4- ....... P ... ...... . ...... ...... ...... ....... : ...... . ...... ..
ot IR L L e L L
RTINS L S L L L el T 0,000795
= T : : : : : : - R® 0,9951
é I:IIS. ....... ....... ...... ....... : T ...... ....... : - SS D,DDEQTE
S oot e e e . i L L. 5YX 0,063059
[~ i i i i i i 3
4 . : : : : : © a 0,094996
é |:|.4' ....... ...... ...... ....... ...... ...... ....... E b _D,QEDEQ
ozt RPN TRP L e SRR C 121,957
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Sekil 3.1. Standart TNF-a Grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA,
Plate Okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZDAQ LTD, England, programinda cizilmistir).
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3.2.6. Plazma Kitotriozidaz (CHIT) Diizeylerinin Olgiimii :

5 pulI plazma 22 pmol/L  4-methylumbelliferryl-b-D-N-N"-N"'-
triacetylchitotriosidase (Sigma M-5639) ‘'In Mcllvain’s fosfat-sitrat
¢cozeltisinin (pH:5,2) 100 pl’si ile 379C’de 1 saat karanlikta inklbe edildi.
Reaksiyon 120 ul 0,5 mol/L Na,COs3-NaHCO; c¢dzeltisi ile pH: 10,7 ilavesi
ile tamamlandi. Reaksiyon 360 nm eksitasyon 450 nm emisyon dalga
boyunda fluorometre ile 6lglldi (Hollak, Weely & Oers,1994).

3.2.7. Bobrek Doku Homojenatlarinda Protein Olciimii
Biiiret Olgiim Prensibi:

1-20 mg/ml hassasiyette calisan bu yontem, alkali kosullar altinda
Cu*? iyonlarinin amonyum, aminoasitler, peptidler, proteinler ve bilretler
gibi amonyumlu bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Protein ve peptidlerde iki peptid bagi olusumuna katilan 4 azot
atomu ile bilret ayiracindan gelen Cu*? nin renkli kompleks olusturmasi
esastir. Olusan bu kompleks 540-560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir.

Biliret bilesigi yapi olarak peptid bagina benzer bir maddedir ve Cu*?
iyonlari ile proteinlerin verdigi reaksiyona benzer bir renkli kompleks
olusturur. Bu nedenle kullanilan ydnteme Biliret Yoéntemi, Cu*? iceren
cOzeltiye de Biliret reaktifi adi verilir.

Bilret Reaktifinin Hazirlanmasi: 1,5 gr CuSO4 ve 6 gr Na-K-tartarat
tartilarak ayri kaplarda ¢ézuldtu ( az miktar distile su ile). 30 gr NaOH de
yine 300 ml de ¢oézildid (2,5 N). Bu reaktifler karistinldi ve 1 L'ye
tamamlandi.

KOR NUMUNE
Homojenat - 10 pl
Distile Su 50 pl -
Biliret 1,25ml 1,25ml

15 dk beklenir ve 545 nm’de élcim yaplilir.
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Sonucun Hesaplanmasi :

1" er ml 1-12mg BSA proteini iceren standartlar (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12
mg/ml) ve tayini yapilacak protein 6rnegi ve koér érnek (1 ml tampon veya
saf su) Uzerine 4 ml bilret reaktifi ilave edilerek vortekslenir.

30 dakika oda sicakhginda bekletilir.

Kor ¢ozeltiyle O ayari yapilir

1 mg/ml
Standart ¢ozeltilerin 540 nm’de
2 mg/ml 8
absorbanslari élgulir
4 mg/ml .

6 mg/ml ' '
8 mg/ml
10 mg/ml '

Ornek cozelti

» Ornedin absorbansi da 540
nm’de dlgullr
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3.2.8.Bobrek Doku Orneklerinin Histolojik Analizleri

Karin acgildiktan sonra iskemi ve reperflizyon uygulanmis sol bdbrek,
serum fizyolojik bulunan kaplara alinarak yikandi. Longitudinal olarak ikiye
ayrilan sicanlarin bébrek dokulari histolojik inceleme yapilmak lGzere %10
‘luk formalin fiksatifi icine alinarak 48 saat stire ile fiksasyonlari saglandi.

Bobrek icin uygulanan doku takibi:
Sirasiyla asagidaki protokole gore takip yapildi.

» Boin solisyonunda fiksasyon : 18-24 saat
> 30°'lik alkol : 1 saat

> 50°'lik alkol : 1 saat

> 70°'lik alkol : 1 saat

> 80°' lik alkol : 15 dakika
> 90°' lik alkol : 15 dakika
> 96°' lik alkol I : 10 dakika
> 96°' lik alkol II : 10 dakika
> Ksilol I : 10 dakika
> Ksilol II : 15 dakika
> Parafin I : 45 dakika
> Parafin II : 1 saat

> Parafin III : 1 saat

Hematoksilen-Eozin boyama yontemi (H&E):

Parafin bloklardan alinan 5 pm’lik kesitler Hematoksilen-Eozin
yéntem ile boyandi.

> Ksilol I :20 dakika
> Ksilol II :20 dakika
> 96°' lik alkol I :5 dakika
> 96°' lik alkol II :5 dakika
> 90°' lik alkol :5 dakika
> 80°'lik alkol :5 dakika
> 70%lik alkol :5 dakika
> Distile Su :5 dakika
> Hematoksilin :2 dakika
» Yikama (akar suda) :5 dakika
> Eozin :5 dakika
> 70°'lik alkol :3 dakika
> 80°' lik alkol :3 dakika
> 90°' lik alkol :3 dakika
> 96°' lik alkol I :3 dakika
> 96°' lik alkol II :3 dakika
> Ksilol I :20 dakika
> Ksilol II :20 dakika
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H&E boyanmis bdbrek kesitlerinde stk mikroskop dlzeyde
histopatolojik incelemeler yapildi. Hazirlanan tim doku kesitleri Olympus
marka, CH40 model 1sik mikroskobunda incelenerek Spot Insight marka,
3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6. version program
yardimiyla fotograflandirildi.

Bulgularin degerlendiriimesinde fokal glomeruler nekroz; Bowman
Kapsil dilatasyonu; tibuler epitel dejenerasyonu; tlubuler epitel nekrozu;
tubuler dilatasyon; interstisiyel inflamatuar infiltrasyon; peri tlbuler
konjesyon yoninden skorlama yapilmistir. Skorlar degerlendirilip toplam
skor elde edildi.

Skorlamada ;

0: bulgu yok

1: fokal hafif degisiklikler

2: multi fokal orta derecede degisiklikler
3: multi fokal yaygin degisiklikler
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3.3.Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dal'nda yapildi. Verilerin istatistiksel
dederlendirilmesinde IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
Statistics Version 20 paket programi kullanildi. Oncelikle gruplar
arasindaki degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi analiz
edildi. Parametrik verilerin normal dagilip dagiimadigi Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanilarak dederlendirildi. Normal
dagilim gosteren verilerin karsilastiriimalari Tek Yonli Varyans Analiz
(Oneway ANOVA) testi kullanilmistir. Veriler, ortalamazstandart sapma
(SD, standard deviation) olarak verildi. Normal dagihm géstermeyen
verilerin karsilastirilmalarinda ise Kruskal-Wallis kullaniimigtir. Veriler
ortanca deder, 25‘inci ve 75'inci ylzdelik dederler olarak ifade edilmistir.
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

Deneysel prosediir uygulanan gruplar; Saghkli Kontrol Grubu (Grup
1), Iskemi/Reperfiizyon uygulanan Grup (Grup II), Iskemi/Reperfiizyon +
50 mg/kg Salvia L. verilen Grup (Grup III), Iskemi/Reperfiizyon + 100
mg/kg Salvia L. verilen Grup (Grup IV), Iskemi/Reperfiizyon + 50 mg/kg
Rosmarinik Asit verilen Grup(Grup V), olarak siniflandirildi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgularin istatistiksel anlamliliklari
belirtiimis ve gruplara ait veriler hem tablo hem de grafik halinde
verilmistir.

4.1. Ratlarin Agirhiklar

Calisma gruplarinin, calisma basinda ve sonundaki rat agirhiklar
Tablo 4.1’ de verilmistir. Calisma basinda Grup I, Grup II, Grup III, Grup
IV ve Grup V' teki rat agirliklari degerlendirildiginde dederler sirasiyla; 235
(212-247); 245 (227-276); 236 (219-273); 214 (189-235) ve 257 (254-
299) bulunmustur. Grup I'e gore calisma Oncesi adirliklar istatistiksel
olarak dedgerlendirildiginde Grup V'te anlamli dizeyde bir artis
gozlemlenmistir (p<0,05). Grup III ile Grup V kiyaslandiginda ise Grup
V'te yine anlamli duzeyde bir artis belirlenmistir (p<0,05). Grup V'e
istatistiksel olarak bakildiginda ise Grup IV'te ileri derecede bir azalis
oldugu belirlenmistir (p<0,001). Grup II'ye gbére Grup IV'de ise anlamli
dlizeyde bir azalils meydana gelmistir (p<0,05). Diger gruplar da ise
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05).

Calisma sonundaki rat agirliklarina bakilacak olursa; Grup I, Grup II,
Grup III, Grup IV ve Grup V’ teki rat adirliklar sirasiyla; 252 (226-271);
262 (250-290); 236 (219-273); 223 (191-241); 272 (264-311)
bulunmustur. Calisma sonunda sican adirliklarina bakildiginda Grup IV'e
Grup V'te ileri derecede bir artis gozlenmistir (p<0,001). Calismamizda
yer alan diger gruplar kendi aralarinda dederlendirildiginde istatistiksel
olarak fark bulunmamistir (p>0,05).
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4.2. Bobrek Fonksiyon Testleri

Calisma gruplarimizin  serum BUN ve Kreatinin dederlerinin
istatistiksel olarak dederlendirilmesi Tablo 4.2’ de verilmistir.

Tablo 4.2. GCalisma Gruplarindan BUN ve Kreatinin Sonuglarinin Karsilastirnlmasi (mg/dL)

BUN KREATININ
GF((::I_’ls-)AR Median Median
= (%25-%75) (%25-%75)
Kontrol 24,45 0,37
(Grup I) (23,45-25,77) (0,35-0,39)
I/R Grubu
(Grup II) 42,70° 0,70°
(38,25-47,00) (0,65-0,72)
I/R+50 mg/kg
Salvia L.
40,65 0,72%¢
(Grup III) (39,97-40,97) (0,67-0,74)
I/R+100 mg/kg
Salvia L. b de
29,70 0,61™
(Grup 1V) (27,97-31,17) (0,49-0,68)
I/R+50 mg/kg
Rosmarinik Asit 40.15° 0,609
(Grup V) (37,75-42,07) (0,58-0,66)

% Grup I'e gore fark: p<0,001
b. Grup Il'ye gére fark: p<0,001
% Grup II'ye gore fark: p<0,05
9 Grup I'e gore fark: p<0,05
e; Grup Il'ye gére p<0,05

Calisma gruplarimizin serum BUN dederleri sirasiyla; 24,45(23,45-
25,77); 42,70(38,25-47,00); 40,65(39,97-40,97); 29,70(27,97-31,17);
40,15(37,75-42,07) bulunmustur.

Kontrol grubuna (Grup I ‘e) gore dederlendirildiginde Grup II, Grup
ITT ve Grup V'te ileri derecede artis olurken (p<0,001), Grup II'ye gbre
Grup IV'te ileri derecede azalma goézlemlenmistir (p<0,001). Grup IV'te
Grup III'e gore istatistiksel bir anlamliik bulundu (p<0,05). Diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak dénemli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil
4.2.A)
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Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

2. Grup I'e gore farklihk p<0,001
b: Grup II'ye gére farkliik p<0,001
€. Grup IV'e gore farklihk p<0,05

Sekil 4.2.A BUN dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastirnlmasi

Calisma gruplarimizin serum kreatinin dederlerinin istatistiksel
olarak dederlendirilmesi Tablo 4.2" de verilmistir. Calisma gruplarimizin
serum kreatinin degerleri sirasiyla; 0,37(0,35-0,39); 0,70(0,65-0,72);
0,72(0,67-0,74); 0,61(0,49-0,68); 0,60(0,58-0,66) olarak bulunmustur.
Grup I'e gore istatistiksel olarak dederlendirme yapildiginda Grup II ve
Grup IlI'te ileri derecede artis gézlemlenirken(p<0,001), Grup IV ve Grup
V'te anlamli dizeyde artis bulunmustur (p<0,05).

Grup II'ye gore istatistiksel bir degerlendirme yapildiginda ise Grup
IV'te anlamli dizeyde bir azalis bulunmustur (p<0,05). Calisma gruplari
kendi aralarinda istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise; Grup IV'te
Grup IIl'e gb6re anlamh dlizeyde bir fark bulunmustur (p<0,05).
Calismamizda yer alan diger gruplari kendi icinde dederlendirildiginde ise
onemli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Sekil 4.2.B)
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Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

a. Grup I'e gore fark: p<0,001
b.Grup II'ye gore fark: p<0,05
¢ Grup IV'e gore fark: p<0,05

Sekil 4.2.B. Kreatinin dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.3. Bobrek Hasar Belirtegleri

Calisma gruplarimizin

serum AST, ALT ve GGT degerlerinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi Tablo 4.3’ de verilmistir.

Tablo 4.3. Calisma Gruplarinin ALT, AST ve GGT Sonuglarninin Karsilastirilmasi (U/L)

ALT* AST** GGT**
GF(‘:'_:’IS'I)'\R Mean+SD Median Median
= (%25-%75) (%25-%75)
Kontrol 167,50 1,7
(Grup I) 70,75+17,84 (136,25-204,50) (0,8-2,4)
I/R Grubu 259,00° 2,8°
a,e - /
(Grup II) 98,50+21,30 (231,00-389,25) (1,92-3,77)
I/R+50 mg/kg
Salvia L. 191,50 ¢ 1,65
d _ I
(Grup III) 81,25+14,83 (154,50-232,50) (1,35-2,15)
I/R+100 mg/kg
Salvia L. 169,50 © 0,65%¢
c _ I
(Grup 1IV) 63,37+7,00 (159,50-216,75) (0,27-1,10)
I/R+50 mg/kg
Rosmarinik asit 170,50 ¢ 0.20¢
e _ I
(Grup V) 76,00+10,92 (164,50-204,25) (0,10-1,00)

@: Grup I'e gore farkliik p<0,001
b Grup I'e gére farklilik p<0,05
¢ Grup II'ye gore farklilik: p<0,001
% Grup II'ye gore farklilik: p<0,05
¢ Grup V'e gore farkhlik p<0,05

Calisma gruplarimizin serum AST dederleri gruplarda sirasiyla;
167,50 (136,25-204,50); 259,00 (231,00-389,25); 191,50 (154,50-
232,50); 169,50 (159,50-216,75); 170,50 (164,50-204,25) olarak
bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gore dederlendirildiginde Grup II'de ileri
derecede oOnemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II've goére
dederlendirme yapildiginda ise Grup III, Grup IV ve Grup V'te anlaml
dizeyde azalis gbzlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.3.A).

Calismamizda yer alan diger gruplar kendi icinde
degerlendirildiginde ise 6nemli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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2. Grup I'e gore farklihk p<0,001
4. Grup II’e gore fark: p<0,05

Sekil 4.3.A. AST dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

Calisma gruplarimizin serum ALT dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.3’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum
ALT degerleri sirasiyla; 70,75+17,84; 98,50+21,30; 81,25+14,83;
63,37+7,00; 76,00+10,92 olarak bulunmusgstur.

Grup I’ e gore istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda Grup II’
de ileri derecede o6nemli artis olurken (p<0,001), didger gruplarda
anlamhhik bulunmamistir (p>0,05). Grup II'ye gb6re Kkarsilastirma
yapildiginda ise Grup IV’ te ileri derecede azalma (p<0,001) gézlemlendi.
Yine Grup V' te Grup II' ye gore istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur
(p<0,05). Calismamizda vyer alan diger gruplar kendi icinde
dederlendirildiginde ise 6énemli bir fark bulunamadi (p>0,05).(Sekil 4.3.B)
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2. Grup I'e gore farklihk p<0,001
b. Grup Il'e gore farklilik: p<0,001
% Grup II'e gore farkhlik: p<0,05
9: Grup V'e gore farkllik p<0,05

Sekil 4.3.B. ALT dlizeylerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

Calisma gruplarimizin serum GGT duzeylerinin istatistiksel acgidan
degerlendirilmesi Tablo 4.3'de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum
GGT degerleri istatistiksel olarak dederlendirildiginde dederleri gruplarda
siraswyla; 1,7 (0,82-2,4) ; 2,8 (1,92-3,77) ; 1,65 (1,35-2,15) ; 0,65
(0,27-1,10) ; 0,20 (0,10-1,00) olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirme yapildidinda Grup
IT'de istatistiksel olarak anlaml dlzeyde artis bulunurken (p<0,05); Grup
IV'te ise anlamli dlizeyde azalis gosterilmistir (p<0,05).

Grup II'ye gore dederlendirme yapildiginda ise Grup IV ve Grup V'te
ileri diizeyde anlamli azalis bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.3.C)

Cahsmamizdaki diger gruplar ise kendi icinde dederlendirildiginde
6nemli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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b Grup I'e gore farklilik p<0,05
¢, Grup II'e gore farkhlik: p<0,001

Sekil 4.3.C. GGT dulizeylerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi
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4.4. Inflamasyon ve Endotel Fonksiyon Belirtecleri

Calisma gruplarimizin serum hsCRP ile doku MPO ve NO dizeylerinin
istatistiksel acidan degerlendirilmesi Tablo 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.4. Galisma Gruplarinin inflamasyon ve Endotel Fonksiyon Belirtec Dederlerinin

GRUPLAR
(n=8)

Kontrol
(Grup I)

I/R Grubu
(Grup II)

I/R+50 mg/kg
Salvia L.
(Grup III)

I/R+100 mg/kg
Salvia L.
(Grup 1IV)

I/R+50 mg/kg
Rosmarinik Asit
(Grup V)

Karsilastinimasi

hsCRP
(mg/dL)
Median
(%25-%75)

1,2
(0,92-1,35)

1,5
(1,40-1,82)2

1,25
(1,02-1,40) ¢

1,10
(1,10-1,35) €

1,25
(1,05-1,37) d

MPO
(U/mg prot)
Median
(%25-%75)

0,26
(0,21-0,29)

1,60
(1,55-2,44)°

0,51
(0,41-0,65)

0,38
(0,31-0,44) of

0,46
(0,40-0,54) 2

2. Grup I'e gore farklihk: p<0,001
b Grup I'e gére farkhhk: p<0,05
% Grup II'ye gore farklilik: p<0,001
4 Grup II'ye gore farkhlik: p<0,05
€, Grup IV'e gore farklihk: p<0,05
f- Grup V'e gére farklilik: p<0,05

NO
(umol/mgprot)
Median
(%25-%75)

11,78
(10,52-13,02)

3,70
(3,04-4,67)°

7,43
(5,54-7,96) >4

10,05
(9,22-11,24) ©

6,08
(5,36-8,35) ¢

Calisma gruplarimizin serum hsCRP dederleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde dederleri gruplarda sirasiyla; 1,2 (0,92-1,35); 1,5
(1,40-1,82) ; 1,25 (1,02-1,40) ; 1,10 (1,10-1,35) ; 1,25 (1,05-1,37)

olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirme yapildiginda Grup
IT'de ileri derecede anlamh artis gézlemlenmistir (p<0,001). Grup II'ye
gére Grup III ve Grup V'te istatistiksel olarak anlamh duzeyde azalis
bulunmustur (p<0,05). Yine Grup II'ye gére Grup IV karsilastirdigimizda
ise istatistiksel olarak ileri diuzeyde azalis géze carpmaktadir (p<0,001).
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Calisma gruplarimiz kendi icinde dederlendirildiginde istatistiksel
olarak bir anlamhlik bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.4.A)
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3. Grup I'e gore farklilik: p<0,001
¢, Grup II'e gore farkhhk: p<0,001
4 Grup II'ye gére farklilk: p<0,05

Sekil 4.4.A. hsCRP diizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

Calisma gruplarimizin doku MPO dlzeylerinin istatistiksel acidan
dederlendirilmesi Tablo 4.4’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku
MPO dederleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde dederleri gruplarda
sirasiyla; 0,26 (0,21-0,29) ; 1,60 (1,55-2,44) ; 0,51 (0,41-0,65) ; 0,38
(0,31-0,44) ; 0,46 (0,40-0,54) olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirme yapildiginda Grup
IT,IIT ve IV'de ileri derecede artis belirlenmistir (p<0,001).

Grup II'ye gore Grup IV'te istatistiksel olarak ileri dizeyde azalis
gbzlemlenirken (p<0,001). Grup III'de ve Grup V'de istatistiksel olarak
anlaml dlzeyde azalma goézlemlendi (p<0,05).

Gruplar kendi icinde dederlendirildiginde ise Grup V ve Grup IV
arasinda anlamli dizeyde bir fark bulundu (p<0,05) (Sekil 4.4.B)
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Doku MPO dlizeyleri acgisindan diger calisma gruplarimiz kendi iginde
degerlendirildiginde istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05).
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2. Grup I'e gore farklihk p<0,001
% Grup II'ye gore farklihk: p<0,001
4 Grup II'ye gére farklilik: p<0,05

% Grup V'e gére farkhlik: p<0,05

Sekil 4.4.B. MPO diizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

Calisma gruplarimizin  doku NO duzeylerinin istatistiksel acidan
dederlendirilmesi Tablo 4.4’ da verilmistir. Calisma gruplarimizin doku NO
degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde dederleri gruplarda
sirasiyla; 11,78 (10,52-13,02); 3,70 (3,04-4,67); 7,43 (5,54-7,96); 10,05
(9,22-11,24); 6,08 (5,36-8,35) olarak belirlenmistir.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére degerlendirme yapildiginda Grup
Grup II, III ve V'de ileri derecede bir azalma belirlendi (p<0,001).

Grup II ile Grup IV ve Grup III istatistiksel olarak karsilastirildiginda
Grup IV'de Grup II'ye gore ileri derecede bir azalma gdzlemlenirken
(p<0,001); Grup III ise anlamli dizeyde bir azalma gézlemlendi (p<0,05).

Grup IV ile Grup V Kkendi aralarinda istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ise Grup IV'de anlamli dizeyde bir azalis belirlendi
(p<0,05) (Sekil 4.4.C)
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Diger gruplar kendi arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda
ise istatistiksel olarak bir fark bulunamadi (p>0,05).
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2. Grup I'e gore farklihk: p<0,001
¢ Grup II'e gore farkhlik: p<0,001
d: Grup II'e gére farklilik: p<0,05
€, Grup IV'e gore farkhlik: p<0,05

Sekil 4.4.C. NO dizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.5. Oksidatif Stres Belirteci

Calisma gruplarimizin doku MDA duzeylerinin istatistiksel agidan
degerlendirilmesi Tablo 4.5’ de verilmistir.

Tablo 4.5. GCalisma Gruplarinin Doku MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi (nmol/mg

protein)

GRUPLAR MeanzsD

(KGC:ET;I) 8,13+1,04

I/R Grubu

(Grup II) 11,52+1,322
I/R+50.mg/kg

(f;fﬁ.'ﬁa::‘i) 8,05+0,73¢
I/R+100 mg/kg

(éiﬁ,;all\'i) 8,63+0,95
I/R+50 mg/kg
Ros(n;e:ll-li;il‘;)Asit 9,46+0,83

@: Grup I'e gore farklilik: p<0,001
b. Grup II'e gore farkliik: p<0,001
% Grup II'ye gore farklilik: p<0,05

Calisma gruplarimizin doku MDA dederleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde degerleri gruplarda sirasiyla; 8,13+1,04; 11,52+1,32;
8,05+0,73; 8,63+0,95; 9,46+0,83 olarak belirlenmistir.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirme yapildiginda Grup
IT'de ileri derecede anlamh bir artis gézlemlenmistir (p<0,001). Grup II'ye
gore dederlendirme yapildiginda ise Grup IV'te istatistiksel olarak ileri
derecede anlamli bir azals belirlenmistir (p<0,001). Yine Grup II'ye gbre
Grup IIl'te istatistiksel olarak anlamli dizeyde bir azalis belirlenmistir
(p<0,05).

Doku MDA dizeyleri olarak bakildiginda calismamizda yer alan diger

gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi anlamlilik bulunamamistir
(p>0,05) (Sekil 4.5)
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Her bir grubun dederi ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi

2. Grup I'e gore farklilik: p<0,001
b- Grup II'e gore farklilik: p<0,001
% Grup II'ye gore farklilik: p<0,05

Sekil 4.5. Doku MDA dlizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.6. Tumor Nekroz faktorii — a (TNF- a) Diizeyleri

Serum TNF-a dederleri bakimindan gruplarin istatistiksel
degerlendirilmesi Tablo 4.6’ da verilmistir.

Tablo 4.6. Calisma Gruplarinin Serum TNF-a Dulzeylerinin Karsilastirilmasi (pg/ml)

TNF-a
Median
GRUPLAR . P
(n=8) (%25-%75)
Kontrol 8,69
(Grup I) (7,78-9,84)
I/R Grubu 12,94
(Grup II) (11,79-20,45)
I/R+50 mg/kg
Salvia L. 9,77
(Grup III) (8,50-13,63)°¢
I/R+100 mg/kg
Salvia L. 9,06
(Grup 1V) (8,34-9,94)°

I/R+50 mg/kg
Rosmarinik Asit 10,28
(Grup V) (8,79-11,10)¢

a: Grup I'e gore farklihk: p<0,001
b- Grup II'e gére farkhihk: p<0,001
% Grup II'ye goére farkhlik: p<0,05

Bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-a’nin dederlendirildigi bu
calismada gruplar arasi karsilastiriimasi incelendiginde dederler sirasiyla;
8,69(7,78-9,84); 12,94 (11,79-20,45); 9,77(8,50-13,63); 9,06(8,34-
9,94); 10,28(8,79-11,10) olarak belirlenmistir.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirme yapildiginda Grup
Grup II'de ileri derecede anlamli bir artis belirlenirken (p<0,001); Grup I'e
gore diger gruplarda herhangi bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05).

Grup II'ye kiyasla Grup IV'te istatistiksel olarak ileri derecede
azalma goézlemlenirken (p<0,001); Grup III ve V'te anlamh dlzeyde bir
azalma tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.6)

Benzer sekilde diger gruplar birbiri ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak bir fark bulunamadi (p>0,05).
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Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

2. Grup I'e gore farklilik: p<0,001
b. Grup Il'e gore farklilik: p<0,001
% Grup II'ye gore farklihk: p<0,05

Sekil 4.6. Serum TNF-a dizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.7. Makrofaj Aktivasyon Belirteci

Calisma gruplarimizin  plazma Kitotriozidaz (ChT) duzeylerinin
istatistiksel acidan degerlendirilmesi Tablo 4.6 da verilmistir.

Tablo 4.7. Calisma Gruplarinin Plazma Kitotriozidaz Dlizeylerinin Karsilastiriimasi
(nmol/saat/ml)

Kitotriozidaz

GRUPLAR Median
(n=8) (%25-%75)
Kontrol 2,96
(Grup I) (2,35-3,68)
I/R Grubu
(Grup II) 2ol

(3,99-5,76)2

I/R+50 mg/kg

Salvia L. 3,45
(Grup III) (2,69-3,97)°
I/R+100 mg/kg
Salvia L. 3,00
(Grup 1IV) (2,56-3,56)°

I/R+50 mg/kg
Rosmarinik Asit 3,34
(Grup V) (2,43-3,58)°

2. Grup I'e gore farklihk: p<0,001
b- Grup II'e gore farklilik: p<0,001
% Grup II'ye gore farklihk: p<0,05

Calisma gruplarimizin plazma ChT dederleri istatistiksel olarak
incelendiginde dederleri gruplarda sirasiyla; 2,96 (2,35-3,68) ; 4,39
(3,99-5,76) ; 3,45 (2,69-3,97) ; 3,00 (2,56-3,56) ; 3,34 (2,43-3,58)
olarak belirlenmistir.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirme yapildiginda Grup
Grup II ileri derecede anlamh bir artis belirlendi (p<0,001). Grup Il'ye
kiyasla Grup IV ve V'te istatistiksel olarak ileri derecede azalma
gbzlemlenirken (p<0,001); Grup III'te anlamli dizeyde bir azalma tespit
edildi (p<0,05) (Sekil 4.6).

Benzer sekilde diger gruplar birbiri ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak bir fark bulunamadi (p>0,05).

65



Kitotriozidaz aktivitesi (nmol/saat/ml)

© b
4,00 <
& i T
o 7
2,00 J_
I{unltrul I.l':l IR+50 Irng.lkg I.l'R+1l]l]|mg.|kg IR+50 rnlg.lkg RA
Salvia L. Salvia L.

Her bir grubun degeri ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

2. Grup I'e gore farklilik: p<0,001
b Grup II'ye gére farklihk: p<0,001
% Grup II'ye gore farklihk: p<0,05

Sekil 4.7. Plazma Kitotriozidaz dizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.8. Bobrekte Histolojik Bulgular

Calismamizdaki bdbrek doku o&rnekleri Hematoksilen-Eozin boyama
yontemiyle incelendi. Tum gruplardaki bulgularin degerlendirilmesinde;

Fokal Glomeruler Nekroz;

Bowman Kapsul Dilatasyonu;

TUbller Epitel Dejenerasyonu;

Tubuler Epitel Nekrozu;

Tubduler Dilatasyon;

Interstisiyel Inflamatuar infiltrasyon ve

Peri Tubuler Konjesyon yéninden skorlama yapilmis olup, sonuglar
tablo halinde verilmistir (Tablo 4.8).

7 R/ K/
A X IR X X

7/
X4

L)

X/ X/ X/
X X X g
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Tablo 4.8. Deney gruplarina ait skorlarin istatistiksel olarak dederlendirilmesi

Grup I

Grup II

Grup III

Grup IV

Grup V

Fokal Glomeriiler
Nekroz

0,00
(0,00-0,00)

1,50
(1,00-2,00)

k% %k

1,00
(1,00-,00)***##

0,50
(0,00-1,00)

1,00
(1,00-2,00) " ##

Bowman Kapsiil
Dilatasyonu

0,00
(0,00-1,00)

2,00
(1,00-2,00)

% %k %

2,00
(1,00-2,00)

% % %k

1,00
(0,00-1,00)

2,00
(1,00-2,00)

* %k %k

Tiibiiler Epitel

0,00

2,00

2,00

0,00

2,00
(2,00-2,00)™**

Dejenerasyon (0,00-0,75) (2,00-2,75)"*" ### | (2 00-2,00)"*" ### (0,00-0,75)2
- . 0,00 1,50 2,00 0,50 1,00
Tubulel‘ Ep'tel Nekl‘OZ (0,00_0,75) (1,00_2,00)***, # (1,00_2,00)***, HH (0,00_1,00)a (1,00_2,00)***
0,00 2,00 2,00 0,00 2,00

Tubiler Dilatasyon

(0,00-1,00)

%k %k %k

(1,25-2,00)

(1,25-2,00)™*" ###

(0,00-0,00)322

(1,00-2,00)***: ###

Interstisiyel
Inflamatuar
Infiltrasyon

0,00
(0,00-0,75)

2,00
(1,00-2,00)

k% %k

2,00
(1,00-2,00)**" ###

0,00
(0,00-1,00)2

2,00
(1,00-2,00)** ###

Peri Tubiiler
Konjesyon

0,00
(0,00-0,75)

2,50
(2,00-3,00)

k% %k

2,00
(2,00-2,75)**" ###

1,00
(0,00-1,00)2

2,00
(2,00-2,00)™* ###

*. Grup I'e gore fark: *; p<0,05, , ***; p<0,001

& Grup Il'ye gore fark: ?; p<0,05, #?; p<0,001
b. Grup III'ye gore fark: °; p<0,05; ®*°: p<0,001
#. Grup IV'e gore fark: #; p<0,05, **#; p<0,001
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Kontrol Grubunu (Grup I) olusturan sicanlardan alinan bd&brek
orneklerinde vyapilan stk mikroskobik incelemelerinde; tldbller ve
glomeriler yapilar normal olarak degerlendirildi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Grup I'e ait bébrek dokusu Orneklerinin Isik Mikroskobu Inceleme
Gorintdleri. (HE, bar:200um)

Iskemi/Reperfiizyon uygulanan gruptan (Grup II) alinan bdbrek
orneklerinin histolojik incelemesinde ise yodun konjesyon, plazma
eksudasyonlari, tabiler hicrelerde hidrofik sisme, tibul limenine nekroze
olmus hucrelerin dokltlmesi ve akut tubller nekroz gibi bulgular goéze
carpmaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Grup II'ye ait bdbrek dokusu drneklerinin 151tk mikroskobu inceleme
gérantdleri.

A) Yodun konjesyon, plazma eksudasyonlar (ok), tubuler hicrelerde hidropik
sisme, tlbll l[imenine nekroze olmus hiicrelerin déklilmesi, Akut Tubuler Nekroz bulgusu
B) TUbul igine yogun plazma ekslidasyonu (yildiz), tibuler hiicrelerin nekrozu sonrasi
tabdl lGmeni igine dékillen hicreler gérinmektedir(ok)

C) Tibil igine yogun plazma eksudasyonu(yildiz), tiibiiler genisleme( = ), tibiil
hicrelerinin limen igine doklilmesi (ok), bazal membranlarin kaybi.ATN
(HE, bar:100um, bar:50.0um).
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Iskemi/Reperfiizyon yapihp 50 mg/kg Salvia L. verilen gruptan
(Grup III) alinan bdbrek érneklerinin histolojik incelemesinde elde edilen
bulgulara bakildidinda tibdller genisleme, glomeriler hiicrelerin ve plazma
eksudasyonunun tibdler boslugun icine dodkllmesi, ayrica tlbil icinde
yogun plazma eksudasyonu, bazal membran batinliglinin bozulmasi net
olarak izlenmekteydi (Sekil 4.9).

Iskemi/Reperfiizyon ve 100 mg/kg Salvia L. verilen gruptan (Grup
IV) alinan bdébrek d&rneklerinin histolojik incelemesinde elde edilen
bulgularda ise bazal membran vyapilarinin korundugu, tibul igindeki
plazma eksudasyonlarinin minimal seviyede oldudu, tibuller genigliklerin
ve tdbudler hicrelerin normal gérinimd ile glomerdl yapisinin normal
oldugu izlenmektedir (Sekil 4.10).
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C

Sekil 4.9. Grup III'ye ait bobrek dokusu 6érneklerinin 1sitk mikroskobu inceleme
goruntaleri

A)Tubuller genisleme, glomeriler hiicrelerin ve plazma eksudasyonunun idrar

boslugu icine dokllmesi(yildiz), ayrica tubul iginde yogun plazma eksudasyonu,
bazal membran bitlnlGginin bozulmasi net olarak izlenmekte
B) PMNL artisi (ok), konjesyonda artis (ok basi), tubuler genisleme

( .7 ), tubuler bazal membranlarda dizensizlik gorilmekte
C) Tibduler genisleme (ok) , tibdllerin icinde yogun plazma eksudasyonu
gbdzlenmekte
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Sekil 4.10. Grup IV’e ait bdbrek dokusu drneklerinin 151k mikroskobu inceleme
gorintileri. Cok hafif konjesyon mevcut olup tibuiler yapilarin normal olarak
dederlendirildigi bobrek dokusu izlenmekte

Iskemi/Reperfiizyon ve 50 mg/kg Rosmarinik Asit uygulanan
gruptaki (Grup V) ratlarin bébrek dokularinin histolojisi incelendiginde ise
Peritibiler konjesyon, tibdllerin icine yogun plazma eksudasyonu, doku
batinliginde bozulma ve tubiler hicrelerde hidropik sisme ve
dejenerasyon izlenmekteydi (Sekil 4.11).
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C

Sekil 4.11. Grup V'e ait bébrek dokusu drneklerinin 1sik mikroskobu inceleme
géruntdleri.
A) Peri tubuler konjesyon (ok) Tubdllerin icine yogun plazma eksudasyonu
(yildiz),
B) Peritubiler konjesyon(ok), tiibdl hiicrelerinde hidropik sisme(ok basi), doku
batlnliginde bozulma, bazal membran yapisinda bozulma, tibdler hiicrelerin
Iimen igine doklilmesi gérilmekte (ok basi)
C) Peritiibller konjesyon , tibller genisleme ( / ) , tabdl igine
plazma eksudasyonu
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5.TARTISMA

Bobrek fonksiyonundaki degisiklikler ciddi hastaliklara neden olabilir.
Son vyillardaki ilerlemelere ragmen, mortalite ve morbidite oranlari % 60’a
ulasmistir. Akut bdbrek hasari vakalarinin %75’inde akut tubuller nekroz
gorultr (André Roberto vd, 2014).

Transplantasyon, travma, nefrektomi, nefron koruyucu cerrahi ve
renal arter cerrahisi gibi renal kan akimini azaltan cerrahi girisimlerin
yayginlasmasi ile birlikte iskemi-reperflizyon hasari olarak adlandirilan
patolojiden de sikca s6z edilir olmustur. Yapilan bircok bdbrek
ameliyatinda postoperatif déonemde olusan serbest radikaller boébrekte
olusan hasari artirmaktadir. Bu bilgilerden yola cikilarak bébrede yapilacak
herhangi bir girisim &éncesi birtakim madde veya ilaglarin kullanimiyla
iskemi reperflizyon hasarinin engellenecedi ve hasarin 06nlenecegi
dastnulmastar.

Iskemi esnasinda aerobik dokular tarafindan Uretilen adenozin
trifosfat; adenozin monofosfat, adenozin, inosine ve hipoksantin'e,
parcalanir. Uretilen hipoksantin; ksantin ve urik asit olusturmak Uzere
ksantin dehidrogenaz tarafindan metabolize edilir. Bu slrecte nikotinamid
dinlikleotid kullanildigindan toksik olmayan oksijen radikalleri olusur.
Iskeminin en 6nemli &zelligi, ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza
dénusimudlr. Ksantin oksidazin hipoksantini metabolize ederek ksantin
ve Urik asite donlstlirme sirasinda molekiler oksijen kullanildigindan
reperflizyon sirasinda ara urin olarak toksik oksijen radikalleri meydana
gelir. Uzun sureli iskemi esnasinda, hicresel enerji depolarinin bosalmasi
ve toksik metabolitlerin birikmesi hicre 6limine neden olabilir (Cetin,
Sileyman & Sener, 2014). Iskemi ve reperfiizyon esnasinda;
mitokondriyal oksidatif fosforilasyondaki degisim ve bunu takiben ATP
miktarinin azalma meydana gelir. ATP'deki bu azalma hiicre igi Ca*?
dlzeylerinde artis ve hicre iskeleti ve membran fosfolipitlerinin yapisinin
bozulmasina ©6ncilik eden enzimlerden olan proteaz ve fosfatazlarin
aktive olmasiyla asin miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR)
olusturarak, oksidatif strese neden olur. Paller ve ark.’nin yaptigi bir
calismada I/R hasarinin fizyopatolojisinde SOR’nin dnemli bir rol oynadigi
belirtilmektedir. Serbest radikallerin bu kadar artis gdstermesinin asil
nedeni iskemik durum degil, azalmis oksijen seviyesinin reperflizyonla
birlikte ani artisidir (Paller, 1984) SOR’i her ne kadar iskemi sirasinda
olusmaya basladiysa da reperfizyon doéneminde dokunun yeniden
oksijenlenmesinin ardindan c¢ok daha blUylk miktarda serbest radikal
olusumu gdézlenmekte ve bunlar da lipid peroksidasyonuna yol acarak
hlicresel hasari daha da artirmaktadir.
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Bobreklerde olusan I/R hasarinin etkilerinin deneysel olarak ortaya
citkmasi icin belirli bir iskemi slresine ihtiyag vardir. Literatlrdeki mevcut
calismalari inceledigimizde bobrekte hasar olusturmaya yonelik olarak
karsimiza oldukca cesitli iskemi streleri ¢cikmaktadir. Bu tez calismasinda
iskemi-reperflizyon  slresinin  saptanmasinda literatirdeki benzer
calismalar incelendi (Reel vd, 2012; Damianovich vd, 2006; Foglieni vd,
2006; Matthijsen vd, 2007; Kinaci vd,2012).

Bhalodia ve ark. renal iskemi reperflizyon hasari olusturduklari
ratlarda inceledikleri Benincasa Cerifera isimli meyve ekstresinin
renoprotektif etkisine baktiklari calismada iskemi suresi 60 dakika olarak
tutulmustur. Foglieni ve ark. yapmis oldugu EDTA’'nin renal iskemi
reperflizyon hasari Uzerine etkilerini inceledikleri galismada ise yine iskemi
suresi 60 dakika ve reperflizyon zamani 60 dakika olarak belirlenmistir.
Basay ve ark. yapmis oldugu Verapamil ve Alfa Tokoferollin iskemi
reperfiizyon hasarina karsi etkilerinin arastinildigi calismada serbest
oksijen radikallerinin etkinligi gosterilmistir ve mevcut calismada 60
dakikalik iskemi slresi tercih edilmistir. Ozan ve ark., tek bdbrege
uyguladiklar 60 dakika iskemi, 60 dakika reperfiizyon modelinde bdbrekte
I/R hasarinin olustugunu biyokimyasal olarak gostermislerdir (Bhalodia vd,
2009; Foglieni vd, 2006; Basay, Adsan, Inal & Cetinkaya, 2003; Ozan,
Koyutlirk & Sapmaz, 2004).

Bu literatlr bilgilerinin i1siginda tez calismamizda 60 dakikalik renal
iskemi siresi ve onu takiben de 60 dakikalik reperflizyon slresinin uygun
olacagi kararlastirilarak deneysel protokol olusturulmustur.

I/R hasarinin iyi bir sekilde anlasilabilmesi icin, klinik denemeler
Oncesi yeni tedavi protokollerinin bulunmasinda deneysel modellerin
onemi son derece blytktir. Fakat unutulmamasi gereken en énemli nokta
insanlar Gzerindeki klinik c¢alismalar 06ncesinde, ilaglarin hayvan
deneylerinde mutlaka denenmesi ve incelenmesi gerekmektedir.

Bu tUr modellerde test edilen ve sonucunda da gelistirilen
antioksidan ajanlarin klinige uygulanmasi uzun sireglere dayansa da,
cesitli patolojik durumlarda ya da cerrahi islemlerde organ koruyucu
olarak tedavi protokollerinde vyer verilen pek c¢ok antioksidan
bulunmaktadir (Sener, 2009).

Literatir taramasi yapildiginda bdbrek iskemi reperflizyon hasarinin
engellenmesinde birgok ajan kullanilmistir. Bu ajanlarin deneysel dizeyde
olsa bile bébrekte olusabilecek iskemi reperfiizyon hasarinin é6nlenmesinde
fayda saglayabilecegi olasidir. Bu tir maddelerin denenerek kullaniimasi,
baska hangi maddelerin kullaniminin iskemi reperflizyon hasarinda etkili
olacagi dislincesini ilgi cekici hale getirmektedir.
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Calisma konumuz olan Salvia L. cinsi lUlkemizde genis bir cografi
yayllis gdstermekle birlikte, halk arasinda oO6zellikle c¢ay olarak
kullanilmaktadir. Birgok Salvia L. turl adacgayi olarak uzun yillardir gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir. Bu nedenle bu cinse sifa verici
ozelliginden dolay! Latince de ‘iyilestirmek, kurtarmak’ anlamina gelen
Salveo kelimesinden turetilmis Salvia ismi verilmistir (Baytop, 1984).

Calismamizda kullandigimiz Salvia L. ekstreleri, dinya capinda
geleneksel tipta oldukca yaygin olarak kullaniimaktadir. Ornegdin adacayi
(Salvia Officinalis), degisik formlarda spazmolitik, antimikrobiyal, sedatif,
antiinflamatuvar, antioksidan, antitimdér, antihipertansif, dilretik,
diaforetik, antiseptik ve ekspektoran oOzellikleri ile koroner kalp
hastaliklari, kronik bronsit, astim, kronik renal yetmezlik, siroz,
dismenore, insomnia, infantil kolik, Alzheimer hastaligi gibi cesitli klinik
durumlarda bitkisel ilag olarak kullanilmaktadir (Sarici vd, 2004).

Son vyillarda sentetik antioksidanlarin insanlar UGzerindeki zararli
etkilerinin ortaya cikmasi nedeniyle bunlarin yerine kullanilabilecek dogal
madde arayisi hizla sirmektedir. Salvia tlrleri de bu arastirmalarin yogun
olarak strdiga turlerin basinda gelmektedir. Tim dinyada tibbi adacgayi
olarak bilinen ve kullanilan S. officinalis’in antioksidan aktivitesi de ¢ok iyi
bilinmekte ve bu amacla da kullanilmaktadir. Salvia tdrlerinin  bu
etkilerinden daha c¢ok icermis olduklar hidroksisinnamik asit tlrevleri
(kafeik ve rozmarinik asitler), flavonoitler (luteolin, apigenin ve
glikozitleri) ve diterpenoitleri (karnosol, karnosik asit ve metil karnosol
gibi) sorumludur (Deans & Simpson 2000; Yumrutas, Sokmen & Oztirk,
2011).

Calismamizda kullandigimiz Rosmarinik asit’i Salvia tirlerinin icermis
oldugu en gicli flavonoid olmasindan dolayl pozitif kontrol olarak
incelemek amaciyla calismaya dahil ettik. Rosmarinik asit (RA); gida
endustrisinde yemeklerde baharat olarak da kullanilan Lamiacea
familyasina ait bir bitki etken maddesidir. RA’in biyolojik aktivitelerine dair
yapilmis oldukca fazla sayida calisma bulunmaktadir. Bu bilesigin
antioksidan, antiinflamatuar ve antialerjik aktiviteye sahip oldugununa
dair in vitro calismalar da bulunmaktadir.

Bu etkileri arasinda; suUperoksit ve hidroksil radikalleri stpuUrici
etkisi, LDL 'nin inhibisyonu, yag oksidasyonundan koruma gibi bir dizi
reaksiyon siralanabilir Ayrica proinflammatuar molekillerin ekspresyonunu
azalttigina ve antioksidatif aktiviteyi artirdigina dair yapiimis calismalar da
mevcuttur (Fuhrman, Volkova, Rosenblat & Aviram, 2000).

Salvia L.'nin bu mevcut farmakolojik 6zelliklerinden yola cikilarak

bébrek iskemi reperflizyon hasarinda da koruyucu etkisi olabilecegi
dusundlmus ve bu etkilerinden dolayi galismamizda yer almistir.
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Bu calismada kullandigimiz Salvia L. ekstreleri sehrimizde endemik
olarak yayilim gostermektedir. Kullandigimiz bu endemik tirlerin ise farkl
iki dozu literatlir taramalari sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda
verilmistir (Wang & Yeung, 2011).

Chen ve ark. renal iskemi reperflizyon hasari olusturduklari ratlarda
Salvia  miltiorrhiza  ekstresinin  bu hasari dnlemedeki etkilerini
arastirmislardir. Yapmis olduklari bu calismada 60 dakika iskemi ve
iskemiyi takiben 30 dakika reperflizyon uygulamasini tercih edilmislerdir.
I/R d6ncesi 20 gln boyunca Salvia miltiorrhiza ekstresinin farkh dozlar
ratlara uygulanmistir ve bu dozlar 25-50-100-150 mg/kg seklinde
uygulanmis olup 06zellikle en etkin doz 50 ve 100 mg/kg olarak tespit
edilmistir (Chen & Wu,2012) Yine ayni sekilde vermis oldugumuz RA
dozunu da literatire uygun bir sekilde ayarladik (Baba, Osakabe
&Natsume, 2004).

Bdbrek hastaliklarinin teghisi, takibi ve tedavisinde kullanilan
laboratuar bulgulari, bébrek hasarini, bdbrek ve idrar yollarina iliskin
patolojileri ve bdbregin fonksiyonel durumunu gostermekte olup, rutin
bdébrek fonksiyon testleri olarak adlandiriilmaktadir (Gowda vd, 2010).

Tez calismamizdaki amacimiz; renal I/R hasari modeli olusturarak
son vyillarda yogun ilgi duyulan ve sehrimize endemik olan Salvia L.
(Adacayl) tirlerinin I/R hasari (izerindeki etkilerini biyokimyasal ve
histolojik dlizeyde arastirmak ve bu slrecgte Salvia L. tdrlerinin potansiyel
koruyucu ajanlar olup olamayacaklarini tespit etmektir.

Calismamizda  ozellikle olusturdugumuz iskeminin  boébrekte
hasarlanma yapip yapmadigini, glomeriler fonksiyonu dederlendirmede
kolay ve basit bir yéntem olan BUN ve kreatinin serum
konsantrasyonlarina bakarak incelendi.

Ure insanda protein katabolizmasinin baslica azot iceren metabolik
son Urinadir. Urenin %90’dan fazlasi bdbrekler tarafindan atilir. Bébrek
hastaliklarinin pek gogunda plazma Ure konsantrasyonlarinda artis goralir
(Erbil, 2007).

I/R sonrasinda serum BUN miktarindaki artis akut bdbrek
yetmezliginin gdstergesi olabilmektedir. Calismamizda I/R sonrasi serum
BUN dizeyi incelendiginde tim gruplarda Grup I'e gobre vylkselme
kaydedildi. Iskemi reperflizyon uyguladiimiz Grup II'de ileri derecede
yikselme gérildi. Bu durumun I/R’nin bébrek fonksiyonlarina olumsuz
etkilerinin yansimasi oldugu distnlldid. Grup IV'de ise yani 100 mg/kg
Salvia L. uyguladigimiz grupta belirgin iyilesme olmakla birlikte BUN
dederinin Grup II'e oranla distligl saptandi.
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Kreatinin, vlcut sivilarina salinimi dar sinirlar icinde ve sabit bir
oranda oldugundan, glomeriler filtrasyon orani ve bobrek fonksiyonu icin
iyi bir indikatérdur (Erbil, 2007).

I/R uygulamasi sonrasinda serum kreatinin seviyesinde gdzlenen
yukselme, bdbrek proksimal tubul hicrelerinde meydana gelen fonksiyon
bozuklugunu gosteren bir durumdur. Kreatinin agisindan kontrol grubuna
gére tim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark gézlendi. Grup IV'in
sahip oldugu fark diizeyinin I/R grubuna gore olumlu yonde oldugu tespit
edildi. Yapilan benzer calismalarin da bulgularimizla paralellik goésterdigi
tespit edildi (Chen & Wu, 2012; Sentirk, vd, 2010; Onal vd, 2004;
Ozdamar, Yurtcu, Toy, Akdz & Giinel, 2010; Aydoddu, 2005; Sugita vd,
2013; Qin & Zhan, 2014).

Camara ve ark. bilateral bébrek arter ve venine klemp koyarak 45
dakika iskemi ve 24 saat reperflizyon uyguladiklari galismalarinda serum
AST dizeyleri ile bobrek tlbiler hasar skorunun anlamli diizeyde arttigini
bildirmislerdir. Serum AST dizeyi non-spesifik hilicresel hasarin veya
nekrozun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. AST boébrek tuabdl
hiicrelerinde de bulunan bir enzimdir. Bobrek iskemi reperfiizyon
modellerinde AST dUlzeylerindeki ylkselmenin karaciger hasari degil
bébrek hasari sonucu oldugu bildiriimektedir (Camara vd, 2009).

Chatterjee ve ark. ‘nin sicanlarda yapmis oldugu bdbrek I/R hasari
calismasinda AST dlzeyinin arttigi buna karsin, karacigerdeki hasarin bir
gOstergesi olarak kullanilan ALT dlzeyinin degismedigi bildirilmistir. Bu
nedenle bdbrek I/R hasarinda ylkselmis AST dilzeyleri bdbrek tiubller
hasarin bir gdstergesi olarak dusinltlmesi gerekmektedir (Chatterjee vd,
2000).

Calisma gruplarimizdan olan Grup I'e go6re dederlendirme
yaptigimizda Grup II'de ileri derecede o6nemli artis bulunmustur
(p<0,001). Grup II'ye gore yani I/R Grubuna gore degerlendirme
yapildiginda ise Grup III, Grup IV ve Grup V'te anlamh dizeyde azalis
gozlemlenmistir (p<0,05). Calismamizda serum AST dlzeyindeki artisin
bobreklerdeki nekroz duzeyi ile paralel olmasi bunu desteklemektedir.

Feilleux ve ark. rat bobreginde tlbller hasar sonrasi AST artisi
oldugunu ve AST'nin karacigere 6zgl olmayip renal tiblllerde de olusan
hasari gosteren nonspesifik bir enzim oldugunu goéstermislerdir. Avlan ve
ark. ise AST'yi renal I/R calismalarinda, renal tiibil hasarinda artan bir
enzim olarak, hasarin derecesini belirlemede kullanmiglardir (Feilleux vd,
2003; Avlan vd, 2006).

Serum ALT degerlerine baktigimizda ise kontrol grubuna (Grup I)

gore Grup II' (I/R ) de ileri derecede 6nemli artis olurken (p<0,001), diger
gruplarda anlamhhk bulunmamistir (p>0,05).
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Kullanmis oldugumuz 100 mg/kg Salvia L. ekstresi grubunda ise I/R
grubuna gore ileri derecede azalma (p<0,001) gdzlemlendi. Seifi ve ark.
renal iskemi hasari sonrasi uzak organ olarak karacigerin korunmasi
Uzerine yapmis olduklari calismada uzak organ yetmezligi olarak ALT ve
AST duzeylerinde farkhhk bulmuslardir.

Reaktif oksijen turlerinin Uretimindeki artis ve oksidatif stresin
indiklenmesi renal reperflizyon hasari olarak sonuglanir ve bu sekilde bir
hasarin tetiklenmesi uzak organlarda 6nemli rol oynayabilir (Seifi vd,
2014). Rajan ve ark. vagus siniri araciligiyla renal iskemi reperfiizyon
hasari  olusturduklari  hayvanlarda ghrelinin  koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Yapmis olduklari bu calismada ALT ve AST enzimlerinde
iskemi sonucunda bulduklar ylksek dederlerin ghrelin tedavisi ile anlamh
derecede azaldigini da tespit etmislerdir ( Rajan vd, 2012).

Bizim elde ettigimiz bulgular da literatir bilgisi ile uyumlu
bulunmustur.

GGT veya diger bilinen ismiyle gama glutamil transpeptidaz (gluta-
mine:D-glutamyl-peptide 5- glutamyltransferase) serumda ve birgok
hiicrenin dis yluzeyinde bulunan ve aminoasit veya kicluk peptidlerin gama
glutamil artiklarinin transferini kataliz eden bir enzimdir. GGT birbirine
benzemeyen iki alt Uniteden olusmus bir hicre ylzey glikoproteinidir.
Serumdaki gama GGT’ nin en 6nemli kaynadi karacigerdir ve bobrek
tubdlleri, safra epiteli ve beyin kapillerinde ylksek miktarda sentez edilir.
Serum GGT aktivitesindeki artislar, diabetes mellitus, obesite ve konjestif
kalp yetmezligiyle de yakindan iliskilidir (Noyan, 2009). GGT
aktivitesindeki degisimlerin bobrek fonksiyonlarinin da takibinde
kullanilabilecek bir parametre oldugu bildirilmistir. Yapilan son
epidemiyolojik calismalar, GGT aktivitesindeki artislarin diyabet ve
diyabete bagh komplikasyonlarin gelisimini gésteren bir belirteg olmasinin
yani sira, kardiyovaskuller ve boébrekle iligkili hastaliklarda da yukselmis
GGT aktivitesinin mortalite ve morbitidetiyi etkileyen édnemli bir gdsterge
oldugu ortaya konulmustur (Lee vd, 2007).

Bu calismada bébrek fonksiyonlarini dederlendirmek amaciyla GGT
dizeyleri de olglilmustlr. Salvia L. gruplarinda GGT duzeyleri I/R grubuna
gbére oldukca dusuktld. Bu durum bize hasarlanma gerceklesmeden énce
Salvia L. aliminin bdbrek fonksiyonlari Uzerinde koruyucu etkisi
olabilecegini gostermektedir.

C-reaktif protein inflamasyonun spesifik olmayan bir biyokimyasal
belirtecidir. Dlzeyi akut inflamatuar durumlarda veya doku hasarinda
gecici olarak 1000 kata kadar artmakta, kronik inflamatuar olaylarda ise
strekli yiksek degerler izlenmektedir. Romatoid artrit, ankilozan spondilit,
sistemik lupus, infektif endokardit gibi bircok klinik tabloda hastalik
aktivitesini belirlemede kullaniimaktadir.
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Major cerrahi veya travmada ise CRP bir belirte¢ olarak énemini
yitirmektedir; cinkl bu gibi klinik durumlarda CRP dlzeyleri 2-3 hafta
kadar yuksek seyretmektedir (Yildirir, 2005).

Iskemi sirasinda hsCRP diizeylerinin artti§i gorilmustiar. Iskemiyi
takip eden reperflizyon sonrasinda kisa bir strede (yaklasik 15 dakika)
serbest oksijen radikallerinin olusumu, kompleman sistem aktivasyonu,
koroner endoteline nétrofil tutunmasi ve IL-6 ve IL-1 gibi akut
proinflamatuar  sitokinlerin  aktive oldugu deneysel calismalarda
gosterilmistir (Kukielka vd, 1995).

Calismamizda I/R grubunun hsCRP dlizeyleri kontrol ile kiyaslaninca
anlamli dizeyde yuksekti. Ayrica 50 mg/kg Salvia L. ve 50 mg/kg
Rosmarinik asit uygulanan gruplarda I/R grubuna gére anlamh bir azalis
olurken; 100 mg/kg Salvia L. uygulamasi hsCRP duzeylerini I/R Grubuna
kiyasla ileri derecede anlamli olarak dustrdu.

Calismamizda diger bir inflamatuar gosterge olan, I6kosit ve
mononikleer hicrelerden salgilanan doku MPO dlizeylerine de bakildi.
Post-iskemik durumda PMNL’de icerdikleri MPO enzimi ile I/R hasarinda
roli olan SOR”un olusumuna neden oldugu calismalar da gosterilmistir
(Grisham vd, 1986).

Iskemi-reperfiizyon grubunda MPO diizeyleri kontrol ve tedavi
gruplarina gore yuksek bulundu. Tedavi grubunun hem 50 mg/kg Salvia L.
hem de 100 mg/kg Salvia L. uygulamasindaki MPO degerleri I/R grubuna
gobre dusuktli. Ancak bu dustklik 100 mg/kg Salvia L. verilen grupta
istatiksel olarak ileri derecede anlamlydi. Tedavi grubunda MPO’nun disuk
bulunmasi Salvia L. ekstresinin I/R olusturulmus dokuya, bilinen T ve B
hlicre proliferasyonunu azaltici etkilerinin yanisira, I6kosit ve mononukleer
hiicre gdocliini de anlamli 6lclide engelledigi ve bu sayede antiinflamatuar,
ilave bir etki meydana getirebilecegini gostermektedir. Inflamatuar hiicre
gbclini azaltici bu etkiler ekstrenin, I/R hasari slrecinde inflamatuar
hicrelere bagh olusacak hasarin azaltimasinda da etkili olabilecegi
konusunda beklentileri artirmaktadir.

Benzer bir calismada Tan ve ark. da I/R uygulanmis bébrek
dokusunda MPO aktivitesinin saglikli dokuya gore anlaml ylkseldigini
rapor etmislerdir (Tan vd, 2013)

Qiao ve ark. renal iskemi reperflizyon hasarina karsi kalsitonin gen
iliskili peptid (CGRP) ailesine ait bir peptid olan intermedinin
koruyuculugunu test ettikleri calismada noétrofil infiltrasyon markiri olan
MPO aktivitesinin renal iskemi reperflizyonda artis goOsterdigini
vurgulamiglardir. Tedavi sonrasinda ise MPO aktivitesindeki azalmayi rapor
etmiglerdir (Qiao vd, 2012).
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Kiiciik ve ark.yapmis oldugu calismanin amaci ise I/R’un neden
oldugu oksidatif hasari bdbrek dokusunda incelemek ve Tadalafil ve
Sildenafil olarak bilinen indiklenebilir NOS (iNOS) lzerine fosfodiesteraz
tip 5 (PDE5S) inhibitéri olan ilaglarin, endotelyal NOS (eNOS) ve p53 gen
ifadeleri ve apoptoz lizerine etkisini dederlendirmekti.

Yaptiklari bu galismada ise I/R ile artan MPO aktivitesini bahsi gecen
ilaglar goreceli olarak distrmus bulundu (Kucuk vd, 2012).

Otokrin ve parakrin bir hlicresel ajan olan nitrik oksit (NO) normal
fizyolojik kosullar ile bircok patofizyolojik kosulda homeostazin
surdirtlmesinde énemli bir etkendir. Septik sok, reperfizyon hasari gibi
hastaliklarda NO aktivitesinin arttigi bilinmektedir. Yapisal NOS ile Gretilen
NO normal fizyolojik olaylarin  sUrdurilebilmesi igin  gereklidir.
Indiiklenebilir NOS ile Uretilen yiiksek konsantrasyonlar ise hasari artirir.
Kisaca NO akut inflamatuar olaylarda hem koruyucu hem de hasarlayici bir
molekul olarak etki gbsterebilir. Bu paradoks ve puliripotent aktivite birgcok
arastirmaci icin yorumsal karmasikliga neden olmakta ve yeni calismalarin
yapillmasina yol acmaktadir (Kuyumcu, Polat Dizgiin, Ozmen & Besler,
2004). NO, olusan SOR“lar ile reaksiyon vererek gugli bir oksidan olan
ONOOH olusturmakta ve sonugta da HOe radikali olusumuna vyol
acmaktadir. NO bazi durumlarda da bir antioksidan gibi davranarak
hicreleri lipit peroksidasyonundan korumaktadir (Memisodullari, 2005)
Yapilan bircok arastirmada ise I/R’ye badli olarak yiiksek miktarda
meydana gelen NO ve ONOO- olusumu azaltilarak hasarin 6nlenebilecegi
ileri strdlmustir (Ozer, Cicek & Gokalp, 2005).

I/R, endotel hucrelerinde NO ile superoksid arasindaki dengeyi
degistirerek hem arteriyollerde endotel bagimli vazodilatasyonda
bozulmaya hem de venlllerde akut inflamatuar yanita neden olmaktadir.
Normal sartlar altinda, NO akisi superoksid dretim hizini oldukca
asmaktadir. Bu durum, hicre igi dlistk sUperoksid seviyelerinin etkili bir
bicimde temizlenmesine, diz kasta guanilat siklaz aracihidiyla arteriel
tonusun azalmasina, trombosit agregasyonu ve tromblis olusumunun
Onlenmesine ve I|6kositler ile endotel hilicre ylzeyi arasinda adeziv
etkilesimleri en aza indirgemeye olanak tanir.

Bununla birlikte, iskemik dokularin reperflizyonundan sonra
dakikalar igerisinde NO ile stperoksid arasindaki denge stperoksid tarafina
dogru degisir. Bu dengesizlik, endotel hiicrelerince ve bdlgeye birikmis
yapisik lékositlerce sliperoksid lretiminde cok buyuk bir artisa ve buna
karsilik endoteliyal NO sentaz’a bagli NO sentezinde bir azalmaya yol acar.

Endotel hucrelerince Uretilen c¢ok dlsuk seviyelerdeki NO, bol
miktardaki slUperoksid ile reaksiyona girer. Endoteliyal ortamda NO
kalmadigi igin endotel bagimh, NO aracili vazodilatasyon gelisemez (Teke,
Kabay & Ozden, 2008).
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Calismamizda, kontrol gruba goére kiyaslama vyapildiginda I/R
uygulanan grupta NO dizeyleri oldukca distk bulundu. Tedavi amacl
uyguladigimiz Salvia L. ektrelerinin her iki dozu da disen NO dizeylerini
ylkseltti. Hatta pozitif kontrol olarak kullandigimiz 50 mg/kg Rosmarinik
asit grubu da bu orani artirdi. Fakat 100 mg/kg Salvia L. uyguladigimiz
gruptaki artis diger gruplara gére NO dederlerini artirmada daha etkili
bulundu.

Hem iskemi hem de reperfiizyonu takiben zarar géren endotelyumda
NO sentezi belirgin derecede azalir. Nitrik oksit gibi inhibitdr etkisi ¢ok
kuvvetli bir ajanin eksikligi notrofil aktivasyonunun kolaylasmasina ve
doku hasarinin artmasina vyol acabilir. Ayni zamanda bdbreklerde
glomerller kapiller kan basincinin, glomeriler plazma akisinin ve
glomerduler filtrasyon hizinin fizyolojik dizenlenmesinde NO &énemli role
sahiptir.

Hekimoglu ve ark. ratlarda yapmis oldugu iskemi reperflizyon
calismasinda iskemi reperflizyon uyguladiklari grupta azalmis NO dlzeyleri
dikkat cekmektedir. Nitrik oksidin I/R sirasinda hcreler tGzerinde koruyucu
etkisi oldugunu ve oksidatif stres, sitokin salimini inhibe ettigi
goéstermislerdir. I/R sirasinda nitrik oksitteki azalma genel olarak endotel
disfonksiyonu ve endotelyal nitrik oksit sentaz aktivitesinin indirgenmesi
araciligiyla gergeklesir (Hekimoglu vd, 2013).

Renal I/R hasari sirasinda Uretilen serbest radikaller lipid
peroksidasyonu ile yapisal ve fonksiyonel olarak hlicre hasarina neden
olurlar. Serbest oksijen radikalleri oldukca reaktif olmalarindan dolayi
direkt olarak olcilememekte, lipid peroksidasyonu esnasinda agiga gikan
daha stabil molekillerin 6lcimU yapilmaktadir. Lipid peroksidasyonunun
gbstergesi olarak en sik kullanilan ve doku hasari konusunda fikir veren bu
molekullerden birisi Malondialdehid (MDA)‘dir.

Biz de calismamizda lipid peroksidasyonunu ve hilicresel hasari
dedgerlendirmek Uzere MDA dlzeylerini inceledik. Doku MDA dederleri
iskemi/reperfiizyon grubunda (Grup II) beklenildigi (zere diger tim
gruplardan yuksek bulundu.100 mg/kg Salvia L. uygulanan gruptaki (Grup
IV) MDA dederleri diger gruplara gore ve ¢zellikle de 50 mg/kg Salvia L.
olan (Grup 3) grubu goére dusuk bulundu. MDA dlzeylerinin doku hasari
konusunda O6nemli olmasi nedeniyle Salvia L. ekstresinin renal iskemik
hasarda lipid peroksidasyonunu azaltici yénde etki gdstererek olusabilecek
hasar lGzerine Onleyici yonde bir katkisi oldugu dastndulebilir.

Bizim bulgularimiz Ge ve ark. yaptidi calismada gozledikleri I/R

modelinde Salvia miltiorrhiza *‘nin MDA Uretimindeki 6nemli artisi azaltmasi
ile uyumludur (Ge vd, 2014).
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Salvia miltiorrhiza ‘dan izole edilen litospermik Asit B (LSB)'nin I/R
ile bdobrek hasari olusturulan ratlarda iyilestirici etkisi olup olmadigini
incelemek Uzere tasarlanmis olan bir calismada ise; Litospermik Asitin,
doza bagimh bir sekilde, reaktif oksijen tirlerinin Gretimine ve lipid
peroksit Uretimine karsi glcli bir aktivite gosterdigi gozlenmistir (Kang
vd, 2004).

TNF-a iskemik renal hasarda, makrofaj, I6kosit ve renal tlbdller
hicreler tarafindan sekrete edilir. TNF-a glomeriler kan akimini,
glomerdler filtrasyon hizini azaltir; glomeriler albumin permeabilitesini
arttirir; serbest oksijen radikali, IL-1 gibi endojen pirojen ve diger
proinflamatuar sitokinlerin Uretimini stimlle eder; ndétrofil ve monosit
infiltrasyonunu arttirir; ICAM-1 ve L-selektin ekspresyonunu arttirir;
hicresel apoptosisi indlkler; glomeriler fibrin birikimini artirdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir.

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli
dilatasyonun bozulmasina, kapillerlerde I6kosit tikaclarinin olusmasina ve
sivi  filtrasyonunun  artmasina, post-kapiller venlllerde plazma
proteinlerinin damar disina sizmasina ve bdylece mikrovaskiler
fonksiyonun bozulmasina neden olur. Endotel hicreleri ksantin oksidaz
enzimi bakimindan zengindir ve reperflize olan dokudaki endotel
hicrelerinde fazla miktarda slperoksit radikali olusur ve nitrik oksit (NO)
olusumu azalir. NO saliniminda azalma; arteriollerde endotel bagimh
dilatasyonda bozulma, l6kosit endotel adhezyonunu saglayan adhezyon
molekdullerinin  yapiminda artis, komplemanlarin aktivasyonu, platelet
aktive edici faktér (PAF) ve tumoér nekroz faktér alfa (TNF-a) gibi
inflamatuar aracilarin yapimindaki artisla sonucglanir (Teke, 2008; Weight,
1996).

No6trofil, iskemi olusturan bdbrek dokusundaki hasarda en fazla
etkiye sahip inflamatuar hiicredir. Iskemide olusan bu endotel hasari,
endotel-l6kosit adezyonu ve kapillerlerdeki I6kosit ve eritrosit tutulumunu
artirir ve renal mikrosurktlasyonu da bozar (Bonventre & Zuk, 2004).

Olusan I6ékosit infiltrasyonu ise peritlibller bélgede daha da belirgin
sekilde goézukidr (Miyazawa, Watanabe, Miyaji, Hotta & Abo, 2002).
Sitokinler, reaktif oksijen radikalleri, eikozonoidler gibi molekdller
|I6kositleri de aktive ederler. Bu sitokinler IL-1, IL-2, IL-8, IL-10, IL-18, ve
TNF-a’dir. Bu sitokinler noétrofil deformasyonunu ve bu bélgedeki tutulma
edilimlerini arttinrken, ayni zamanda da serbest oksijen radikalleri ve
proteaz artisiyla doku hasarini da artirirlar. Sonug olarak bir kisir déngu
olusur ve bdylece hasar daha da ilerler.
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Bizim calismamizda beklenildigi Gizere I/R grubunda TNF-a dlizeyleri
en ylksek olarak bulundu. Iskemi-reperfiizyon grubundaki bu belirgin artis
istatistiksel olarak kontrol grubuna goére ileri derecede anlamli olarak
bulundu. Bu yuksek TNF- a dlzeyleri 100 mg/kg Salvia L. verilen grupta
(Grup IV) anlaml olarak azalmisti. Calisma gruplarimizdaki TNF- a
dlizeylerine gore Salvia L.'nin TNF- a salinimini baskilayici etkisi oldugu ve
onemli bir inflamatuar sitokin olan TNF- a’nin bu sekilde baskilanmis
olmasinin I/R hasarinin 6nlenmesinde Salvia L. 'nin 6nemli katkisinin
oldugunu disindirmektedir.

Calismamizin  6zglnliglind saglayan kisimlarindan birisi ise son
zamanlarda dikkat ¢eken yeni bir inflamasyon markiri olan kitotriozidaz’ in
iskemi reperfizyon modelinde inceleniyor olmasidir.

Kitotriozidaz (ChT) N-Asetil-D-Glukozaminin dallanmamis polimeri
kitini parcalayabilen bir grup enzim olan memeli kitinaz ailesinin bir
Uyesidir. Selektif olarak aktive edilmis makrofaj ve noétrofillerden
salgilanir. Makrofaj lizozomlarinda glikosfingolipid, demir, glikojen
birikmesi gibi bazi patolojik durumlar, makrofajlardan asir kitotriozidaz
yapimi ve salinimini tetikler. Kitotriozidaz enzim aktivitesi, lizozomal depo
hastaligi (6rn. Gaucher) olan hastalarin plazmalarinda asiri artmasinin yani
sira makrofaj aktivasyonunun baskin oldugu diger hastaliklarda da artar.

Artieda ve ark. aterosklerotik hastalarda gerceklestirmis olduklar bir
calismada plazma kitotriozidaz dlzeylerinin oldukca yikseldigini ve
endotel disfonksiyonun gergeklestigini gostermislerdir (Artieda vd, 2007).

Ayrica Kkitotriozidaz hlcre kadltir ortaminda da bir hafta sonra
yukselmeye baslamistir. Bu artis zamanla daha fazla katlanarak devam
etmistir. Dolayisiyla kitotriozidazi akut faz proteini gibi degil de kronik
inflamasyon markiri olarak degerlendirmek gerekebilir. Ayrica insanlarda
ChT aktivitesi 06zellikle etnik gruplar arasinda da farkhliklar gésterir.
Bireyler arasinda genetik dizeyde ekspresyon farkliliklari da s6z konusu
olabilir. Kullanmis oldugumuz bitki ekstresi Salvia L.'nin ise tire bagl
olmaksizin I/R uygulanan gruptaki artisi belli oranda disdrmustir. Bu
azaltict etki bitki ekstresinin antiinflamatuar o&zellikleri ile makrofaj
aktivasyonunu engellemeleri Gizerinden olabilir.

Ayrica calismamizin gbze carpan bir kismi da literatir taramalarimiz

sonucunda ChT aktivitesinin I/R hasarina karsi nasil bir etki
goOsterebilecegine dair yapilmis calismanin bulunmamasidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda bdbrek dokusu, histolojik olarak incelendiginde I/R
grubunda gorilen yogun konjesyon, plazma eksudasyonlari, tibiler
hiicrelerde hidrofik sisme, tubll limenine nekroze olmus hicrelerin
dokllmesi ve akut tlbller nekroz gibi géze carpan bulgular 100 mg/kg
Salvia L. uygulanan grupta yerini bazal membran vyapilarinda belirgin
dizelmeye, tlbller genigliklerin ve tubidler hicrelerin @ normal
gbérinimune, tabdl icindeki plazma eksudasyonlarinin minimal seviyeye
dismesine ve glomerll yapisinin normal izlenmesine birakmistir. Elde
ettigimiz bilgilere gore; I/R kaynakh renal hasari, 100 mg/kg Salvia L.
ekstresinin bliylk oranda ortadan kaldirabilecegini diisinmekteyiz.

Ozetle biyokimyasal ve histolojik verilerimize dayanarak I/R ile
olusturulan renal hasar sonucu rat doku o&rneklerinde oksidatif ve
inflamasyon acisindan ciddi hasarlar goézlemlenmistir. Fakat buna ragmen
elde ettigimiz verilere gore tedavi gruplarimizdan 100 mg/kg Salvia L.
basta olmak uzere, 50 mg/kg Salvia L. ve 50 mg/kg Rosmarinik Asit
kullaniminin bébrek yapi ve fonksiyonlarina karsi koruyucu etki gosterdigi
tespit edilmigtir.

Bu deneysel calisma verileri inflamasyona karsi koruyucu etkisi
bilinen Salvia L. ekstrelerinin I/R’a karsi da etkili olabilecegi ile ilgili
arastirmalara énemli bir katki saglayabilir. Sonug olarak nefrektomi ve I/R
uygulanmis ratlarda meydana gelen renal hasarlanmadaki durumu
engellemede kullandigimiz ekstrenin olumlu etkilerinin olabilecegini
biyokimyasal 6lgimlerimiz ve histolojik incelemelerimiz agik bir sekilde
ortaya koymaktadir. Rat bébrek dokusunda yaptigimiz bu arastirma; daha
ileriki zamanlarda organ transplantasyonlarinda da olusabilecek hasarlarin
Onlenmesinde, Salvia L. kullanimini destekleyecek niteliktedir. Salvia L.
esktresi renal I/R hasarina yol acabilecek cerrahi girisimlerden &nce
kullanilarak, olusabilecek oksidatif renal doku hasarini azaltabilir ve renal
fonksiyonun ileri derecede bozulmasini engelleyebilir kanisindayiz.

Ancak bu elde edilen bilgilerin klinik agidan uygulanmasi ve insan

deney calismalariyla desteklenmesi bu sonuglarin glvenirliligini artirmada
faydali olabilecektir.
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