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SIMGE VE KISALTMALAR

ABH: Akut Bobrek Hasar1

eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
FeNa: Fraksiyonel Sodyum Atilim1
GFR: Glomertiler Filtrasyon Hizi

GSH: Okside Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

IR: Iskemi/Reperfiizyon

INOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
KIM-1:Boébrek Hasar Molekiilii-1

LDL: Disiik Yogunluklu Lipoprotein
MDA: Malondialdehit

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Rediikte)
NO: Nitrik Oksit

NO;s : Nitrat

NO;" Nitrit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

RNT: Reaktif Nitrojen Tiirleri

ROT: Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD: Siiper Oksit Dismutaz



GIRIS VE AMAC

Akut bobrek hasar1 (ABH), azalmis idrar ¢ikisi ve kanda azotlu (kreatinin ve {ire) ve
azotlu olmayan atik {iriinlerde birikme ile sonuglanan, bobrek fonksiyonlarinin ani azalmasi
(1), s1v1 ve elektrolit, asit ve baz dengesinin bozulmasi ile karakterize bir sendromdur (2).

Akut bobrek hasari, hastanede uzun siireli tedavi gerektirir ve yiiksek 6liim oraniyla
birlikte seyreder. Bobrek iskemi/reperfiizyon (IR) hasari ile bobrek nakli, kismi nefrektomi,
renal arter anjiyoplastisi, kardiyopulmoner bypass, aortik bypass cerrahisi, kaza sonucu veya
latrojenik travma, sepsis, hidronefroz ve elektif iirolojik operasyonlar gibi birgok klinik
durumlarda siklikla karsilagilir (3).

Karmagik ve birbiri ile iliskili olaylar dizisinin onciiliik ettigi, hasara neden olan ve
renal hiicre Oliimii ile sonuclanan ABH’nin baglica sebebinin, renal iskemi oldugu
bildirilmektedir (4).

Iskem/reperfiizyon hasarinin patofizyolojisi; reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif
nitrojen tiirleri (RNT), piirin metabolitleri, notrofil akiimiilasyonu, bazi vazoaktif maddeler
(endotelin, anjiyotensin IT) ve daha sonra salinan litik enzimler ile iligkilidir (5).

Reperfiizyonun, iskemik bobrek dokusunun yasami igin gerekli oldugu bildirilmistir.
Reperflizyonun kendisinin ROT’un iiretiminde artma, ATP’nin tiikenmesi, noétrofil
infiltrasyonu, fosfolipaz aktivasyonu ve membran lipit hasarina, hiicre iskelet fonksiyon kaybi
ve hiicre i¢i Ca** birikimine bagli hiicre hasarina neden oldugu rapor edilmistir (6).

Likopen, bati diyetlerinde en ¢ok tiiketilen karotenoidlerden biri olup, agirlikli olarak
domates ve domates iiriinlerinde bulunmaktadir. Giiglii bir antioksidan aktiviteye sahip olmasi
nedeni ile oksidatif hasarlarda, doku iyilesmesi ve korunmasina katkida bulundugu
bildirilmistir (7,8). Likopenin, bébrek IR hasarinin da icinde oldugu civaya bagh
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nefrotoksisite, diabetik nefropati, kolsitine bagli nefrotoksisite gibi birgok bobrek hasari
modelinde, renal hasar1 azalttigi, doza bagli olarak yararli etkilerinin oldugu, bobrekteki
metabolik homeostazisi korudugu ve koruyucu etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Ayrica
likopenin prostat kanseri insidansini, kardiyovaskiiler hastalik, mide, kolon, g6giis ve serviks
kanseri risklerini azalttigi da bildirilmistir (9-13).

Bu c¢alismada deneysel IR’nin sican bobreklerinde yol actign oksidatif hasarda,
iskemik hasar olusmadan 6nce likopen verilmesinin; bobrek fonksiyonlari, nitrik oksit (NO)
metabolizmasi, lipit peroksidasyonu, endojen gii¢lii bir antioksidan olan glutatyon (GSH)
diizeyleri ve bobrek hasarindaki koruyucu rolii {izerindeki etkilerini arastirilmasi

amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Bobrek islevlerinin hizli bir sekilde bozulmasi durumu ilk olarak William Heberden
tarafindan 1802°de "ischura nephritis”, 1. Diinya Savasi yillarinda "savas nefriti", Homer
Smith tarafindan 1951°de "akut bobrek yetmezligi" olarak tanimlanmistir. Bobrek
islevlerindeki akut bozuklugun son agsamasi akut bobrek yetmezligi olmakla birlikte yetmezlik
kavrami hasarlanmanin erken donemini tanimlamak i¢in kullanilamamaktadir. Bir bagka
deyisle yetmezlik gelismeden de bobrek hasarit meydana gelebilir ve hayati tehdit edebilir.
Son yillarda kullanilan ABH tanimlamasi, akut bobrek yetmezligini de i¢ine almaktadir (2).

Akut bobrek hasari, vazokonstriksiyon, glomeriiler filtrasyon hizinda biiyiik bir
diisiisle birlikte glomeriiler hasar, yogun tiibiiler hasar, tiibiiler hiicre nekrozu, vaskiiler hasar
ve bobrek fizyolojik siireglerini kotiilestiren glomeriiler podositlerin  yok olmast ile
karekterizedir (14,15). Akut bobrek hasari, azalmis idrar ¢ikisi ve kanda azotlu (kreatinin ve
iire) ve azotlu olmayan atik iirlinlerde birikme ile sonuglanan bdbrek fonksiyonlarinin ani
azalmasi i¢in kullanilan genel bir terimdir (1). Bu durum, genellikle kan akimindaki gegici ve
ani diigiisten sonra gelisir (15).

Akut bobrek hasari, hastanede yatan hastalarda, morbidite ve mortalitenin eslik ettigi
siklikla karsilasilan bir durumdur. Hastanede 6len hastalarin yaklasik % 20’sinde akut bobrek
hasart oldugu ve yogun bakim iinitelerinde bu oranin % 50’ye ¢iktig1 da bildirilmektedir.
Akut bobrek IR hasari nedenleri, kontrast madde nefropatisi, acil ve yogun bakim iinitelerinde

resiisitasyonu takip eden sok, bobrek nakli, sepsis, ve kardiyovaskiiler cerrahi olarak rapor



edilmistir. Hastane kokenli ABH’ nin ¢esitli nedenleri arasinda, yiiksek 6lim oranina sahip
olan IR en 6nde gelmektedir (16).

Akut IR sonrasinda renal hasar ve disfonksiyon acisindan erkeklerin kadinlardan
daha fazla risk tasidiklar1 bildirilmistir. Hayvan c¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore
bunun &strojenin koruyucu etkisinden kaynaklandigi ve ayrica erkeklerde serum testosteron
diizeylerinin azalmasimin kalp hastaligi, obezite, hipertansiyon ve bobrek hastaligi gibi kronik
hastaliklarin gelismesinde rol oynadigi rapor edilmistir (17).

Akut bobrek hasari, patofizyolojik mekanizmalara gore, prerenal, renal (intrinsik) ve

postrenal ABH olarak {i¢ ayr1 kategoride incelenmektedir (18).

Prerenal Akut Bobrek Hasar1

Prerenal faktorler renal hipoperfiizyon sonucu filtrasyon hasari ile iliskilidir (18).
Prerenal ABH’de bobrek kan akimindaki bozukluk renal parankim hasart olusturmayacak
diizeydedir. Sistemik kan basincinin 70 mmHg nin altina diismesi ile glomeriiler filtrasyon
hiz1 (GFR) durur, buna bagl olarak hipofizden antidiiiretik hormon (ADH) salinimi artar. Bu
hasarin siddetini artirir (19). Prerenal ABH’de bobrek normovolemiyi devam ettirebilmek igin
su geri emilimini arttirip fazla miktarda sodyum tutar. Bu nedenle fraksiyonel sodyum
ekskresyonu (FeNa) % 1’in altindadir (20). Prerenal faktérler ABH nedenlerinin, yaklasik %
60-70’ini olusturur. Kardiyovaskuler yetersizlik, kanin pompalama giiciiniin yetersiz olmasi,
hipotansiyon, kanamalar, kusmalar, fazla diuretik kullanimi, genis yaniklar, glukoziiri,
peritonit, akut pankreatit, sepsis gibi durumlar hipovolemiye neden olur ve bu renal perfiizyon
basinciin diismesine neden olur. Diisiik perfiizyon basinci, aferent arteriyolde daralmaya,
eferent arteriyolde genislemeye, glomeriiler hidrostatik basingta diismeye neden olur. Prerenal
ABH’nin iyilestirilememesi iskemik akut tiibiiler nekroz (ATN)’a neden olur (18). Prerenal
ABH’de bobrek kan akimimin normale donmesini takiben 24-48 saat icerisinde bobrek

fonksiyonlarinda diizelme baslamaktadir (20).

Intrinsik Akut Bobrek Hasari

Intrinsik akut bobrek hasari bobrek parankiminde hasar olusmasi ile prerenal
ABH’dan ayrilir. Parankimde olusan hasara bagli olarak FeNa % 1’in iizerindedir ve idrar
ozmolaritesi izotoniktir (20). Intrinsik faktorler ABH nedenlerinin, yaklasik % 20-40’1m
olusturur (19). Renal ABH nedenleri, nefrotoksik ajanlar ya da bobrek hastaliklari nedeniyle

bobrek dokusunun hasara ugramasidir. Bunlar arasinda nefrotoksinler, agir metaller,



antibiyotikler, anestezikler, glomeriilonefrit, travma, ateroskleroz, kiigiik ve biiylik damarlarin
iltihaplanmas1 bulunmaktadir (18). Iskemi ya da toksinlere bagli gelisen ATN, hastaneye
yatmis bireylerde intrinsik renal ABH’nin en sik nedenidir. Bobrek kan akiminin
diizeltilmesinin ardindan, iskemik ATN hemen diizelmez. Bu yoniiyle prerenal azotemiden
farklidir. Genellikle geri doniistimlii bir durum olmakla birlikte, iskemi kortikal nekroz
olusturacak diizeyde ise kalici olabilir (20).

Postrenal Akut Bobrek Hasari

Postrenal ABH her iki bobrekte veya tek bobregi olan bireylerde bu bobrekte idrar
akiminin bozulmasiyla olusur (21). Postrenal faktorler, ABH nedenlerinin yaklasik % 5’ini
olusturur ve tedavi edilebilirler (19). Postrenal nedenler intrarenal (tiibiiler) ve ekstrarenal
olarak iki grupta incelenebilir. Tiibiillerde protein ve ¢oziilmeyen kristallerin ¢okmesi tiibiil
i¢i iyon hizinin diismesine neden olur. Renal pelvis, ireter, tiretra gibi bobrek disi toplayict
sistemde olusan obstriiksiyonlar, prostat hipertrofisi, iiretra agzini tikayan mesane tiimort,
mesane boynu darligi, bilateral bobrek ve iireter taslari, cerrahi girisimler sirasinda {ireterin
kesilmesi veya baglanmasi postrenal ABH gelismesine neden olur (18).

Akut bobrek hasart asagidaki nedenlerden herhangi biri olarak tanimlanir:

v Serum kreatinin diizeyinin 48 saat iginde 0,3 mg/dl (26.5 umol/l)’ye esit veya
yiiksek olmast,

v Serum kreatinin diizeyinde bilinen ya da tahmin edilenden 7 giin dncesinde
bazal degerinde 1,5 kat artis,

v' Idrar hacminin 6 saat siire ile 0,5 ml/kg/saat olmasi (22).

Akut Diyaliz Kalite Girisimi (ADQI) grubunun uzmanlar tarafindan, bobrek
fonksiyonlarinda akut bozuklugun tan: ve siniflandirmasi i¢in genel kabul géren bir sistem
gelistirdi. Kisaltmas1 RIFLE olan bu siniflamada, siddeti artanlar siniflamasi risk (R: Risk),
hasar (I: Injury) ve yetmezlik (F: Failure) ve iki sonug¢ smiflamasi, kayip (L: Los) ve son
donem bobrek yetmezligi (E: End stage kidney disease)’ni ifade etmektedir. Risk, hasar ve
yetmezligin derecesi, serum kreatinin veya idrar ¢ikisindaki degisikliklerle tanimlanir. Kayip
ve son donem bobrek yetmezligi, bobrek fonksiyon kaybinin siiresi ile tanimlanir. Bu
kriterlere gore ABH riski serum kreatinin seviyesinde 1,5 kat artis veya GFR’de % 25’den
fazla azalma ve idrar atiliminin 6 saatten uzun siire saatte 0.5 ml/ kg diizeyinin altina diismesi
ile; bobrek hasari serum kreatinin seviyesinde 2 kati artis veya GFR’de % 50’den fazla

azalma ve idrar atilmimin 12 saatten uzun siire saatte 0.5 I’kg’dan daha diisiik olmasi ile;



bobrek yetmezligi ise serum kreatinin seviyesinde 3 kat artis veya GFR’de % 75 azalma ve 24
saatten uzun siire idrar atiliminin saatte 0,3 ml/kg’dan az olmasi ya da 12 saatten fazla siire
idrar ¢ikisinin olmamasi ile tanimlanmaktadir. Renal fonksiyon kaybi kalici akut bobrek
yetmezligi hastaligi, 4 haftadan uzun siire ile bobrek fonksiyonlarinin tiimiiyle kaybolmasi
olarak; renal fonksiyonlarin tiimiiyle kayb1 da son dénem bobrek yetmezliginin 3 aydan fazla

stire ile olmasi olarak tanimlanmistir (18,22-24).

BOBREK iSKEMI/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

Dokulara giden kan akimimnin herhangi bir nedenle kesilmesi iskemi olarak
tanimlanmaktadir ve bu durumda fazla miktarda ROT agiga cikmaktadir (25). Iskeminin
arkasindan tekrar kan akiminin saglanmasi reperfiizyon olarak tanimlanmaktadir ve bu
iskemik organlarda hiicresel nekroz riskini artirmaktadir. Bu durum fonksiyonun geri
donmesini kisitlamaktadir. Kilcal kan damarlart endotel hiicrelerinin reperfiizyon hasarina
duyarli olduklari bildirilmistir (26).

Bobrek kan akiminin azalmasi halinde, kan akiminin metabolik olarak hassasiyeti
daha fazla olan medullaya yoneldigi bildirilmistir. Buna bagli olarak degisen oranlarda
kortikal nekroz ve GFR’de azalma oldugu gozlenmistir (27).

Iskemi/reperfiizyon hasarinin renal hiicre 6liimiine, akut bobrek hasarina, eskiden akut
bobrek yetmezligi olarak bilinen ATN’nin, akut rejeksiyona, gecikmis greft fonksiyonuna ve
kronik allograft disfonksiyonuna yol agtign rapor edilmistir. Iskemi/reperfiizyon hasarinin
temel mekanizmasi anoksi, 6zellikle reperflizyon esnasinda serbest radikal tiretimi ve iltihabi
yanitlar gibi multifaktoriyeldir ve birbiri ile iliskilidir (14).

Vaskiiler ve tiibiiler defektler iskemi sonrasinda ve reperfiizyon esnasinda gerceklesir.
Vaskiiler defektler, GFR’de azalmaya neden olan intrarenal vazokonstriksiyon ile birlikte dis
medullada vaskiiler konjesyon ve tiibiiloglomeriiler geri bildirimin aktivasyonunu
kapsamaktadir. Endotelin, adenozin ve anjiyotensin |l gibi vazokonstriktor faktorlerin
salimmasindaki artis; NO, prostaglandin, asetilkolin ve bradikinin gibi vazodilatatérlerin
tiretiminde azalma; endotelyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin yapisal hasarindaki artis bu
yanittan sorumlu mekanizmalardir. Tiibiiler defektler, tiibiiler polaritenin kaybolmasi, tiibiiler
obstriiksiyon, interstisyel inflamasyon, hiicre iskeletinin parcalanmasi, 6liimciil hiicre hasari,
apopitozis ve tiibiiler nekrozunu kapsamaktadir (15). Tiibiiler degisikliklerden sorumlu olan

mekanizmalar; hipoksi, ATP’nin tiikkenmesi, ROT konsantrasyonunun artmasi, hiicre igi



asidoz, sitosolik kalsiyum konsantrasyonlarinin artmasi, fosfolipazlarin aktivitesinin artmasi
ve tiibiiler hiicre firgamsi kenarlarindan proteazlarin salinmasidir (6,15).

Iskemi/reperfiizyon kosullar1 altinda, ksantin dehidrogenaz, substrat olarak oksijeni
kullanan ksantin oksidaza doniistiiriiliir. Iskemi sirasinda, fazla miktarda ATP tiiketimi, piirin
katabolitler olan hipoksantin ve ksantin birikimine yol agar. Birikmis olan hipoksantin ve
ksantin, reperfiizyon ve oksijen girisinin saglanmasinin ardindan, ksantin oksidaz (XO)
tarafindan biiyiik miktarlarda siiperoksit anyonu (O, ) ve hidrojen peroksit (H,O,) iiretmek
i¢cin metabolize edilir (28).

Hiicresel ATP’nin tiiketilmesi, iyon transferinin bozulmasina neden olarak su ve
iyonlarin birikimine yol agar. Bu durum, endotelyal ve epitelyal hiicreleri hasara ugratir. Bu
hasara 16kositlerin gocii ve interlokinler, tiimor nekroz faktér oo (TNFa) ve trombosit aktive
edici faktorler gibi inflamatuar mediatdrler hem enerji yokluguna hem de reperfiizyona baglh
olarak sitokinlerin ve oksidan faktdrlerin salinmasi eslik eder (29). Iskemik dokunun
reperfiizyonu onarim i¢in vazgecilmez olmakla birlikte ROT ve RNT iiretimi ile akut iskemik
hasar1 siddetlendirir. Bu faktorlerin iretilmesi, noétrofillerin ve mast hiicrelerinin
aktivasyonunu ve sistemik proinflamatuvar mediatorler ve sitokinlerin iiretimini de igeren
olaylar zincirini baslatarak renal hiicrelerin hem apopitozuna hem de nekrozuna neden olur
(30).

Makromolekiillerin hasarina yol acan oksidatif stres, oksidasyon ve antioksidasyon
arasindaki kalic1 bir dengesizlik olarak tanimlanir (31). Oksidatif stres, ROT un iiretilmesi ve
yok edilmesi arasindaki dengesizlik sonucu ROT’un asirt miktarlarda olmasi olarak
anlasilmaktadir (32). Iskemi/reperfiizyon hasarinin erken fazi esnasindaki hiicresel hasarda,
ROT’un fazla iiretimi ve mitokondriyal hasarin aracilik ettigi oksidatif stres seviyesindeki
artis anahtar rol oynar. Bobrekler, lipit peroksidasyonuna duyarli ¢oklu doymamis yag
asitlerini daha yiiksek seviyelerde igerdikleri igin oksidatif strese 6zellikle dayaniksizdir.
ROT un, ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu yolu ile membranlara saldirarak,
ilerleyici bobrek hasarina neden olan sarmal kisir dongiiye aracilik ettigi rapor edilmistir.
Fizyolojik kosular altinda hiicrede mitokondri, endoplazmik retikulum, perokizom ve diger
hiicre kompartimanlarindaki birgok enzim vasitasiyla ROT iiretilir. Fizyolojik kosullarda,
endojen antioksidan enzimler, ROT’ a kars1 savunma sistemleridir. Iskemi gibi patolojik
kosullarda bu savunma sistemleri yeterli degildir (33).

Iskemi/reperfizyon ABH’mda endotelyal disfonksiyonun "no-reflow" "yeniden

akimin saglanamamasi” fenomenine neden olarak otoregiilasyonda gozlenen bozulmay:



aciklayabilecegi bildirilmistir. Renal otoregiilasyon hem bobrek kan akimi (BKA)’n1 hem de
GFR’yi kontrol eder. Endotelyal disfonksiyona sekonder olarak otoregiilasyonun kaybinda
azalmis GFR’nin ve kalic1 vazokonstriksiyonun veya bobrek damarlarinin vazokonstriktorlere
hassasiyetinin merkezi rol oynayabilecegi rapor edilmistir (34).

Islevsel acidan endotelyal disfonksiyon renal ya da farkli arteryel yataklarda,
asetilkolin gibi endotel bagimli vazodilatatorlere bagli damar gevsemesinin bozulmasi olarak
tamimlanir. Renal endotelyal disfonksiyon, bradikinin ya da asetilkoline yanit olarak bozulmus
NO iiretimi ya da NO vyararlanilabilirliginin bozulmasi olarak tanimlanir. iskemik ABH’da
endotelyal hasarin morfolojik ve molekiiler gostergelerinin, endotelyal hiicrelerin erimesi,
hiicreleraras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve Arg-Asp (RGD)-baglayici integrinlerin gen
ifadesinin artmasi olarak bildirilmistir (34). Reperflizyon hasarinin baslangic déneminde
meydana gelen endotelyal disfonksiyonda hiicre sismesi, pinositik vezikiillerin kaybi, endotel
hiicrelerinin tlizerine oturduklar1 bazal membrandan ayrilmasi ve basta notrofiller olmak {izere
aktive olmus lokositlerin endotel hiicre yiizeyine yapismasi gibi morfolojik degisiklikler
gozlenmektedir. Endotelyal disfonksiyona bagli olarak interstisyuma sivi filtrasyonunda artig

ve perflize olan kapillerler sayisinda azalma goriilmektedir (26).

SERBEST RADIKALLER

Elektrik yiiklii veya yiiksliz olabilen, dis orbitallerinde tek sayida eslenmemis
elektronu bulunan atom ya da molekiiller serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. Kisa
omiirliidiirler ve radikal olmayan maddelerle etkilesime girerek yeni radikaller olustururlar
(35). Serbest radikaller, ROT ve RNT’den olusur. ROT, O, ", hidroksil radikali (OH) ve
H.,0,’den olusur; RNT, nitrik oksit radikali (NO), azot dioksit (NO;) ve peroksinitrit
(ONOO’)’ten olusur. Nitrat (NO3") ve nitrit (NO;"), genellikle NO diizeylerinin bir belirteci
olarak kullanilmaktadir (31).

Saglikli bir insan viicudunda, ROT ve RNT’den prooksidanlarin iretimi etkili
antioksidan savunmalar tarafindan ¢esitli diizeylerde kontrol altinda tutulur. Ancak
fizikokimyasallar, atmosferik kirleticiler, sigara igiciligi, ultraviyole 1sinlari, radyasyon, toksik
kimyasallar, asir1 beslenme ve ileri glikasyon son firlinleri gibi olumsuz cevresel ya da
patolojik ajanlara maruz kalindiginda bu denge oksidatif stresle sonuglanan oksidanlar lehine
kaydirilir. Oksidatif stres, birgok hastaligin etyolojisinden ve yaslanmadan sorumludur (36).

Oksijenin, dis yoriingesindeki iki elektronu eslesmemistir ve paralel spini

(paramanyetik) vardir. Diger molekiillerin dis elektronlar1 eslestirilmistir ve tersi bir spini



vardir. Oksijen, bir elektronunun benzer spindeki bir elektron ile eslestirilmesi i¢in bu
molekiillerle reaksiyona girer. Her defasinda bir elektron eklenebilmesi reaksiyonu yavaslatir.
Bu kimyasal inertlik olusturur ve atmosferdeki oksijen birikimine katkida bulunur. Tek
elektron transfer reaksiyonlari ile oksijenin azalmasi ile en yaygim ROT {iretimi gergeklesir.
Ik elektron transferi ile O, °, ardindan H,O,, ‘OH ve son olarak ta su (H,O) olusur (37).
Viicut tarafindan tiiketilen oksijenin yaklasik olarak % 1-3’i ROT a gevrilir (38).

Reaktif oksijen tiirleri hem endojen hem de eksojen olarak firetilirler. Endojen ROT
kaynaklari, mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve aktive olmus
notrofiller, eozinofiller ve makrofajlar gibi inflamatuar hiicrelerdir. Aktive olan makrofajlar,
oksijen alimini artirarak, O, ', 'NO ve H,0; gibi ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin artmasina yol
acar (28). Sitokrom P450’nin katalitik dongiisiiniin eslesememesi ya da yikilmasii takiben
sitokrom P450 enzimlerinin indiiksiyonu, O, ile H,O; liretimine neden olabilir (28).

Diger ROT kaynaklari, mikrozom ve peroksizomlardir. Mikrozomlar hiperoksik
kosullarda in vivo olarak iiretilen H,O,’in % 80’inden sorumludur. Peroksizomlar, fizyolojik
kosullarda, H,0, tiretirler ancak O, ~ {iretmezler. Karaciger peroksizomal H,0O; iiretiminde
primer organdir ancak diger organlarda da peroksizom ve HyO; iiretimi vardir. Uzun siireli
aclhigin bir sonucu olarak yag asitlerinin peroksizomal oksidasyonu H,O; iiretiminin 6nemli
bir potansiyel kaynagi olarak kabul edilmistir (28).

Reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinde gegici dalgalanmalar, ROT’un dozuna,
sliresine ve hiicre tipine bagli olarak, hiicre ¢ogalmasina, apopitoza veya nekroza yol agan
sinyal transdiiksiyon yollarinin aktivitesini etkiler. ROT un, diisiik dozlarda olmas1 mitojenik,
orta dozda gegici veya kalict biiylime durmasi (replikatif yaslanma) ve yiiksek dozda
genellikle ya apopitozla ya da nekrozla hiicre 6liimii gibi etkilere neden olur. Nekroz ve
apopitoz hiicre kaybi1 agisindan olumsuz olmakla birlikte immiin yaniti asagr dogru
diizenleyerek tiimor baskilanmasinda rol oynar (38).

Renal IR hasarinda, serbest radikaller tiim biyolojik molekiillere hasar verir. Boyle
hasarli molekiiller hiicre fonksiyonlarini bozar ve hatta sonunda hiicre 6liimiine yol acar (36).

Serbest oksijen radikalleri, hiicrelerde, mitokondri ve lizozomlarda zar
gecirgenliklerinde artisla sonuglanan lipit peroksidasyonuna neden olarak renal hiicrelerde
hasara yol agar (39).

Lipit peroksidasyonu, Fe*?, Cu gibi eslesmemis elektronlara sahip gecis metallerinin
varliginda biyolojik membranlardaki konjuge olmayan ¢oklu doymamis yag asidi zincirinde

bulunan metilen grubundan bir H" atomunun uzaklastirilmas: ile baslar. Hidrojen atomunun



uzaklastirilmasi zincirin radikal (L) hale gelmesine neden olur. Molekiil i¢i ¢ift bag
aktarilmasi sonucu dien konjugatlart ve bunlara molekiiler oksijenin katilmasi ile de lipit
peroksit (LOO’) radikali olusur. Lipit peroksit radikalinin, membrandaki komsu yan
zincirlerden H* atomlarii ¢ikarmast ile lipit peroksit (LOOH) ve yeni bir LOO olusur (40).
Bu zincir reaksiyonlarla iiretilen lipit radikalleri hiicre membraninda birikir ve sayisiz hiicre
fonksiyonunu etkiler (41). Lipit radikalleri ve lipit peroksidasyon iiriinlerine bagli olarak
gelisen lipit peroksidasyonunda plazma membran akiskanliginda, membran potansiyelinde ve
membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma goriiliir. Eger peroksidasyon lizozom ve
mitokondriyal membranda meydana gelirse, oganellerin igeriklerinin bosalmasina neden
olarak, proteolize ve hasarin siddetlenmesine neden olur (42). Okside lipitler, hiicre membrani
icinde birikerek, plazma membraninda gegirgenligi artirir ve membrana bagli reseptorlerin
fonksiyonunu karigtirarak hiicre fonksiyonunu etkileyebilir (38). Malondialdehit (MDA),
konjuge dienler ve hidroksinonenol gibi lipit peroksidasyon iiriinleri IR’nin farkli
modellerinde ROT’un ayak izleri olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar (43). Lipit
peroksidasyon yan {iriinleri olan doymamis aldehitler ve diger metabolitler, sitotoksik ve
mutajenik  Ozelliklere sahiptir (38,41). Coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
peroksidasyonu ile iiretilen 4-hidroksinonenal (4-HNE), MDA, akrolein, aldehitler, hiicresel
proteinlerde &zellikle histidin ve sistein ya da lizin iizerinde ilave bilesikler olusturacak
sekilde ilerleyici protein disfonksiyonuna neden olurlar (44). Okside diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL), vaskiiler enflamasyon alanlarina infiltre makrofajlar {izerinde ifade edilen
stiptiriicii reseptorler tarafindan taninir ve alinir. Makrofajlar tarafindan okside LDL’ nin alim1
kopiik hiicreler olarak adlandirilan lipit dolu makrofajlarin olusumu ile sonuglanir ve bunlar
apopitoza giderler (38).

Serbest oksijen radikallerinin niikleik asitler ilizerinde, DNA-protein ¢apraz
baglanmasi, iplik kopmasi, plirin ve pirimidin bazlarinin yapisinin bozulmast ve DNA

mutasyonu gibi etkileri vardir (32).

Siiperoksit Anyonu

Stiperoksit anyonu, kisa dmiirliidiir ve diger molekiiller i¢in reaktif bir dogas1 vardir
(37). Mitokondriyal i¢ membranin her iki tarafinda O, °, baslangigta H,O; ve sonra Cu, Zn-
SOD [membranlar arasi1 bosluga lokalize SODI1(siiper oksit dismutaz 1)] ve Mn-SOD
(matriks i¢inde lokalize SOD2) ile suya cevrilerek etkili bir sekilde detoksifiye edilir.
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Stiperoksit anyonu, polipeptidler, sekerler ya da niikleik asitlerle dogrudan reaksiyona girmez
ve lipitleri oksitleme yetenekleri tartigmalidir (28).

Stiperoksit anyonunun dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve O, meydana gelir (28).

, , ,SOD
O, + 0y +2H —H,0, + Oy

Stiperoksit anyonu ve NO arasindaki reaksiyonun ana tirtinit ONOO™dur. Peroksinitrit,
ozellikle DNA i¢in gii¢lii bir hiicresel oksidandir (45).

Hidrojen Peroksit

Hidrojen  peroksit,  oldukca  stabil  antioksidandir.  Iskemi/reperfiizyon
[hipoksi/reoksijenasyon (H/R)]’a maruz kalan doku ya da hiicrelerde hiicrelerin oksidatif
sterese yanitini degerlendirmede ROT’un temsilcisi olarak kullanilir (43). Fizyolojik
kosullarda H,0O, iiretimi organizmanin toplam oksijen alimmin yaklagik ~ % 2’si olarak
tahmin edilmektedir (28). Siiperoksit anyonundan daha kararli olmasi nedeniyle i¢
mitokondri, endoplazmik retikulum ve peroksizom membranindan kolayca diffiize olur. Bu
islem, akuaporinler tarafindan kolaylastirilir. Bu nedenle uzak molekiilleri etkileyebilir. Eger
ferro demir (Fe*?) ile etkilesirse Fenton reaksiyonu ile ¢ok daha reaktif olan OH’ne doniisiir.
Koken aldigi hiicrenin etrafindaki biyomolekiillerle hizlica reaksiyona girer. Ferro demirin
ferritin ile selat olusturmasi, onun H,0, ile reaksiyona girmesini engeller (37).

Hidrojen peroksit, fizyopatolojik konsantrasyonlarda (10-100 uM) en fazla,
postiskemik dokuda kanitlanmis olan endoteyal bariyer disfonksiyonunu (artmis damar
gecirgenligi) ve endotelyal hiicre adezyon molekiillerinin ifadesinde artisa bagli olarak
l16kosit-endotelyal hiicre adezyonunu kapsayan endotelyal fonksiyondaki fenotipik
degisikliklere neden olur (43).

Hidroksil radikali
Fenton reaksiyonu ile H,O.’nin gecis metallerinden olan Fe*? varhiginda

indirgenmesiyle hidroksil iyonu (OH") ve ‘'OH meydana gelir (46).
H,0, + Fe"? — ‘OH + OH + Fe™

Haber-Weiss reaksiyonu ile H,O, ile O,  reaksiyona girerek OH , 'OH ve oksijen

meydana gelir (47).
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0, +H,0,— 0,+ OH + OH

Hidroksil radikali yiiksek reaktiviteye sahiptir ve yarilanma émrii 10”° sn gibi kisa bir
stiredir (47).

Singlet oksijen

Oksijenin elektronlarindan birinin disaridan enerji almasiyla kendi spininin tersi
yoniinde baska bir orbitale yer degistirmesiyle olusabilir. Siiperoksit anyonunun NO ile
girdigi reaksiyonda ve H,O,’nin hipokloritle girdigi reaksiyon da da olusabilir (48).

Enerjetik olarak uyarilan O, formunda olup, reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Molekiillerle
etkilesiminde ya eneji transfer eder, ya da onlarla kovalent tepkimelere girer. Singlet oksijen
(*O, tokoferoller, fenoller, bilirubin, DNA, Karotenler, kolesterol, nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH), triptofan, methionin, sistein ve histidin gibi bilesiklerin karbon-
karbon ¢ift baglari ile tepkimeye girer. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikali (ROO") olusumuna neden olur (49).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Serbest radikalleri ya da onlarin etkilerini nétralize eden maddelere antioksidan (36),
viicutta birgok yolla olusan serbest radikallere karsi savunma mekanizmalarina da antioksidan
savunma sistemleri denir (50).

Normal fizyolojik kosullarda oksidatif hasara karsi hiicresel savunma birgok
mekanizma ve antioksidan enzimlerle saglanir (51).

Antioksidanlarin etkilerini gosterme yollari:

1) Siipiiriici Etki: Serbest oksijen radikallerini etkilerler, tutup, yok ederler. Kiigiik
molekiiller ve antioksidan enzimler.

2) Inaktif sekle doniistiiriicii etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak
onlarin aktivitelerini azaltir ya da inaktif hale doniistiiriirler. Flavanoidler ve vitaminler.

3) Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini baglayip zincirlerini kirarak
fonksiyonlarimi engellerler. Hemoglobin, mineraller ve seruloplazmin.

4) Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasari onarirlar (52,53).

GLUTATYON

Glutatyon, 6zellikle renal hiicreler, hepatosit ve eritrositler olmak {izere tiim memeli

12



hiicrelerinde bulunur (51). Glutatyon, kimyasal olarak y-L-glutamil-I-sisteinilglisin, canli
organizmalarin en 6nemli hiicre i¢i bilesenlerinden biridir. Sistein, amin grubu ve glutamat
yan zincirlerinin karboksilat grubu arasinda bir peptit bag1 igeren, protein olmayan tripeptid
amino asit bilesigidir. Sadece bu bilesik i¢in degil diger birgok biyolojik tiol bilesikleri i¢in de
indirgenme islevselligine sahip tiol grubu vardir. Tiol iceren bilesikler, oksidasyon-
rediiksiyon dongiilerinin yiriitilmesi, protein sentezi, biyolojik bilesiklerin taginmasi,
metabolizma reaksiyonlari, vitamin C ve E aktif formlarin1 saglamak ve NO dongiisiiniin
diizenlenmesi gibi viicudumuzdaki birgok biyolojik fonksiyonlar1 igin 6nemlidir. Canli
hiicrelerde, Hg™, Pb* ve siyaniirin de iginde bulundugu zehirli agir metallerin
detoksifikasyonu GSH’1n birincil ve hayati bir fonksiyonudur. Okside (GSSG) ve indirgenmis
(GSH) formlarda bulunur. Glutatyonun oksitlenmis ve indirgenmis formlarinin molar orani,
hiicrelerin fonksiyonlarinin izlenmesinde 6nemlidir (54).

Antioksidan savunma sistemlerinde gorev alan indirgenmis GSH’in, ksenobiyotiklerin
zehirsizlestirilmesi, aminoasitlerin transportu, proteinlerdeki siilfidril (SH) gruplarinin rediikte
halde tutulmasi, enzimatik reaksiyonlarda koenzim olma gibi fizyolojik fonksiyonlar1 da
vardir. Indirgenmis GSH, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin katalizledigi reaksiyonla,
H.,O, veya lipit peroksitlerle reaksiyona girerek onlarin detoksifikasyonunda rol alir. Bu
stiregte kendisi de bir baska GSH molekiilii ile disiilfid kopriisii kurarak GSSG haline geger.
Okside GSH, NADPH’in kullanildig1 bir reaksiyonla GSHPx enzimiyle yeniden GSH’a
indirgenebilir ve serbest radikallerin detoksifikasyonunu siirdiirebilir (55).

Glutatyon, yapisindaki sistein kalintisinin igerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre i¢inde
redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korur.
Oksidatif streste ya da antioksidan potansiyelin yetersizligine bagh olarak gelisen oksidatif
hasarda, hiicre i¢i redoks degisiminde GSH hizla tiiketilir. Hem glutatyon sentaz hemde
glutatyon rediiktaz enzimlerinin aktivitesi ile hizli bir sekilde yeniden iretilmekte ya da
yenilenmektedir (56).

Non-enzimatik endojen antioksidanlardan biri olan GSH, H,0,, ‘OH, O, ve alkoksil

(RO) radikalleri ile etkilesime girerek hiicreyi radikallere karst korur (57).

NITRIK OKSIT
Nitrik oksit, 1980 yilinda endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF) olarak

tanimlanmis daha sonra da NO olarak adlandirilmistir (58). Bir¢cok dokuda NO varligi
gosterilmistir (59). Nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesinin katalizledigi reaksiyonda L-
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argininin’den NO ve L-sitriilin meydana gelmektedir (60). Tim NOS formlart hem oksidaz
hem de rediiktaz bolgelerine sahiptir. Rediiktaz bolgesi flavinleri (FAD ve FMN) igerir ve
NADPH’1 baglar; oksijenaz sahasi hem ve tetrahidrobiyopterin (BH,) igerir ve L-arginin’i
baglar. Arginin substrat, O, ve NADPH kosubstrat, BH, kofaktor olarak is goriir. Nikotinamid
adenin diniikleotid fosfattan gelen elektronlar rediiktaz bolgesindeki flavinler iizerinden
oksidaz bolgesindeki 6nde olan heme aktarilir. Oksijen, heme baglanir ve ferroz-dioksijene
indirgenir. Bu basamak BH, tarafindan kolaylastirilir. Oksijenin aktivasyonu, L-arginin’in
oksidasyonunu saglar ve NO ve L-sitriilinin olusumu ile sonuglanir. Hemin katalitik alaninda
O2’nin indirgenmesi normalde NO iretimi ile esleniktir. Oksijene elektron akisi, arginini
oksidasyonu ile eslenmezse indirgenmis O, hemden O olarak salinir. Nitrik oksit sentaz
eslenmemesi, enzimlerin yapisal (dimer ayrilmasi) veya fonksiyonel (yetersiz kofaktorler)
degisikliklerine baglidir. Her ii¢ NOS izoformunda da eslenmeme gosterilmistir ancak en
fazla eNOS’un eslenmemesinin patolojik sonuglar1 dikkat ¢ekmistir (43). Nitrik oksit, hizla
hemoglobin, metilen mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan nétralize edilir veya 10 sn i¢inde
NOj3 ve NO,’ye, doniisiir ve idrarla atilir (60,61).

Endotelden salinan NO, guanilat siklazin hem molekiiliine baglanarak hiicre i¢i cGMP
artisina neden olur. Guanilat siklazdan ayrilan NO, NO,’ye, doniisiir, once plazmaya sonra da
eritrositlere geger. Siklik GMP, hiicre i¢indeki kalsiyumu sarkoplazmik retikuluma ve hiicre
disina pompalar. Hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki azalma, potasyum kanallarinin agilmasi ve
hiperpolarizasyon ile birlikte damarlarda dilatasyona neden olur. Eritositlere gegen NO, oksi-
hemoglobinden (HbO;) gelen oksijenin ilave olmasi ile NOs’e doniisiir. Olusan NOj3
plazmaya verilir ve bobrekler yoluyla viicuttan uzaklastirilir (62).

Baz1 kosullar altinda hemoglobin, miyoglobin, ksantin oksidorediiktaz mitokondriyal
sitokrom oksidaz, aldehid dehidrogenaz 2, sitokrom P450 rediiktaz ve sitokrom P450 gibi
farkli enzimler, NO olusturmak igin, NO3 veya NO; indirgenmesini Kkatalize ederler.
Hemoglobin oksijen sensoriidiir ve hipoksik kosullar altinda NO,”’den NO iiretir. Hipoksi
hemoglobinin dortlii yapisinda oksihemoglobinden deoksihemoglobine yapisal degisiklige
neden olur. Hemoglobin % 40-60 oraninda oksijene doymus ve pH 6.4 oldugunda maksimal
hizda NO,’den NO firetilir. Ksantin oksidorediiktaz da anoksik dokuda NOs3 ve NO,’den,
NO iiretir. Bu mekanizmanm IR hasarma karsi koruyucu oldugu rapor edilmistir (63).

Nitrik oksit, hiicrelerde hem monomer hem de homodimer olarak bulunan NOS’un,
endotelyal (e), noronal (n) ve indiiklenebilir (i) olmak tizere ii¢ farkli izoformu ile iiretilir

(43,64). Nitrik oksit sentazin ti¢ farkli izoformu; tip I (hnNOS), tip Il (INOS) ve tip 11l (eNOS)
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endotel hiicrelerinde yaygin halde bulunur (65). Spesifik geni tanimlanmamis olmakla birlikte
mitokondriyal NOS (mtNOS) olarak adlandirilan dordiincii bir izoformunun varlig1 da 6ne
stirilmektedir (43).

Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlar1 olan NOS1 ve NOS3, yapisal nitrik oksit
sentaz (CNOS) olarak ifade edilir ve Ca*¥/kalmodiiline bagimh olarak aktive olur. Kiigiik
miktarlarda NO iiretimine neden olur (66).

Indiiklenebilir NOS, eNOS’un aksine kalsiyumdan etkilenmez, oksidatif stres
kosullarinda uyarilir ve biiylik miktarlarda NO iiretir (67). Sinir ve endotel hiicreleri ile
endokard, miyokard ve trombositlerde bulunan eNOS, kiiclik miktarlarda NO firetir, hiicre i¢i
ve hiicreler arasi iletisimde fizyolojik olarak gorev alir. Serebellum ve 6n beyindeki
noronlarda ve bazi otonom sinirlerin uglarinda nNOS tarafindan sentezlenip salinan NO’nun
merkezi sinir sisteminde hafiza olusumu, denge, uyari gecisi, koku alma gibi bir¢cok

fonksiyonda norotransmitter olarak gorev aldigi kaydedilmektedir (59).

Nitrik Oksitin Bobrekteki Etkileri

Renal medullada renal kortekse goére NO iiretiminin daha fazla oldugu ve NOS
aktivitesinin de ti¢ kat daha fazla oldugu bildirilmistir (68). Renal damar aginda eNOS,
makula densada nNOS tanimlanmistir. Saglikli sigan bobreklerinde iNOS, renal tiibiiliin
birgok segmentinde, glomeriilde, interlober ve arkuat arterlerde ifade edilmektedir (5,69).

Nitrik oksidin, kan basincinin diizenlenmesinde, vaskiiler tonus ile noronal
sinyalizasyonda rol oynadig1 ve immiinolojik islevi oldugu bilinmektedir (3). Renal dolagimin
sirdiiriilmesi ve idrar olusumuna katkida bulunur. Tiibiiloglomeriiler geri bildirim
mekanizmasinda sinyal molekiiliidiir. Bobrek i¢i diisiik NO seviyeleri, bobrek kan akimini ve
GFR’yi azaltmakla birlikte idrarla Na athmimi ve renovaskiiler direnci artirir. Nitrik oksit,
stres aracili endotelyal hiicre apopitozunu baskilar ve IR hasari aracili apopitozu hafifletir
(58).

Bobrekte NO, renin iiretimini, glomeriiler mesangiyal hiicrelerin tonusunu, afferent
arteriyollerin ve bazi1 durumlarda da efferent arteriyollerin direncini kontrol eder. Endotelyal
NOS, bobreklerde damar tonusunu belirler, nNOS renin salinimini diizenlenleyerek afferent
arteriyollerin damar capim kontrol eder (70). Nitrik oksit, cGMP aracili olarak Na* geri
emilimini, proksimal tiibiil ve Henle kulpunda Na’-K* ATPaz’1, proksimal tiibiilde Na*-H"
degisimini, medullada Henle kulpunda CI" geri emilimini, toplayici kanallarda ADH'a baglh

ozmotik su gecirgenligini inhibe eder (71,72).
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Renal IR sirasinda bobrek korteksinde NO diizeylerinde azalma oldugu rapor
edilmistir. Endotelyal NOS kayanakli NO’nun doku hasarina karsi koruyucu oldugu, asirt
miktardaki iNOS kaynakli NO’nun zararli etkilerinin oldugu, cNOS inhibisyonunun GFR’yi
bozabilecegi ve CNOS aktivitesinin yukar1 diizenlenmesinin hasar1 azaltabilecegi rapor
edilmistir (64). Indiiklenebilir NOS aracili NO iiretiminin baskilanmasinin IR hasarmin neden

oldugu oksidatif stresi baskiladigi ve renal hasara karsi koruyucu oldugu rapor edilmistir (73)

BOBREK HASAR MOLEKULU-1

Bobrek hasar molekiilii (KIM-1), tip 1 transmembran glikoproteindir. Dis kismi bir 6-
sistein immunglobiilin benzeri bolge, iki A~glikolizasyon bdlgesi ve bir treonin/serin ve
prolinden zengin bir bolge igeren miisin benzeri o-glikolize protein 6zelligindedir.
Sitoplazmik bolgesi olduk¢a kisadir. Renal formunun pozisyon 350°de ileri derecede
korunmus tirozin kinaz fosforilasyon motifi icermesinin KIM-1"in sinyal molekiilii oldugunun
gostergesi oldugu bildirilmistir. Hiicre yiizeyindeki (olgun) form 104 kDa peptid icermektedir
(74).

Bobrek hasar molekiilii-1’in, 1998 yilinda izole edildigi, karakteristiginin
tanimlandigi, saglikli bobrek dokusunda 6l¢iilemedigi ve iskemi sonrast bobrek dokusunda
fazla miktarlarda ifade edildigi rapor edilmistir. Bobrek hasar molekiilii-1 pozitif tiibiillerin
biiyiilk kisminin ¢esitli renal hastaliklarda (yaklasik % 90’inda) proksimal tiibiil kokenli
oldugu, proksimal tiibiil belirteci aquaporin-1’le ¢ift etiketleme caligmasiyla tanimlandig
bildirilmigtir. Akut ve kronik bobrek hasarinda, KIM-1’in, dilate tiibiillerin apikal
membraninda yerlesik oldugu bildirilmektedir. Iskemik hasarda KIM-1 gen ifadesinin, iskemi
kaynakl1 hasara en hassas olan, kortikomediiller boliimde S3 segmentinde en belirgin oldugu
bildirilmektedir (74).

Bobrek hasar molekiilii, iskemide proksimal tiibiiler hasar i¢in bir belirtectir ve epitel
hiicrelerinin dokiilmesini azaltmak i¢in yapisma molekiilii gibi davranir. Bobrek hasar
molekiili-1 fosfatidilserin reseptorii gibi fonksiyon goriir, apoptotik hiicreler iizerindeki
ligandlar1 tanir, baglar ve onlar1 igsellestirerek tiibiiler tikanikligi azaltir. Degismis diisiik
yogunluklu lipoprotein ve nekrotik hiicre artiklarimin alimina aracilik ederek siipiiriicii
reseptor olarak islev goriir (75,76).

Deneysel ve insan bobrek hastaliklarinda KIM-1 pozitif tiibiillerde makrofaj y1gilmasi
ve miyofibroblast doniisiimiiniin bir belirteci olan a-diiz kas aktin (a-SMA) ifadesindeki

artigsin gozlendigi alanlarin birlikte oldugunun belirlendigi bildirilmistir (74).
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Akut bobrek hasarinda, KIM-1 gen ve protein iiriinlerinin deneysel bobrek IR
hasarindan 3 saat sonra yukari diizenlendigi ve iiriner KIM-1 seviyesindeki artigin 24 saatte
maksimal seviyeye ulastigi rapor edilmistir (74,77).

Uriner KIM-1 atilmin1 6lgmek igin KIM-1’in hiicre dist kismi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun i¢in 30 pl idrar 6rnegi yeterlidir. Bobrek hasar molekiilii-1’in hiicre
dis1 kismi oda 1sisinda stabildir. Bobrek hasar molekiilii-1 idrarda 24 saat belirlenebilir (74).

Akut bobrek hasarinda idrar KIM-1 band yogunlugunun saglikli goniilliilere gore
belirgin sekilde daha fazla oldugu rapor edilmistir (78). Normal idrar KIM-1 diizeyindeki bir
birimlik artigin iskemik ATN varliginin 12 Kat artisi ile iligkili oldugu bildirilmektedir (74).

LIKOPEN

Likopen karotenoid ailesinin bir iiyesidir. Karotenoidler, kimyasal yapilarina gore
karotenler ve ksantofiller olarak smiflandirilir. Karotenler, beta-karoten ve likopeni kapsar.
Karotenoidlerin antioksidan 6zellikleri sagliga yararl etkilerinin temel mekanizmasi olarak
kabul edilmistir. Yiksek serbest radikal ortami var ise dolasimdaki karotenoid orani diisiik
olacaktir. Karotenoidler insanda karaciger, akciger, meme, serviks, deri, yag ve okiiler doku
gibi ¢esitli doku ve organlarda bulunmaktadir (79).

Domates ve domates kaynakli gida triinleri alimi insan serum ve dokularinda ¢ok
cesitli karotenoidlerin emilimine katkida bulunur. Domatesteki dikkati ¢eken kirmizi pigment
olan likopen, beta-karoten’in asiklik izomeridir (8,80). Bitkiler ve fotosentetik
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir ancak hayvanlar tarafindan sentezlenmez. Domates,
karpuz, kayisi, pembe greyfurt, papaya ve pembe guava dahil olmak {izere kirmizi meyve ve
sebzeler likopen igerirler (80-82). Gidalarda likopen ana kaynaklari domates iiriinleri
(yaklasik % 50-60) ve taze domates (yaklasik % 30-40)’tir (80). Domateste en fazla bulunan
karotenoid likopendir, konsantrasyonu ¢esidine goére 0,9-4,2 mg/100 g arasinda
degismektedir. Domates sosu ve ketgaptaki likopen islenmemis domatese gore daha konsantre
(33-68 mg/kg)’dir, taze domateste 100 g’da 0,88-7,44 mg likopen bulunmaktadir (81,83).

Likopenin molekiiler formiili CgoHss, molekiiler agirligi ise 536’dir. Likopenin
kimyasal yapis1 asagida Sekil 1°de gosterilmistir. Likopen yliksek Ol¢iide doymamig 11
eslenmis (konjuge) ve 2 eslenmemis (konjuge olmayan) cift bag iceren bir hidrokarbondur.
Bir polien olarak 1s1k, termal enerji ve kimyasal reaksiyonlar tarafindan cis-trans
izomerizasyonuna ugrar (80,81). Likopen, beta-karotenden 2 kat, alfa-tokoferolden ise 10 kat

fazla tekli oksijen tutma yetenegine sahip, en giiglii antioksidandir (80,82,83).
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Sekil 1. Likopenin kimyasal yapis1 (84)

Insan besin kaynaklarinda domates all-trans formunda bulunurken kan, plazma ve
dokularda biiyiik Ol¢iide cis-izomer formunda bulunur. Domatesi isitma islemi all-trans
likopeni cesitli cis-izomerlerine gevirir. In-vivo izomerizasyona ugrayabilmesine ragmen, Cis-
likopenin ¢oziiniirliigli daha fazladir ve ince barsak liimeninden all-trans formuna gore daha
Iyi emilir. Likopenin canlida tanimlanmis olan izomerizasyon yerleri, gastrointestinal limen,
karaciger ve enterositlerdir (85).

Likopen lipofilik bir molekiil olmasi onun emilimini, taginmasint ve atilimini etkiler
(86). Likopenin, ince barsakta safra tuzlari ile migeller olusturarak ve pasif tagima ile emildigi
rapor edilmekle birlikte, karotenoidlerin, siipiiriicii reseptor B sinifi tip 1 protein (SR-B1)
tastyicist aracilign ile aktif olarak ta emilebildigi bildirilmistir (81,83,87). Likopen ve diger
karotenoidler, silomikronlarla birleserek barsak mukozasindan genel dolasima lenfatik sistem
araciligi ile tasinirlar (81). Karotenoidler kanda lipoproteinlerle tasinirlar ve likopenin primer
tastyicist LDL’dir (81,88). Likopenin yarilanma Omriiniin doza bagli olarak (10-120 mg’a
kadar) 28 ile 62 saat arasinda degistigi bildirilmektedir (81).

Karotenoidler kanserde, kardiyovaskiiler hastaliklarda dogrudan bir¢ok redoks duyarl
sinyal yolaklarin1 degistirirler. Likopen, antioksidan yanit elemanlari (ARE), ROT iireten
enzimler, kii¢iik GTP-azlar, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), niiklear faktor-uB
(NF-uB), aktivator protein-1 (AP-1) gibi hiicre diizenleyici fonksiyonlardan sorumlu redoks
duyarli sinyal yolaklarin1 ve ayni zamanda hiicre dongiisii ve apopitozisi diizenleyen p53, Bcl-
2 ailesi proteinleri ve Ku proteinler gibi redoks duyarli proteinleri diizenlenmektedir (82,83).

Likopenin oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin, singlet oksijen tutucu ve serbest
radikalleri siiptiriicii etkisine bagli oldugu bildirilmistir (81,82,85). Likopenin, ‘OH, 'NO ya da
peroksinitrit gibi ROT radikallerini yakalamasi onun oksidatif yikimma neden olur. Bu
yiizden likopenin, canli organizmada, lipitler, proteinler ve DNA’nin oksidasyonuna kars1
koruyucu olabilecegi rapor edilmistir (89).

Likopenin lipit disiiriicii etkilerinin incelendigi deneysel ¢alismalarda, diyetine 60
mg/giin dozunda likopen ilave edilen 6 erkek hastada plazma LDL konsantrasyonlarinin % 14
oraninda azaldigi, 4 mg likopen igeren domates ekstrakt kapsiiliiniin 6 ay siire ile ilave olarak
verildigi postmenapozal kadinlarda da plazma kolesterol ve LDL seviyelerinin diistiigi
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bildirilmistir (88). Beyinde IR’nin neden oldugu beyin hasarinda SOD aktivitesini artirarak
apopitozisi  baskilayarak koruyucu oldugu, yenidogan fare kardiyomiyositlerinde
hipoksi/reoksijenasyon hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi, testiste IR’nin neden oldugu
oksidatif hasar1 giderdigi, karacigerde IR nin neden oldugu hasarda anti-inflamatuar aktivite
gostererek hasari azaltici etkileri oldugu gosterilmistir (8,90-92). Bunlara ek olarak likopenin,
mide ilserine karsit koruyucu oldugu, kanser hiicrelerinde apopitozu uyardigi ve hiicre
dongiistinii engelledigi bildirilmistir (81,89).

Ayrica likopenin bir¢ok deneysel modelde etkilerinin incelendigi goriilmektedir.
Likopenin bobrekte meydana gelen hasarlarla ilgili olarak, IR nin neden oldugu hasarda renal
hasar1 azalttig1, civaya bagli nefrotoksisitede doza bagli olarak koruyucu oldugu, diabetik
nefropatide bobrekteki metabolik homeostazisi korudugu, kolistine bagli nefrotoksisitede
niiklear faktor eritroid-2 iligkili faktér 2 (Nrf-2)/hemoksijenaz-1 (HO-1) yolagini aktive
ederek koruyucu etki gosterdigi, doksorubisinin olusturdugu bobrek toksisitesinde antioksidan

savunma sistemini giiglendirdigi bildirilmistir (9-11,93).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz i¢in Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan (Ek-1) ¢alisma
icin onay alind1. Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen 300-350 g agirliginda 32 adet erkek Sprague-Dawley sican
kullanildi. Sicanlara standart sican yemi ve musluk suyu ad libitum (serbest olarak) verildi.
Laboratuvar kosullari standart (22 + 1 'C ve 12 saat aydinlik/karanhik siklusunda) kosullarda
tutuldu.

Denekler, her grupta 8 sican olmak iizere 4 gruba ayrildi. Tiim gruplardaki hayvanlara
verilecek olan likopen ya da likopenin ¢6ziiciisii olan misir yagi operasyondan 6nce 24 saatte
bir kez olmak tizere ve son doz operasyondan 60 dk once olacak sekilde, 7 giin siire ile
toplamda 7 doz olmak iizere gavaj yolu ile verildi (94).

Siganlara kas i¢i enjeksiyon yolu ile 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve
90 mg/kg ketamin (Ketasol, Richterpharma AG, Wels-Austria) anestezisi uygulandi ve 37
%C’de 1sit1ilmus deney masasi iizerinde karin bolgesi trag edilip betadin ile antisepsi saglanarak,
median hattan insizyon agilarak karin organlari steril gazli bez tizerine alindi (95). Sag ve sol
bobrek damarlari kor diseksiyonla agiga ¢ikarilarak, misir yagi verilen ve taklit operasyon
uygulanan Kontrol (K) grubu ile likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan
Kontrol+Likopen (K+LK) grubundaki siganlar harig; iskemi/reperfiizyon uygunanan (IR)
grubu ile likopen verilen ve IR uygulanan iR+Likopen (IR+LK) grubundaki sicanlarmn bobrek
damarlarina (arter ve ven) kan akimi nontravmatik mikrovaskiiler klemple (FST,85 g,
Amerika) kesilerek 60 dk siire ile iskemi uygulandi (96). Deney siiresince, batin agikken,
zorunlu kaybedilen siviyr yerine koymak amaciyla viicut agirh@inin % 5’1 oraninda 37

OC’deki steril fizyolojik serum batin igine verildi. Altmis dk iskemi sonunda klempler alinarak
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kan akimi saglandiktan sonra 2 dk siireyle bobreklerdeki renk degisimi gozlendi ve insizyon
kapatilarak betadin ile sterilizasyon yapildi. Misir yag1 verilen ve taklit operasyon uygulanan
K grubu ile likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubundaki siganlara da ayni
prosediir uygulandi, ancak bobrek damarlar1 klemplenmeyerek 60 dk sonunda insizyon
kapatilarak taklit operasyon yapildu.

Tiim gruplarda gavaj yolu ile verilen miktar 2 ml/kg dozunda olacak sekilde verildi.
Kontrol (K) Grubu: Bu gruptaki siganlara 7 giin siire ile ve son doz operasyondan 60 dk
once olmak kosulu ile likopenin ¢oziiciisii olan misir yagr 2 ml/kg hacminde gavaj yolu ile
verildi. Bilateral olarak renal arter ve ven diseksiyonla ayrilarak 60 dk beklendikten sonra
batin yeniden kapatildi.

Kontrol+Likopen (K+LK) Grubu: Bu gruptaki si¢anlara 7 giin siire ile ve son doz
operasyondan 60 dk once olmak kosulu ile 10 mg/kg dozunda likopen, 2 ml/kg hacminde
musir yagi icinde ¢ozdiiriilerek gavaj yolu ile verildi (97). Bilateral olarak renal arter ve ven
diseksiyonla ayrilarak 60 dk beklendikten sonra batin yeniden kapatildi.

Iskemi/reperfiizyon (IR) Grubu: Bu gruptaki siganlara 7 giin siire ile ve son doz
operasyondan 60 dk once olmak kosulu ile likopenin ¢oziiciisii olan misir yagr 2 ml/kg
hacminde gavaj yolu ile verildi. Bilateral olarak 60 dk siire ile yapilan renal iskeminin
ardindan batin kapatildi.

Iskemi/reperfiizyon+Likopen (IR+LK) Grubu: Bu gruptaki sicanlara 7 giin siire ile ve son
doz operasyondan 60 dk 6nce olmak kosulu ile 10 mg/kg dozunda likopen, 2 mi/kg hacminde
musir yagi iginde ¢ozdiiriilerek gavaj yolu ile verildi. Bilateral olarak 60 dk siire ile yapilan
renal iskeminin ardindan batin kapatildi.

Tim gruplardaki siganlar batin kapatildiktan sonra 24 saat siire boyunca metabolik
kafeslerde tutularak idrar ornekleri toplandi. Idrar toplama siirelerinin dolmasindan sonra
sicanlar 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin kas igine verilerek yapilan anestezi altinda
kalpten kan ve her iki bobregi alinarak sakrifiye edildi. Cikarilan bobrekler buz kalibi {izerine
aliarak bistiiri yardimiyla kapsiilii uzaklastirildi. Bobrekler uzunlamasina ikiye boliindii. Sag
bobregin bir yarist patolojik inceleme i¢in % 10’luk formalin soliisyonuna konuldu ve diger
parcalar soguk FS icine konulup daha sonra kurutma kagidi ile kurutulup aluminyum folyo
icinde analizler yapilincaya kadar —80 %C’de saklandi. Alinan kan ve toplanan idrar 6rnekleri
tiiplere aktarildi, sogutmali santrifiij ile + 4 %C’de 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi. Serum
ve idrar ornekleri ependorf tliplere alinarak laboratuvar caligmalar1 yapilincaya kadar —80

°C’de saklandh.
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Kullanilan Cihazlar

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

Sogutmali santriftij : MPW 350R, Polonya

Vorteks : Heidolp, Almanya

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistiric1 : Biosan MSH-300,Litvanya

Homojenizatdr : Polytron Kinematica AG, Isvicre

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios o, Ingiltere

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Otomatik pipetler: Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvigre,
Eppendorf Multipipette/Repeate(Xstream), Almanya

Otoanalizor : Abbot Architect c16, Amerika

ELISA okuyucu : Biotek,uQuant, Amerika

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Likopen Redivivo : Sigma Aldrich, Amerika
Rat KIM-1 ELISA Kiti : Bioassay, Amerika
INOS antikor : Spring, Amerika

eNOS antikor : Spring, Amerika
Tiyobarbitiirik asit : Merck, Almanya
Siilfanilamid : Sigma, Almanya

DTNB : Sigma, Almanya

NaCl : Merck, Almanya

NNDA : Sigma, Almanya

CuSO, : Panreac, Ispanya

EDTA : Merck, Almanya

Piridin : Merck, Almanya

Sodyum dodesil stilfat: Merck, Almanya
NaOH : Merck, Almanya

KH,PO, : Merck, Almanya

Na,HPO, : Merck, Almanya

Glisin : Merck, Almanya
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KCI : Merck, Almanya

HCI : Merck, Almanya

Butanol : Merck, Almanya

Etanol : Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Merck, Almanya
Na,CO; : Riedel de Haen, Almanya

Biyokimyasal Calismalar

Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari’nda (Abbot
Architect c16, Amerika) otoanalizor kullanilarak, idrar kreatinin ve sodyum diizeyleri; serum
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve kreatin kinaz (CK)
aktiviteleri ile sodyum (Na), potasyum (K"), iire, kreatinin diizeyleri olgiildii. Kreatinin

klirensi standart klirens formiiliine gore hesaplanarak kg/viicut agirligina boliindii.

Idrar kreatinin (mg/dl) X Giinliik idrar hacmi (ml)

Kreatinin Klirensi (ml/dk)=
Serum kreatinin (mg/dl) X 1440

Fraksiyonel sodyum atilim1 % olarak hesaplandi.

Idrar Na (mmol/l) X Serum kreatinin (mg/dl) X 100

FeNa (%) =
Idrar kreatinin (mg/dl) X Serum Na (mmol/I)

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Calisma yapilincaya kadar —80 °C’de saklanan bobrekler alimip buzu ¢oziilmeden
bistiiri ile kesildi, tartild1 ve tiiplere konuldu. 0.15 M KCI soliisyonu, MDA ve GSH diizeyleri
icin; 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4), NO diizeyi i¢in % 10’luk (w:v) olacak sekilde
hazirlandi. Tiipler buz iizerinde tutularak homojenizatdr ile homojenize edilerek hazirlanan
homojenatlar 10 dk +4 "C’de 4000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant kismi ayrildi. Elde
edilen siipernatantlar MDA, GSH, NO ve protein diizeylerinin spektrofotometrik olarak

Olgtimlerinde kullanildi.
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Malondialdehit Miktar Tayini

Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin sicak ve asit ortamda
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi neticesinde ortaya ¢ikan pembe renk
spektrofotometrik yontemle 6l¢tildi (98,99).

Cozeltiler:

1. % 8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. % 20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5 olarak ayarlandi)

3. % 0.8’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapilisi: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenatt; 0.2 ml % 8.1’lik SDS,
1.5 ml % 20’lik asetik asit, 1.5 ml % 0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karigim 1
saat siire ile 95 °C’deki sicak su banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan
sonra iizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek 1 dABHka vorteksle
karigtirildi. Organik fazin ayrilmasi i¢in 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda homojenat igermeyen ayirag koriine karsi
absorbanslar okundu.

Sonuglarin hesaplanmast;

Ax Vtx10°

C (nmol/ml) =
ExVsxLx10®

A: Absorbans

Vt: Total reaksiyon hacmi

10°: Moliin nanomole ¢evrilmesi

Vs: Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
E: Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)

L: Kiivet ¢ap1

10%: Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.
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Glutatyon Diizeyinin Olciimii

Ellman ayiraci ile doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi glutatyon diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanildi
(100).

Cozeltiler:

1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum-
EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢oziildii,

2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na,HPO,),

3. 1 mM Ellman ayiract: 4mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml %
1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

Deneyin yapilist: 0.25 ml doku homojenati tizerine 0.75 ml 0.15 M KCI ve 1.5 ml
proteinsizlestirme ¢6zeltisi eklendi. Bu karisim 20 dk 3000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
0.5 ml siipernatant alind1 ve {izerine 2 ml M Na,HPO,4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci eklendi.
Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda homojenat igermeyen ayirag koriine karsi
absorbanslar okundu. Ekstinksiyon katsayisi (Y=1.36 104 M™* cm™) kullanilarak GSH
diizeyleri hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g doku olarak bildirildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cortas ve Wakid’in tarif ettigi yonteme gore olgtildi (101).

Kullanilan reaktifler;

1. Kadmiyum grantilleri.

2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ziildi. 2 mol/l NaOH
cozeltisi ile pH’s1 9.7’ ye ayarlandi.

3. Siilfanilamid: 2.5 g siilfanilamid 250 ml sicak 3 mol/l HCI i¢inde ¢oziildii ve daha
sonra sogumaya birakildi.

4. N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile su i¢inde
¢Ozildii.

5. Cinko Siilfat (ZnSO,): 75 mmol/l; 10.8 mg alinip 500 ml’ye tamamlandi.

6. BABHr Siilfat (CuSO4): 5 mmol/l; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.

7. Sodyum Hidroksit (NaOH): 55 mmol/l; 1.1 g alinip 500 ml’ye tamamlandi.

8. Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/I’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi i¢inde
hazirlanir (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B407,.10 H,0) 100 ml iginde ¢oziiliir).
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Potasyom nitrat (KNO3) standardi; 102 mg potasyum nitrat alimip 10 mmol’lik 100 ml
sodyum tetra borat i¢inde ¢oziildii.

Deneyin yapilisi: Deproteinizasyon: Test tiipiine 0.5 ml numune 0,25 ml distile su, 1
ml ZnSOy4, 1.25 ml NaOH ilave edilip vorteksle karistirilip 10 dk oda 1s1sinda bekletildi. Daha
sonra 10 dk siire ile 4000 rpm’de santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikandi. 1-2 dk
icinde CuSO,’de calkalanarak bekletildi. Ardindan 3 defa glisin-NaOH ile yikanip kurutma
kagidi ile kurutularak 10 dk i¢inde kullanildi.

Potasyum nitrat standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 mM’lik seri diliisyonlar
hazirlandi ve numunelere uygulanan tiim iglemler standartlara da uygulandi. Tiim tiiplere 1ml
glisin-NaOH buffer konuldu. 1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan alindi, 2.5
g tartilan ve aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan tiim tiiplere eklendi ve 90 dk

oda 1s1sinda karistirarak beklendi.

Nitrit Ol¢iimii

Bu tiiplerden, 90 dk’lik bekleme siiresinden sonra 2’ser ml alinarak lizerine 1 ml
stilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edildi. Vorteksle karistirildi ve 45 dk beklendikten sonra
545 nm’de okuma yapildu.

Direkt NO; olgtimii: NaNO; standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 nM’lik
seri diliisyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan
dogrudan 2’ser ml alinarak ayri tiiplere aktarildi. Uzerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA

eklendi. 45 dk’lik siirenin ardindan 545 nm’de okuma yapildi.

Nitrat Ol¢iimii
Nitrit degerleri bulunan NOj’degerlerinden ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktori
olan 20 ile c¢arpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan sonra ¢ikan

sonu¢ umol/mg protein olarak hesaplandi.

KIM-1 Ol¢iimii

Bobrek hasar molekiilii-1 6l¢iimii i¢in BioAssay Works Rat KIM-1 ELISA (Cat. No:
R-RENA-E-001) test kiti kullanildi. Deneysel calismalar yapilincaya kadar —80°C’de
saklanan idrar 6rnekleri ve kullanilacak olan ¢ozeltiler oda 1sisina gelinceye kadar bekletildi.

Antikor kapli olmayan tiiplerde ornek seyreltici tampon eklenerek idrar numuneleri 1:10
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oraninda seyreltildi. Sican KIM-1 antikor kapli plakada bulunan seritler yikama ¢ozeltisi ile 3
defa yikandi. Son yikama sirasinda yikama c¢ozeltisi kuyucuklarda 30 dk siire ile
bekletildikden sonra ¢ozelti kuyucuklardan bosaltildi. Biitiin kuyucuklara 50ul KIM-1 Mab
coOzeltisinden pipetlendi. Daha sonra negatif kontrol, liretici firmanin ydnergesine uygun
olarak hazirlanmis olan kalibratorler ve seyreltilmis olan numunelerden de 50’ser pl her bir
kuyucuga pipetlendi. Inkiibasyon igin 37 °C’de, 30 dk bekletildikten sonra plak bosaltilarak
kuyucuk basina 350 ul yikama ¢6zeltisi olacak sekilde ve her yikama arasinda 30 sn siire ile
bekleme yapilarak, 5 defa yikama yapildi. Her bir kuyucuga 100 pl peroksidaz konjugat
¢ozeltisinden pipetlendi ve 37 °C’de, 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra plak bosaltilarak
kuyucuk basina 350 pl yikama ¢ozeltisi olacak sekilde ve her yikama arasinda 30 sn siire ile
bekleme yapilarak, 5 defa yikama yapildi. Her bir kuyucuga ABTS substrat ¢ozeltisinden 100
ul pipetlenerek 20 dk oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
arkasindan her bir kuyucuga 100 pl reaksiyonu sonlandirici (Stop) ¢ozelti eklendi. Ana dalga
boyu 405 nm, referans dalga boyu 490 nm filtreleri kullanilarak ELISA okuyucuda okuma
islemi yapildi.

Histolojik Caliymalar

Istk mikroskobu incelenmesi i¢in sagittal olarak kesilen bobrekler ve % 10’luk
tamponlu formalinde fikse edildikten sonra parafin bloklara gomiildii. Bloklamanin ardindan
4 um kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi ve 151k mikroskobu
altinda degerlendirildi. Bobrek hasari (stoplazmik vakuol formasyonu, tiibiiler hiicre nekrozu
ve tlibiiler dilatasyon) derecesini belirleme amaciyla semikantitatif bir skala kullanildi.
Hasarm yayilimi ve tutulan bobrek alani yiizdesi bu skalada derecelendirildi. Skala degerleri
0-4 arasinda skorlandi.

0: Normal bobrek (Hasar yok)

1: Minimal hasar ( % 0-5 tutulum)

2: Hafif dereceli hasar (% 5-25 tutulum)

3: Orta dereceli hasar (% 25-75 tutulum)

4: Siddetli hasar (% 75-100 tutulum)

Ek olarak kast gozlenen tiibiiller % cinsinden ifade edildi. Sayim yapilirken sadece
proksimal ve distal tiibiillerin bulundugu ancak toplayict kanallarin olmadigi alanlarda sayim

yapilmasi goz oniinde bulunduruldu (102).
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Immiinohistokimyasal Calismalar

Biitiin gruplarda immiinohistokimyasal boyama i¢in sag bobrek kullanildi. Tamponlu
formalin (% 10'luk) ile fikse edilip parafine gomiilmiis olan tiim doku bloklarindan, 4 um
kaliliginda kesitler yapilarak polizinli lamlara alindi. Once bir gece boyunca 37 °C’lik etiivde
ve ardindan 56 °C’lik etiivde 1,5-2 saat boyunca inkiibasyon yapildi. Ug kere, her defasinda
10’ar dk siire ile 60 °C’lik etiivde, ksilende bekletildi. Ardindan ti¢ kere 10’ar dk sirasi ile 96,
80, 70 derecelik alkol banyosuna alindi. Bu islemi takiben lamlar 3 kere su banyosuna alindi.
Antijenin yeniden kazanilmasi amaciyla 1/10 oraninda distile su ile sulandirilmis (90 ml
distile su + 10 ml Citrat buffer), “‘CITRAT buffer 10X pH 8,0°” (Kod: 15-M820, Lo0t.50930)
¢ozeltisi kullanildi. Kesitler bu ¢6zeltide mikrodalga firinda 900 watt’ ta 20 dk, 600 watt’ta 10
dk siire ile kaynatildi. Disarida oda sicakligina gelinceye kadar 20 dk bekletildi. Ardindan
lamlar 3 kez distile sudan gegirildi. Dokularda bulunan endojen peroksiti bloke etmek igin 10
dakika siire ile 37 °C’lik etiivde metanolde hazirlanmis % 3°liikk H,O, uygulandi. Lamlar 3 kez
distile sudan gecirilerek, 10 dk siire ile PBS (pH 7,4) ¢ozeltisinde tutuldu. Lamlardaki
kesitlerin etrafi Pap-pen ile ¢izilerek reaktiflerin kesit disina tasmasi engellendi. Large
Volume Ultra V Blok (Kod No: TA-125-UB, Neomarkers, Fremont, CA, ABD)’tan her lama
damlatilarak 7 dk bekletildi. Ardindan lamlar tizerindeki ¢6zelti PBS ile uzaklastirildi. Her bir
olgu i¢in ayri1 ayrt numaralandirilmis lamlara eNOS ve INOS antikorlar1 damlatilip oda
sicakliginda, ancak nemli ortamda (“chamber” iginde) 45 dk siire ile inkiibasyona birakildi.
Distile su ile lamlar tizerindeki antikorlar uzaklastirildi ve 5 dk siire ile PBS ¢6zeltisinde
tutuldu. Super Block Sensi Tek Anti Polyvalent HRP Kkitinin (Scy Tek, Kod. SHP 125, Utah,
USA) 1 nolu Super Block (Ref: AAA125, lot. 18325) ¢ozeltisi zemin boyanmasini
engellemek amaciyla damlatildi ve 10 dk bekletildi. Ardindan lamlar PBS ¢ozeltisi ile 5 dk
yikandi ve yukarida tanimlanan kitin 2 nolu biotine baglanacak olan isaretleyici ¢ozeltisi
Anti-Polyvalent Biotinylated antibody (Ref: ABF125, Lot. 18452 ) damlatilarak 20 dk
bekletildi. Lamlara tekrar PBS ¢ozeltisi ile 5 dk yikama islemi yapildi ve yine aym kitin 3
nolu ¢ozeltisi, Sensi Tek HRP Streptavidin biotinylated peroxidase-complex, (Ref: ABG125,
Lot.18452) damlatilarak 20 dk bekletildi. PBS ile 3 dk yikanan lamlara, Scy Tek AEC
chromogen/substrate kit (ref: ACJ 125, Lot. 18739) (1 mililitre AEC substrat buffer + 1 damla
AEC chromogen (Ref: ACD 030, Lot.18618)) damlatildi ve 10 dk bekletildi. Musluk suyunda
5 dk siire ile yikanan lamlar, 1.5 - 2 dk Harris hematoksilen ¢6zeltisinde tutularak zit boyama

yapildi ve lamlar musluk suyunda yikandi. Ardindan % 5°1ik amonyak ¢o6zeltisinde 15 sn
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tutularak, morartma islemi gergeklestirildi. Musluk suyunda yikanan lamlar, Aqueous-Mount
(Ref: AMLO30, Lot. 13457) yardimi ile lamelle kapatildi.

Hazirlanmig  kesitler —immiinohistokimyasal boyama 15tk  mikroskobu ile
degerlendirildi. INOS ve eNOS antikoru ile boyanma degerlendirilirken boyanma yogunlugu
ve yayginligi ayri ayri1 degerlendirildi. Boyanma yogunlugu igin hiicrelerdeki sitoplazmik
boyanma g6z oniine alindi. Hi¢ boyanma gézlenmeyen kesitlerde 0, hafif boyanan kesitler +1,
orta yogunlukta boyanan kesitler +2, kuvvetli boyanan kesitler +3 seklinde derecelendirildi.
Boyanma yaygmligit 0 ile 100 arasi % olarak degerlendirildi. Boyanma yaygmligi ve
yogunlugu skorlarinin ¢arpilmasi ile 0 ile 300 arasinda immunohistokimyasal skorlama elde
edildi (5).

Istatistiksel Analiz

Calismanizda elde edilen bulgularm istatistiksel analizleri Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik AD’da yapildi. Bobrek GSH, MDA diizeyleri, idrar KIM-1 diizeyleri,
bobrek, serum ve idrardaki NO;,” ve NOjs™ diizeyleri, biyokimyasal analizler, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal analizler sonucunda elde edilen bulgular ortalama (ort) + standart (sd)
sapma olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadig1 Tek Orneklem
Kolmogorov-Smirov testi ile incelendi. Taklit operasyon uygulanan K grubu ile likopen
verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubu, K ile IR uygulanan IR grubu, iR grubu
ile likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubu arasi farklilig: saptamada Mann-Whitney U
testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik smir degeri olarak p<0.05 anlamli kabul edildi.

Istatistiksel analizlerde SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Calismamizda siganlarda 60 dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon (96) uygulamasiyla
olusturulan deneysel iskemik ABH modelinde, her grupta 8 adet si¢an olmak iizere 4 grup ve
toplamda 32 adet sican lizerinde ¢alisildi. Reperfiizyonun 24. saatinde sicanlar anesteziye
alinarak siganlara ait kan ve doku 6rnekleri alindi. Deney boyunca guruplarda herhangi bir
kayip yasanmadi, ancak likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubundaki 1
sicanin serum kreatin kinaz (CK) diizeyi 6lciilemedi; likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK
grubundaki 2 sigandan idrar 6rnegi alinamadigi igin 6 sicanin idrar KIM-1, idrar Na, idrar iire
ve idrar kreatinin diizeyleri 0l¢iilebildi.

Tiim gruplardaki siganlara ait, doku MDA diizeyi nmol/g doku, doku GSH diizeyleri
umol/g doku, doku NO diizeyi umol/mg protein, serum sodyum (Na) diizeyi mmol/l, serum
potasyum (K") diizeyi mmol/l, serum iire diizeyi mg/dl, serum kreatinin diizeyi mg/dl, serum
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi U/l,serum aspartat aminotransferaz (AST) diizeyi U/,
serum kreatin kinaz (CK) diizeyi U/l, serum NO diizeyi pmol/L, idrar KIM-1 diizeyi ng/ml,
idrar kreatinin diizeyi mg/dl, idrar sodyum (Na) diizeyi mmol/L, idrar NO diizeyi pmol/I,
kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gore hesaplanarak kg/viicut agirhigina boliindii
(ml/dk) ve FeNa, % olarak hesaplandi. Gruplara ait veriler Tablol1-4’de, deney gruplarinin

parametrelerine ait ortalamalar Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 1. K grubundaki her bir sicana ait biyokimyasal veriler

SN | MDA GSH | Bébrek | Serum | Serum | Serum Serum ALT | AST CK Serum idrar idrar idrar idrar idrar
NO Na K* iire kreatinin NO hacmi KIM-1 | kreatinin Na NO
nmol/g | pmol/g | pmol/mg | mmol/l | mmol/l mg/dl mg/dl u/l ul/l u/l pmol/l ml ng/ml mg/dl mmol/l | pmol/l
doku doku protein (24 saat)

1
2,69 2,73 38,51 149,00 4,50 38,00 0,51 74,00 | 451,00 | 682,00 3,65 6.00 6,06 197.07 66,00 112,45

2
2,65 3,08 16,35 142,00 5,40 35,00 0,50 123,00 | 696,00 | 530,00 2,95 500 16,24 165.20 35,00 236,10

3
2,05 2,78 29,85 146,00 4,70 43,00 0,55 129,00 | 816,00 | 439,00 2,37 500 10,07 187.20 22,00 250,62

4
2,43 2,40 12,38 144,00 6,50 35,00 0,52 104,00 | 554,00 | 611,00 1,91 700 4,93 150.80 110,00 | 197,51

5
2,61 3,31 18,34 144,00 4,60 41,00 0,51 232,00 | 669,00 | 662,00 2,24 750 5,52 159.32 46,00 119,09

6
2,35 3,15 19,69 145,00 4,70 46,00 0,52 117,00 | 593,00 | 277,00 4,15 500 11,47 176.52 78,00 216,18

7
2,48 2,37 19,19 143,00 5,00 37,00 0,51 417,00 | 816,00 | 297,00 3,07 750 12,68 174.20 64,00 156,85

8
2,72 2,79 26,88 141,00 5,90 45,00 0,51 118,00 | 532,00 | 458,00 3,73 14.00 1,71 55.23 103,00 24,48

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; Na: Sodyum; K*: Potasyum; AL T: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK: Kreatin

kinaz; KIM-1: Bobrek hasar molekiili-1.
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Tablo 2. K+LK grubundaki her bir sicana ait biyokimyasal veriler

SN | MDA | GSH | Bébrek | Serum | Serum | Serum Serum ALT AST CK Serum | idrar idrar idrar idrar | idrar
NO Na K* iire kreatinin NO hacmi KIM-1 | kreatinin Na NO
nmol/g | pmol/g | pmol/mg | mmol/l | mmol/l | mg/dl mg/dl u/l u/l ul/l pmol/1 mi ng/ml mg/dl mmol/l | pmol/l
doku doku protein (24 saat)

1
3,99 2,81 29,54 150,00 5,20 41,00 0,57 132,00 | 694,00 | 552,00 5,44 6.00 6,47 171.97 8,00 153,53

2
4,08 2,17 17,36 152,00 5,70 35,00 0,55 118,00 | 609,00 | 993,00 3,86 5.00 10,61 187.61 40,00 | 154,77

3
4,23 2,81 19,11 155,00 5,40 55,00 0,63 201,00 | 1038,00 | 924,00 2,32 5 50 7,01 154.11 40,00 | 174,27

4
3,93 2,75 9,62 147,00 7,00 40,00 0,56 135,00 | 771,00 | 1074,00 | 3,44 750 6,99 131.97 23,00 | 132,78

5
3,71 3,25 31,07 142,00 5,00 36,00 0,46 69,00 | 359,00 | 382,00 2,16 9.50 3,46 115.01 43,00 | 164,32

6
3,95 3,30 34,79 142,00 4,90 32,00 0,49 100,00 | 746,00 3,32 750 5,79 140.90 7,00 146,06

7
3,32 2,94 27,65 138,00 6,60 32,00 0,44 84,00 | 485,00 | 848,00 2,49 8.00 3,04 121.76 26,00 | 131,95

8
3,12 2,82 34,11 139,00 5,60 32,00 0,43 76,00 | 342,00 | 387,00 2,20 11.00 3,48 99.75 59,00 | 119,92

SN: Sira numarasi;

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO
Kreatin kinaz; KIM-1: Bobrek hasar molekiilii-1.

. Nitrik oksit; Na: Sodyum; K*: Potasyum; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK:
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Tablo 3. IR grubundaki her bir si¢ana ait biyokimyasal veriler

SN | MDA | GSH | Bébrek | Serum | Serum | Serum Serum ALT | AST CK Serum idrar idrar idrar idrar | idrar
NO Na K* iire kreatinin NO hacmi KIM-1 | kreatinin Na NO
nmol/g | pmol/g | pmol/mg | mmol/l | mmol/l mg/dl mg/dl u/l u/l ul/l pmol/l ml ng/ml mg/dl mmol/l | pmol/l
doku doku protein (24 saat)

1
3,20 3,04 18,69 142,00 4,60 239,00 2,82 96,00 | 533,00 | 567,00 7,34 23.00 32,89 22.95 11,00 20,33

2
3,55 2,25 19,26 146,00 5,20 184,00 2,45 102,00 | 688,00 | 345,00 5,48 17.00 16,85 33.40 58,00 26,14

3
5,30 2,28 18,07 136,00 5,90 284,00 4,66 135,00 | 729,00 | 628,00 6,06 11.00 18,77 17.25 42,00 29,05

4
4,78 1,83 26,50 132,00 6,30 288,00 4,45 180,00 | 764,00 | 891,00 7,47 1200 15,64 12.91 37,00 41,08

5
5,54 1,82 51,47 132,00 4,90 286,00 4,68 147,00 | 788,00 | 816,00 5,64 750 18,01 18.47 59,00 37,34

6
3,82 3,13 43,24 129,00 4,30 178,00 1,23 163,00 | 844,00 | 902,00 6,60 20.00 39.29 33,00 4,56

7
4,62 2,35 38,05 145,00 5,50 56,00 0,67 82,00 | 740,00 | 768,00 3,98 9.00 13,47 117.11 42,00 110,37

8
4,22 1,34 46,12 146,00 6,90 326,00 4,94 149,00 | 854,00 | 777,00 6,06 11.00 14,66 16.46 46,00 31,54

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; Na: Sodyum; K*:

Kreatin kinaz; KIM-1: Bobrek hasar molekiilii-1.

Potasyum; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK:
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Tablo 4. IR+LK grubundaki her bir sicana ait biyokimyasal veriler

SN | MDA | GSH | Bébrek | Serum | Serum | Serum Serum ALT AST CK Serum idrar idrar idrar idrar idrar
NO Na K* iire kreatinin NO hacmi KIM-1 | kreatinin Na NO
nmol/g | pmol/g | pmol/mg | mmol/l | mmol/l | mg/dI mg/dl ul/l ul/l u/l pmol/1 ml ng/ml mg/dl mmol/l | pmol/l
doku doku protein (24 saat)

1
3,46 1,58 45,09 137,00 5,40 279,00 3,89 143,00 | 916,00 | 985,00 8,38 13.00 19,77 11.95 15,00 14,52

2

3,62 2,00 30,60 133,00 7,20 321,00 5,51 118,00 | 833,00 | 699,00 5,48

3
2,54 2,11 39,12 124,00 6,40 309,00 4,61 192,00 | 808,00 | 1476,00 5,56 5 50 14,13 15.72 38,00 43,15

4
3,17 1,88 45,77 135,00 7,00 327,00 4,85 133,00 | 810,00 | 565,00 7,34 400 14,49 15.69 29,00 48,55

5
1,88 1,91 46,45 135,00 6,50 308,00 4,10 156,00 | 849,00 | 962,00 5,73 750 57,68 29.01 18 18,26

6
2,75 2,35 40,96 138,00 4,90 260,00 3,03 114,00 | 618,00 | 245,00 6,18 1550 38,51 27.19 37,00 41,08

7

2,35 1,15 49,72 134,00 5,80 283,00 5,11 128,00 | 1259,00 | 937,00 6,14

8

2,12 1,42 47,02 123,00 6,40 307,00 4,80 145,00 | 992,00 | 844,00 5,02 5.00 4,93 15.98 64,00 49,79

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; Na: Sodyum; K*: Potasyum; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK: Kreatin

kinaz; KIM-1: Bobrek hasar molekiili-1.




Tablo 5. Tiim gruplarin degiskenlerine ait Ort + SD verileri

K Grubu K+LK Grubu iR Grubu iR+LK Grubu
Parametreler Ort+SD Ort+SD Ort +SD Ort = SD

MDA 2,50+ 0,22 3,79+ 0,38 4,38 £0,83 2,74 £ 0,63
nmol/g doku
GSH 2,83+0,34 2,86+ 0,35 2,25+0,61 1,80 £ 0,39
pmol/g doku
Bobrek NO 22,65+ 8,50 25,41 +£9,04 32,68 + 13,64 43,09 £ 6,07
pmol/mg protein
Serum Na 144,25 + 2,49 145,63 + 6,30 138,50 + 7,05 132,38 £ 5,71
mmol/l
Serum K* 5,16+ 0,72 5,68+ 0,75 5,45+ 0,88 6,20 + 0,78
mmol/l
Serum iire 40,00 + 4,38 37,88+ 7,77 230,12 + 87,68 299,25 + 22,96
mg/dl
Serum kreatinin 0,52+ 0,02 0,52+ 0,07 3,24+ 1,69 4,49 +0,78
mg/dl
ALT 164,25 + 111,84 114,38 + 42,95 131,75 + 34,81 141,13 + 24,89
u/l
AST 640,88 = 132,51 630,50 + 233,53 742,50 £ 101,64 885,63 + 184,83
ul/l
CK 494,50 + 155,27 737,14 + 291,30 711,75 + 188,64 839,13 £ 358,44
ul/l
Serum NO 3,00+ 0,80 3,15+ 1,13 6,08 £1,12 6,23 +1,11
pmol/I
Idrar hacmi 7,13+£2,99 7,50+2,04 13,81+5,54 8,42+4,73
ml(24 saat)
Idrar KIM-1 8,58 + 4,82 5,86 +2,53 18,1+ 6,56 18,37 + 12,46
ng/ml
Idrar kreatinin 158,19 + 44,16 140,39 + 29,59 34,73+ 34,49 19,26 + 7,03
mg/dl
idrar NO 164,16 + 76,29 147,20 + 18,16 37,55+ 31,48 35,89 £ 15,50
pmol/I
idrary, 65,50 + 31,04 30,75 + 18,06 41,00 + 15,21 33,50+ 17,70
mmol/l
Kreatin Kklirensi 0,42 £ 0,07 0,43 £0,08 0,02 £0,02 0,01 +£0,01
ml/dk/100gxviicut
FeNa % 0,20 + 0,20 0,08 £ 0,05 7,10+ 4,17 6,62 +5,13

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; Na: Sodyum; K*: Potasyum; ALT: Alanin
aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK: Kreatin kinaz; KIM-1: Bobrek hasar molekiilii-1; Fepa:

Fraksiyonel sodyum atilimi, Ort: Ortalama; SD: Standart Sapma
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Karsilastirilan gruplar aras1 bobrek MDA diizeylerinde, taklit operasyon uygulanan K
grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubunda istatistiksel
olarak p<0.01 diizeyinde ve K grubuna gore IR grubunda istatistiksel olarak p<0.01
diizeyinde anlamli yiikselme gozlendi. Iskemi/reperfiizyon grubuna gore likopen verilen ve IR
uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli diisiis gdzlendi.

Karsilastirilan gruplar arasi ortalama bobrek MDA diizeyleri Sekil 2°de gosterildi.
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Sekil 2. Ortalama bobrek MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilagtirmalar: K grubuna gore K+LK grubunda *p<0.01;
K grubuna gére IR grubunda **p<0.01;
iR grubuna gére iIR+LK grubunda *%p<0.01.

Karsilastirilan gruplar aras1 bobrek GSH diizeylerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna gore IR grubunda istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli diisiis gdzlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlaml bir fark goézlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama bdbrek

GSH diizeyleri Sekil 3’te gosterildi.
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Sekil 3. Ortalama bébrek GSH diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi
Karsilastirmalar: K grubuna gore IR grubunda *p<0.05.

Karsilastirilan gruplar arasi bobrek NO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama bobrek NO diizeyleri Sekil
4’te gosterildi.
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Sekil 4. Ortalama bobrek NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Karsilastirilan gruplar arasi serum Na diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama serum Na diizeyleri Sekil 5’de
gosterildi.
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Sekil 5. Ortalama serum Na diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Karsilastirilan gruplar arasi serum K diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama serum K* diizeyleri Sekil 6’da

0 I I I I
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gosterildi.
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Sekil 6. Ortalama serum K" diizeylerinin gruplar arasi karsilastirllmasi
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Karsilastirilan gruplar arast serum ALT diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar aras1 ortalama serum ALT diizeyleri Sekil 7°de

gosterildi.
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Sekil 7. Ortalama serum ALT diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Karsilagtirilan gruplar aras1 serum AST diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama serum AST diizeyleri Sekil 8’de

gosterildi.
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Sekil 8. Ortalama serum AST diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Karsilastirilan gruplar aras1 serum iire diizeylerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna goére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlaml1 yiikselme gdzlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama serum {ire

diizeyleri Sekil 9°da gosterildi.
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Sekil 9. Ortalama serum iire diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: K grubuna gore IR grubunda **p<0.01.

Karsilastirilan gruplar aras1 serum Kreatinin diizeylerinde taklit operasyon uygulanan
K grubuna gére IR grubunda istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde anlaml yiikselme gozlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gore likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar aras: ortalama serum
kreatinin diizeyleri Sekil 10’da gosterildi.

40



Serum,.( mg/dl)
w &

N
1

. -

K K+LK R IR+LK

Sekil 10. Ortalama serum Kreatinin diizeylerinin gruplar arasi kargilagtirilmas:
Karsilagtirmalar: K grubuna gore IR grubunda **p<0,01.

Gruplar aras1 serum kreatin kinaz (CK) aktivitelerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna gére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli yiikselme gdzlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar aras1 ortalama serum CK
aktiviteleri Sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 11. Ortalama serum CK aktivitelerinin gruplar aras: karsilastirilmasi
Karsilagstirmalar: K grubuna gore IR grubunda *p<0.05.
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Karsilastirilan gruplar arasi serum NO diizeylerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna gére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli yiikselme gézlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama serim NO
diizeyleri Sekil 12°de gosterildi.
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Sekil 12. Ortalama serum NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilagtirmalar: K grubuna gore IR grubunda ** p<0.01.

Karsilastirilan gruplar arasit serum KIM-1 diizeylerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna gore IR grubunda istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli yiikselme gozlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama serum
KIM-1 diizeyleri Sekil 13’°te gosterildi.
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Sekil 13. Ortalama idrar KIM-1 diizeylerinin gruplar aras1 karsilagtirilmasi
Karsilagtirmalar: K grubuna gore IR grubunda *p<0.05.

Karsilagtirilan gruplar arasi idrar NO diizeylerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna gére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli yiikselme gdzlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlaml bir fark gézlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama idrar NO

diizeyleri Sekil 14’te gosterildi.
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Sekil 14. Ortalama idrar NO diizeylerinin gruplar aras: karsilastiriimasi
Karsilagtirmalar: K grubuna gore IR grubunda ** p<0.01.
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Karsilastirilan gruplar arasi idrar kreatinin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmedi (p>0.05). Karsilagtirilan gruplar arasi ortalama idrar kreatinin diizeyleri Sekil
15°te gosterildi.
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Sekil 15. Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Karsilagtirilan gruplar arasi idrar Na diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama idrar Na diizeyleri Sekil 16’da
gosterildi.
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Sekil 16. Ortalama idrar Na diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Karsilastirilan gruplar arasi kreatinin klirensi diizeylerinde taklit operasyon uygulanan
K grubuna goére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli yiikselme gozlendi.
Bununla birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). Karsilastirilan gruplar arasi ortalama kreatinin

K+LK

Klirensi diizeyleri Sekil 17°de gosterildi.
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Sekil 17. Ortalama kreatinin Klirensi diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi
Karsilagtirmalar: K grubuna gore IR grubunda **p<0.01.
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Karsilagtirilan gruplar arasi FeNa % diizeylerinde taklit operasyon uygulanan K
grubuna goére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli yiikselme gdzlendi.
Bunula birlikte K grubuna gore likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK
grubunda ve IR grubuna gére likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Karsilsatirilan gruplar aras1 ortalama FeNa %
diizeyleri Sekil 18’de gosterildi.
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Sekil 18. Ortalama FeNa % diizeylerinin gruplar arasi kargilastirilmasi
Karsilagtirmalar: K grubuna gore IR grubunda **p<0.01.

Histopatolojik Sonuclar
Calismamizda bobrek dokularmin histopatolojik incelenmesinde; her bir sican igin
bobrek hasari derecesi ve ayrica % kast degerleri 100 alanda, 0-4 skalasi kullanilarak

hesaplandi. Hesaplanan bu degerler Tablo 6 ve 7°de gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplarin bobrek hasar1 derecesini gosteren histopatolojik sonuclar

SN K Grubu K+LK Grubu IR Grubu IR+LK Grubu
1 0 0 4 4
2 0 0 4 4
3 0 1 4 3
4 0 0 3 4
5 1 1 4 4
6 0 0 4 4
7 1 0 3 3
8 0 0 4 4
Ort+SD 0,25+0,46 0,25+0,46 3,75+0,46 3,75+0,46

SN: Sira numarasi
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Tablo 7. Gruplarin % kast degerlerini gosteren histopatolojik sonuclar

SN K Grubu K+LK Grubu iR Grubu IR+LK Grubu
1 0 0 80 90
2 1 0 80 90
3 0 1 90 80
4 0 0 70 80
5 0 1 80 90
6 1 0 80 80
7 1 0 70 80
8 0 0 80 80
Ort+SD 0,38+0,52 0,25+0,46 78,75+6,41 83,75+1,18

SN: Sira numarasi

Sicanlara ait HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; K
grubundaki mikroskobik kesitlerde tiibiil ve glomeriillerin diizenli yapida oldugu izlendi,
herhangi bir nekroz veya kast olusumu izlenmedi (Sekil 19).

Sican bobreklerinin HE boyal1 kesitlerinin 151k mikroskobu ile yapilan incelemesinde;
K+LK grubunda K grubuna benzer sekilde, tiibiil ve glomeriillerin diizenli yapida oldugu
izlendi. Tiibiillerde herhangi bir nekroz veya kast olusumu izlenmedi. Glomeriillerde herhangi
bir degisiklik izlenmedi (Sekil 20).

Isik mikroskobu ile yapilan incelemede HE boyali sican bobrek kesitlerinde; IR
grubunda tiibiil epitellerinde basiklagsma, vakuolizasyon ve yer yer nekroz, tiibiillerde belirgin
dilatasyon izlendi. Tiibiil liimenlerinde yaygin kast olusumu izlendi. Glomertillerde belirgin
konjesyon, peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon izlendi (Sekil 21).

Hematoksilen-eozin ile boyanmis sican bobrek kesitleri 151k mikroskobunda
incelendiginde; IR+LK grubunda iR grubuna benzer sekilde belirgin tiibiiler dilatasyon, tiibiil
epitellerinde basiklagsma, vakuolizasyon izlendi. Glomeriillerde belirgin konjesyon,

peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon gozlendi (Sekil 22).
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Sekil 21. IR grubunun bébrek kesiti (HEx200)
Mavi ok: tibiiler nekroz, kirmizi ok: kast birikimi.

Sekil 22. IR+LK grubunun bébrek kesiti (HEx200)
Mavi ok: tubtiler nekroz, kirmizi ok: kast birikimi.
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Taklit operasyon uygulanan K grubu ile likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan
K+LK grubunda bobrek hasar1 goriilmedi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmedi (p>0.05). iskemi/reperfiizyon uygulana IR grubunda bébrek hasari goriildii.
Bobrek hasari derecesi agisindan K grubuna gére IR grubunda istatistiksel olarak p<0.001
diizeyinde anlamli yiikselme gozlendi. Likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda iR
grubuna benzer sekilde bobrek hasart gézlendi. Karsilastirilan gruplar arasi ortalama bdbrek

hasar1 derecesi diizeyleri Sekil 23’te gosterildi.
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Sekil 23. Bobrek hasari derecesinin grupl ar arasi karsilastiriimasi
Karsilastirmalar: K grubuna gére IR grubunda ***p<0.001.

Taklit operasyon uygulanan K grubu ile likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan
K+LK grubunda kast birikimi goézlenmedi ve % kast birikimi agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). iskemi/reperfiizyon uygulanan
[Rgrubunda kast birikimi belirgindi. Istatistiksel olarak % kast birikimi agisindan K grubuna
gore IR grubunda p<0.01 diizeyinde anlamli yiikselme gozlendi. Karsilastirilan gruplar arasi

ortalama % kast birikimi degerleri Sekil 24°te gosterildi.
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Sekil 24. % kast degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: K grubuna gére IR grubunda **p<0.01.

Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Calismamizda olgulara ait bobrek dokularinin  immiinohistokimyasal olarak
degerlendirmesinde; Sitoplazmik boyamanin yayginligt ve yogunlugu baz alinarak
degerlendirildi. Boyanma yogunlugu ise, boyanmanin hi¢ gozlenmedigi olgularda 0, hafif
boyanmanin gézlendigi olgularda +1, orta yogunlukta boyanmanin gozlendigi olgularda +2,
kuvvetli boyanmanin gbézlendigi olgularda +3 olarak skorlandi. Boyanma yaygilig: 0 ile 100
arasinda skorlandi. Boyanma yayginligi ve yogunlugu skorlarinin garpilmasi ile toplam

immunohistokimyasal skorlama elde edildi, sonuglar Tablo 8 ve 9 gosterildi.
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Tablo 8. Gruplarin eNOS immiinohistokimyasal boyanma skorlari

K Grubu K+LK Grubu iR Grubu IR+LK Grubu
SN Yogunluk | Yaygmhk Skor Yogunluk | Yayginhk Skor Yogunluk | Yayginhk Skor Yogunluk | Yayginhk Skor
1 3 80 240 3 80 240 2 20 40 1 20 20
2 2 80 160 3 70 210 2 10 20 2 20 40
3 3 70 210 2 90 180 1 20 20 1 20 20
4 3 70 210 3 80 240 1 20 20 1 30 30
5 2 90 180 2 90 180 1 30 30 2 20 40
6 3 80 240 3 70 210 2 10 20 2 10 20
7 2 90 180 2 90 180 1 30 30 1 20 20
8 3 70 210 3 80 240 1 30 30 1 20 20
Ort+SD 203,75+28,75 210,00£27,78 26,25+7,44 26,2549,16

SN: Sira numarasi
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Tablo 9. Gruplarin iNOS immiinohistokimyasal boyanma skorlar:

K Grubu K+LK Grubu iR Grubu IR+LK Grubu
SN Yogunluk | Yayginhk Skor Yogunluk | Yaygihk Skor Yogunluk | Yayginhk Skor Yogunluk | Yaygimhk Skor
1 2 10 20 1 30 30 3 70 210 3 70 210
2 1 20 20 1 20 20 2 90 180 3 80 240
3 2 10 20 2 10 20 3 70 210 2 90 180
4 2 20 40 2 20 40 3 80 240 3 80 240
5 1 30 30 1 30 30 2 90 180 2 90 180
6 1 20 20 2 20 40 3 70 210 3 80 240
7 2 10 20 1 20 20 2 90 180 2 90 180
8 1 20 20 2 20 40 3 70 210 3 70 210
Ort=SD 23,75+7,44 30,0049,26 202,5021,20 210,00£27,78

SN: Sira numarasi




Immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyali sigan bdbrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; taklit operasyon uygulanan K grubundaki mikroskobik
kesitlerde tiibiillerde yaygin ve kuvvetli boyanma izlendi. Ayrica glomeriil kapiller duvarinda
boyanma gozlendi (Sekil 25).

Isik mikroskobu ile incelenen immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyali
sigan bobrek kesitlerinde; likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubunda da
K grubuna benzer sekilde tiibiillerde yaygin ve kuvvetli boyanma izlendi. Ayrica glomeriil
kapiller duvarinda boyanma gézlendi (Sekil 26).

Siganlarin immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; iR uygulanan iR grubunda tiibiillerde boyanma kaybr izlendi
(Sekil 27).

Siganlarin bobrek kesitleri immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyanarak
151k mikroskobunda incelendiginde; likopen verilen ve iR uygulanan IR+LK  grubunda IR
grubu ile benzer sekilde tiibiillerde boyanma kaybi izlendi (Sekil 28).
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Sekil 25. K grubunun bébrek kesiti (eNOSx200)
Mavi ok: tiibiillerde boyanma, kirmizi ok: glomeriil kapiller

duvarinda boyanma.
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Mavi ok: tiibiillerde boyanma, kirmiz1 ok: glomeriil kapiller
duvarinda boyanma.
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Sekil 28. IR+LK grubunun bibrek kesiti (eNOSx200)

Immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile taklit operasyon uygulanan K grubu
ile likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubunda tiibiillerde yaygin ve
kuvvetli boyanma izlendi. Ayrica glomeriil kapiller duvarinda boyanma goézlendi.
Immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyanma agisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). Iskemi/reperfiizyon uygulanan IR
grubunda immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile tiibiillerde boyanma kaybr1 izlendi.
Immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyanma acisindan K grubuna gére IR
grubunda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli diisiis gdzlendi. Likopen verilen ve IR
uygulanan IR+LK grubunda IR grubuna benzer sekilde tiibiillerde boyanma kayb: izlendi.
Karsilastirilan gruplar aras1 eNOS aktivitesi degerleri Sekil 29°da gosterildi.
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Sekil 29. eNOS aktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Karsilastirmalar: K grubuna gére IR grubunda **p< 0.01.

Immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyali sican bdbrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; taklit operasyon uygulanan K grubundaki mikroskobik
kesitlerde tiibiillerde anlamli boyanma izlenmedi (Sekil 30).

Isik mikroskobu ile incelenen immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyali
sican bobrek kesitlerinde; likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubunda K
grubuna benzer sekilde tiibiillerde anlamli boyanma izlenmedi. (Sekil 31).

Siganlarin immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; IR uygulanan IR grubunda tiibiillerde kuvvetli boyanma
izlendi (Sekil 32).

Siganlarin bobrek kesitleri immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyanarak
151tk mikroskobunda incelendiginde; likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda IR

grubu ile benzer sekilde tiibiillerde kuvvetli boyanma izlendi (Sekil 33).
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Sekil 30. K grubunun bébrek kesiti (iNOSx200)

Sekil 31. K+LK grubunun bébrek kesiti (iNOSx200)
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¥4 '.g .
Sekil 32. IR grubunun bobrek kesiti (iNOSx200)
Kirmizi1 ok: tiibiillerde boyanma.

Kirmiz1 ok: tiibiillerde boyanma.
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Immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile taklit operasyon uygulanan K grubu
ile likopen verilen ve taklit operasyon uygulanan K+LK grubunda tiibiillerde yaygin boyanma
izlenmedi. Immunohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyanma agisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Iskemi/reperfiizyon
uygulanan IR grubunda immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile tiibiillerde kuvvetli
boyanma izlendi. Immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile boyanma agisindan K
grubuna gore IR grubunda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde anlamli yiikselme goriildii.
Likopen verilen ve IR uygulanan IR+LK grubunda IR grubuna benzer sekilde tiibiillerde

kuvvetli boyanma izlendi. Karsilastirilan gruplar arasi eNOS aktivitesi degerleri Sekil 34’te

gosterildi.
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Sekil 34. iINOS aktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: K grubuna goére IR grubunda ***p<0.001.
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TARTISMA

Bobrek IR hasari; bobrek nakli, kismi nefrektomi, renal arter anjiyoplastisi,
kardiyopulmoner bypass, aortik bypass cerrahisi, kaza sonucu veya iatrojenik travma, sepsis,
hidronefroz, elektif iirolojik operasyonlar kontrast madde nefropatisi, acil ve yogun bakim
tinitelerinde resiisitasyonu takip eden sok gibi bir¢cok klinik durumlarda siklikla goriiliir
(3,16). Akut bobrek hasari, uzun siire hastanede kalmayi, yiiksek tedavi masraflar1 gerektirir
ve yiikksek Oliim oraniyla birlikte seyreder (103). Hastanede olen hastalarin yaklasik %
20’sinde akut bobrek hasar1 oldugu ve yogun bakim iinitelerinde bu oranin % 50’ye ¢iktig1
rapor edilmistir (16). Akut bobrek hasar1 goriilen hastalarin yaklagik olarak % 10’unda bobrek
replasman tedavisine ihtiya¢ duyulmaktadir. Akut bobrek hasari gelisen, yogun bakim
hastalarmin % 2-10’unda son donem bobrek yetmezligi gelismektedir. Son donem bdbrek
yetmezligi uzun donem diyaliz tedavisi gerektirir (103).

Sicanlarda 60 dk iskemi ve ardindan 24 saat reperflizyon uygulamasi ile
olusturdugumuz bobrek IR modelinde, oksidatif stresin arttigi, bobrek fonksiyonlarmin
bozuldugu, antioksidan diizeylerinin diistiigli, histopatolojik olarak bobrek hasariin gelistigi,
immiinohistokimyasal yontemle iNOS enzim aktivitesinde artma ve eNOS enzim
aktivitesinde azalma oldugu goriildii. Bu sonuglarrmiz bébrek IR hasarinin gelistigini ve
deneysel modelin olustugunu gostermektedir. Koruyucu amagla iskemik hasardan 7 giin 6nce
likopen verilmesinin, lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA diizeylerinde bir diisiise

neden olmasina ragmen diger parametreler iizerinde koruyucu bir etkisinin olmadig1 goriildi.
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Deneysel caligmalarda iskemik hasarin ortaya ¢ikmasi i¢in 60 dk’lik siirenin yeterli
oldugu bildirilmistir (96,104). Mevcut literatiirde farkli siirelerde iskemi ve reperfiizyon
uygulanan bircok deneysel IR modeli bulunmaktadir. Bu calismamizda daha &nce
laboratuarimizda ¢alistigimiz model olan 60 dk her iki bobrek iskemisi ve 24 saatlik
reperfiizyon siirelerini tercih ettik (95).

Calismamizda taklit operasyon uyguladigimiz K grubu ile 7 giin siire ile likopen
verdigimiz ve taklit operasyon uyguladigimiz K+LK grubunu karsilastirdigimizda, K+LK
grubunda MDA diizeyinde anlamli bir yiikselme oldugu goriildii. Diger parametrelerde
istatistiksel olarak anlami bir degisiklik goriilmedi. Deltametrinin sican bdbreklerinde
olusturdugu hasara karsi likopenin etkilerinin incelendigi calismada, 1 mg/kg dozunda
likopenin kontrol grubu saglikli siganlarda histopatolojik degisiklikler iizerinde anlamli
degisiklikler olusturmadigi bildirilmektedir (105). Kolistinin bobreklerde olusturdugu
nefrotoksik etkiye karst1 5 mg/kg ve 20 mg/kg dozunda likopenin etkilerinin incelendigi
calismada, saglikli kontrol grubu farelerde 20 mg/kg dozunda 7 giin siire ile verilen likopenin
tire, kreatinin, MDA, NO, iNOS, GSH diizeylerinde istatistiksel olarak herhangi bir anlamli
degisiklik olusturmadigi rapor edilmektedir (12). Kaya ve ark. (9) ¢alismalarinda siganlarda
bobrek IR hasarma karsi likopenin 100 mg/kg dozunda gavaj yolu ile verilmesiyle iire
kreatinin, bobrek MDA, bobrek GSH diizeylerinde anlaml degisiklik olmadigini bildirmistir.
Bu sonuglar, ¢alismamizda bobrek MDA diizeyi disindaki diger verilerin sonuglari ile
uyumluluk gostermektedir. Caligmamizda K+LK grubunda MDA diizeyindeki yiikselmenin
likopenin verilis siiresi ve dozu ile iligkili olabilecegini diisiiniiyoruz. Bu sonuglarimiza gore
saglikl sicanlarda likopen, verilis siiresi ve dozuna bagl olarak oksidatif hasara yol agabilir.

Calismamizin IR grubunda, bébrek MDA, serum NO diizeylerinde, bdbrek fonksiyon
belirteclerinden olan serum iire ve serum Kreatinin diizeylerinde, tiibiiler fonksiyonun
gostergesi olan fraksiyonel sodyum atiliminda, serum CK aktivitesinde, idrar KIM-1
diizeylerinde anlamli yiikselme go6zlendi. Glomeriiler filtrasyon belirteci olan kreatinin
klirensinde, idrar NO ve bobrek GSH diizeylerinde ise anlamli diisiis goriildii. Histopatolojik
kesitlerde yapilan incelemelerde nekroz ve tiibiiler kast birikimi izlendi. Bobrek IR hasar
olusturulan grupta imminohistokimyasal olarak lokalizasyonlar1 incelenen iNOS
aktivitelerinde yiikselme, eNOS aktivitelerinde ise diistis gortldii.

Hastane kokenli ABH nin ¢esitli nedenleri arasinda, yiliksek 6liim oranina sahip olan
IR en 6nde gelmektedir (16). Bébrek kilcal damar ag1 oldukga karmasiktir ve yiiksek enerjiye
ihtiyag duyar. Kararli durum kosullarinda bobreklere, ihtiyacindan daha fazla Oy
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saglanmaktadir. Patolojik kosullarda, kilcal damar aginin benzersiz yapisi ve artan pasif sant
yollar1 nedeniyle ihtiya¢ duyulan O; ile temin edilen arasindaki hassas denge bozulur. Bu
medulla ve kortikomediiller kavsagin oksijen teminindeki azalmaya kars1 yiiksek hassasiyete
neden olur. Smirli O, temini, soliit degisimi ve yliksek orandaki aerobik glikoliz i¢in gerekli
olan tiibiiler O, tliketimindeki artisa bagli olarak artan O; ihtiyaci ile daha da kotiilesir.
Birbirine paralel bu durumlar bobregi, hipoksik kusullara son derece duyarli hale getirir (103).
Bobrek nakli ve bobrek damar cerrahisi gibi klinik kosullarda bébrek IR hasar1 yaygin bir
problemdir. Bébrek nakli esnasindaki IR, bébrek hiicrelerinin &liimiine, bobrek hasarina,
nakledilen organ fonksiyonunda gecikmeye ve bobrek nakli reddine neden olabilir. Altta
yatan nedenler ATP’nin tiikkenmesi, Ca*? ve ROT’un hiicre i¢inde birikmesi, proinflamatuar
sitokinlerin iiretimi ve apoptotik yolagin aktivasyonunu i¢ine alan karmasik inflamatuar
kosullardir (106). Iskemi/reperfiizyon hasarmin majdr nedeni oksidatif strestir. iskemik
dokuya reperfiizyonun saglanmasi ile birlikte bol miktarda molekiiler oksijenin dokuya
ulagsmasi, asirt miktarda serbest ROT iiretimine neden olur. Olusan oksidatif strese bagl
olarak renal epitelyal ve endotelyal hiicrelerde endoplazmik retikulum (ER) stresi yaratir.
Endoplazmik retikulum stresine bagli olarak apopitozis uyarilir ve Ca*? homeostazisi bozulur
(107). iskemi/reperfiizyon hasari, ATP’nin azalmasina, sitozolik Ca*? miktarinin artmasina,
proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasma ve ROT’un iiretimine neden olur. Reperfiizyon
asamasinda kompleman sistem, I6kosit aktivasyonuna ve kemotaksise neden olarak
proinflamatuar sitokinlerin liretiminin uyarilmasi ile daha gii¢clii inflamatuar yanita neden olur.
Reaktif oksijen tiirleri, polimorf niiklear 16kosit kemotaksisine neden olarak aktive
l16kositlerden daha fazla miktarlarda ROT iiretimini uyarir (6,9,15).

Son zamanlarda, sol renal artere 60 dk siire ile iskemi ardindan 60 dk reperfiizyon
uygulanarak yapilan ¢alismada, IR uygulanan grupta (108), Wang ve ark. (73) siganlara 45 dk
iskemi ve 6 saat reperfiizyon uyguladiklari galismalarinda, IR grubunda, Mousavi (104), 60
dk iskemi 24 saat reperfiizyon uygulamasi ile sicanlarda bdbrek IR hasari olusturdugu
calismasinda, IR grubunda MDA diizeylerinde anlaml1 yiikselme oldugunu rapor etmislerdir.
Chen ve ark. (109) calismalarinda, siganlara 45 dk iskemi 24 saat reperfiizyon uygulayarak
olusturduklari IR grubunda bébrek MDA diizeylerinde anlamli yiikselme, GSH diizeylerinde
ise anlamli diisis, Singh ve ark. (110) ¢alismalarinda, 45 dk iskemi 24 saat reperflizyon
uygulayarak olusturduklar1 IR grubunda bobrek GSH diizeylerinde anlamli diisiis, Kaya ve
ark. (9) 45 dk iskemi ve 6 saat perfiizyon uyguladiklar ¢alismalarinda, siganlarda bdbrek
MDA diizeyinde yiikselme ve GSH diizeyinde diisiis oldugunu rapor etmislerdir. Bizim
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calismamizda, IR grubunda gozlenen MDA diizeylerindeki anlamli yiikselme ile GSH
diizeylerindeki istatistiksel olarak anlamli diisiis, bu ¢alismalarin sonuglariyla uyumludur. Bu
sonuglarimiz IR grubunda oksidatif hasarmn arttigin1 ve antioksidan diizeylerinin de azalmis
oldugunu gostermektedir.

Iskemiden sonra glomeriiler filtrasyon oraninin belirteci olan serum BUN ve kreatinin
degerlerinin artmasinin nedeninin tiibiiler inhibisyon ya da tersine kacak oldugu; bu artisin
tiibiiler nekroz gelismeden 6nce renal disfonksiyon evresinde meydana geldigi bildirilmistir
(9). Hoffman ve ark. (111) siganlara 30 dk siire ile bilateral bobrek iskemisinin ardindan
degisik siirelerde reperflizyon uyguladiklar1 calismalarinda, 24 saatlik reperfiizyon uygulanan
grupta bobrek fonksiyon belirteglerinden olan serum iire ve kreatinin seviyelerinde, Wang ve
ark. (73) siganlara 45 dk iskemi ve 6 saat reperfiizyon uyguladiklari caligmalarinda IR
grubunda serum kreatinin diizeyinde, Mousavi (104), 60 dk iskemi 24 saat reperfiizyon
uygulamasi ile bobrek IR hasar1 olusturdugu calismasinda, IR grubunda serum Kreatinin,
BUN ve iirik asit seviyelerinde, Chen ve ark. (109) sicanlara 45 dk iskemi 24 saat reperfiizyon
uygulayarak olusturduklar1 IR grubunda serum kreatinin seviyelerinde, Guan ve ark. (34)
sicanlara unilateral 60 dk, bilateral 30 ve 60 dk iskeminin ardindan 24 saat reperfiizyon
siirelerini uyguladiklar1 c¢alismalarinda, tiim IR gruplarinda serum kreatinin diizeylerinde
anlamli yiikselme oldugunu rapor etmislerdir. Caliymamizin IR grubunda, glomeriiler
filtrasyon bozuklugunun gostergesi olan iire ve kreatinin diizeyindeki yiikselme, daha dnce
farkli iskemi ve farkli reperfiizyon siirelerinde yapilan bobrek IR modeli ¢aligmalarmdaki
sonuglar ile uyumluluk gostermektedir. Glomeriiler filtrasyon hizinin bir gostergesi olan
kreatinin klirensinde gériilen azalma; bobrek IR hasar1 modelinin farkli zaman periyotlarinda
yapilan ¢aligmalarla uyumluluk  gostermektedir (39,95,112). Bu sonuglarimizin,
uyguladigimiz iskemi ve reperflizyon siirelerinin bdbrek fonksiyonlarinin bozulmasini
sagladig1 ve literatiirdeki sonuglarla uyumlu oldugu goriildi.

Normal bobrekte NO, hem renal hemodinamikler hem de renal tiibiiler fonksiyon
tizerinde etkilidir. Hem afferent hem de efferent arteriyoler direnci azaltir ve renal proksimal
tiibiilde Na'-K* ATPaz pompasmin aktivitesini azaltarak Na geri emilimini diisiiriir.
Iskemi/reperfiizyon hasarini takiben yiikselmis olan FeNa, bozulmus olan tiibiiler
fonksiyonun bir belirtecidir. Bu durum IR’den sonra artmis olan NO aktivitesinin bir sonucu
olabilir. Artmis olan NO aktivitesi, dogrudan Na'-K* ATPaz pompasmin aktivitesini
azaltarak, tiibiiler Na geri emilimini azaltabilir (113). Siganlarda IR hasarmnin bdbreklerde

sodyum tasinmas: iizerindeki etkilerinin incelendigi farkl IR siirelerinde, 60 dk iskemi ve 24
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saat reperfiizyon uygulanan grupta FeNa atilimindaki artis ¢alismamizda elde edilen
bulgularimizla benzerlik gostermektedir (114). Tiibiiler fonksiyonun bir gostergesi olan FeNa
atilimindaki artis tiibiiler hasara bagli olarak Na emiliminin bozulduguna isaret etmektedir
(95).

Idrar &rneklerinde dlgiilen KIM-1’in proksimal tiibiil hasar1 icin duyarli bir belirteg
oldugu rapor edilmektedir. Soljancic ve ark. (17) siganlarda 40 dk iskemi ve 24 saat
reperfiizyon siirelerini uyguladiklar1 ¢alismalarinda, idrar KIM-1 diizeyinin IR grubunda,
Hoffmann ve ark. (111) si¢anlara 30 dk siire ile bilateral bobrek iskemisinin ardindan degisik
stirelerde reperfiizyon uyguladiklar1 ¢alismalarinda, idrar KIM-1 diizeylerinin 24 saatlik
reperfiizyon uygulanan grupta, Todorovic ve ark. (115) sicanlarda 45 dk iskemi ve 4 saat
reperfiizyon siirelerini kullandiklar1 ¢alismalarinda, iR grubunda KIM-1 diizeylerinin belirgin
sekilde yiikseldigini, Speir ve ark. (116) siganlarda 45 dk iskemi 3, 24 ve 120 saat
reperfiizyon siirelerini inceledikleri ¢aligmalarinda KIM-1 diizeylerindeki artisin en ¢ok 24.
saatteki reperfiizyon siirelerinde oldugunu rapor etmislerdir. Birgok ¢alismada, idrar KIM-1
diizeylerinin, hem akut hem de kronik bobrek hasarinda bir belirte¢ olarak farkli deneysel
modellerde kullanildigi bildirilmektedir (116). Mevcut ¢alismamizda KIM-1 diizeyindeki
yiikselme farkli IR siirelerinde yapilan onceki ¢alismalarin sonuglart ile benzerlik
gostermektedir. Bu da mevcut ¢calismamizda uyguladigimiz 60 dk iskemi 24 saat reperfiizyon
siiresinde yogun bir proksimal tiibil hasarmmin olustugunu gostermektedir. Ayrica
caligmamizda histopatolojik olarak bobrek hasarindaki artis da bu sonucu desteklemektedir.

Uriner NO, bobrek i¢i NO iiretiminin indirekt bir belirtecidir ve IR hasarindan sonra
iskemik bobrekte belirgin sekilde artar (105,113). Iskemik ABH’da anjiyotensin-Il, endotelin
ve NO gibi bircok maddenin bobrek damar direncini diizenledigi gosterilmistir (113).
Indiiklenebilir NOS aktivitesinin artmasina bagl olarak yiiksek miktardaki NO iiretimi
durumlarinda, eNOS kaynakli NO {iretiminin azalmasi1 ve BHy yetersizligine bagli olarak NO
yetersizligi meydana gelmektedir (34). Nitrik oksit, bobrek IR siirecinin fizyolojik ve
patofizyolojik 6nemli bir mediyatoriidiir. Renal iskemi siirecini takiben gelisen reperfiizyon
doneminde iNOS aktivitesinin artti1 birgok calismada rapor edilmistir. Indiiklenebilir NOS
aktivitesindeki artigin sonucu olarak NO’nun gostergesi olan NO,  ve NOj™ diizeylerinde de
artis oldugu gosterilmistir (73). Bu veriler bizim ¢alismamizda IR grubunda elde ettigimiz
artmig iNOS aktivitesi ve azalmis eNOS aktivitesi ile uyumludur. Ayrica bizim g¢alisma
sonuglarimizda da bobreklerdeki NO gostergesi olan NO,  ve NO;™ diizeylerindeki artisa

paralel olarak go6zlenen immiinohistokimyasal olarak lokalizasyonu gosterilen iNOS
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aktivitesindeki artis bu calismalarin sonuclar1 ile benzerlik gostermektedir. Caligmamizda
eNOS diizeyinde azalma olmasi ve bobrekteki NO metabolitlerinin diizeylerindeki artigin
iNOS kaynakli oldugunu diistindiirmektedir.

Oztiirk ve ark. (108) si¢anlarda sol renal artere 60 dk siire ile iskeminin ardindan 60 dk
reperfiizyon uyguladiklar1 ¢alismalarinda IR grubunda histopatolojik olarak; belirgin nekroz,
tiibtiler dilatasyon, luminal kojesyon, kast birikimini igeren bobrek hasariin anlamli derecede
arttigini, Mousavi (104), 60 dk iskemi 24 saat reperfiizyon uygulamasi ile bébrek IR hasari
olusturdugu ¢alismasinda; IR grubunda histopatolojik olarak tiibiiler dilatasyon, kast birikimi,
inflamasyon, nekroz ve seliiler vakuolizasyon gozlendigini bildirmislerdir. Calismamizda, HE
boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde tiibiil epitellerinde basiklasma,
vakuolizasyon, belirgin nekroz ve dilatasyon izlendi. Ayrica tiibiil liimenlerinde yaygin kast
olusumu, glomeriillerde ve vaskiiler yapilarda konjesyon izlendi. Bu bulgularimizin daha 6nce
yapilan ¢alismalarin sonuglari ile benzerlik gosterdigi goriildi (104,108).

Likopen, o tokoferolden 10 kat, B karotenden 47 kat ve E vitamininden de 100 kat
daha giiglii singlet oksijen tutucudur (117). Singlet oksijen temizleme esnasinda 'O,’den
likopene enerji transferi olur ve enerjiden zengin {iglii durumuna doniisiir. Hidroksil radikali,
NO; ya da peroksinitrit gibi diger ROT tiirlerini yakalama ise likopenin oksidatif yikimina
neden olur. Boylece likopen canlida lipit, protein ve DNA’nin oksidasyonuna karsi koruyucu
rol oynar (8,118). Likopen, si¢anlarda hizlica emilir ve serum diizeyleri 3 ile 24 saat arasinda
yiiksek kalir. Normalde bobreklerde likopen birikimi olmaz. Likopen alimindan itibaren 3 ile
24 saat arasinda bobreklerdeki seviyesi yiikselir (119).

Tayvanda yapilan bir calismada, plazma likopen seviyesi ve CKD goriilme sikliginin
ters orantili oldugu, plazma likopen seviyesi en yiiksek olanlarda CKD goriilme sikliginin
0,32 ile 0,49 kat daha az oldugu bildirilmistir (120). Diyaliz hastalar1 ile yapilan bir diger
caligmada, hemodiyaliz hastalarinda azalmis likopen seviyesi ve GSH-Px aktivitesinin, lipit
peroksidasyonu ve HDL-c seviyesindeki artisla iligkili olabilecegi bildirilmistir. Hemodiyaliz
hastalarinda eksojen likopen ve endojen GSH-Px aktivitesindeki diisiisiin lipit profili ile
iligkili olarak 6liim hiz1 ve oranini etkileyebilecegi rapor edilmistir (121).

Sicanlarda bébrek IR hasari olusturulan 2 ¢alismada likopenin etkilerinin incelendigi
literatiirde gortilmektedir. Pektas ve ark. (122) sicanlarda sag nefrektomi ve sol bobrege 45
dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulayarak olusturduklar1 bobrek IR modelinde, 2 giin
giinde 1 defa gavaj yoluyla 4 mg/kg dozunda likopen verilmesinin, yiikselmis olan serum

kreatinin, iire diizeylerini ve histopatolojik hasari azalttigini, yiikselmis olan Na, GSHPX,
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MDA diizeyleri ile CAT aktivitelerini, azalmis olan GSH diizeyleri ile SOD aktivitelerini
degistirmedigini rapor etmislerdir. Kaya ve ark. (9) sicanlara iskemiden 30 dk 6nce gavaj yolu
ile 100 mg/kg likopen verilmesini takiben 45 dk iskemi 6 saat reperfiizyon uyguladiklari
calismalarinda, IR grubunda iire, kreatinin, doku ve bdbrek MDA diizeylerinin yiikseldigini;
GSH diizeylerinin diistiiglinii; histopatolojik olarak tiibiiler vakuolizasyon fircamsi kenar
kaybi, tiibiiler nekroz, tiibiiler dilatasyon gozlendigini; koruyucu olarak likopen verilmesinin
MDA diizeylerini distirdiigiinii, GSH diizeylerini yiikselttigini, histopatolojik hasara karsi
koruyucu oldugunu gostermislerdir. Likopenin antioksidan ve antiinflamatuar etki gostererek
histopatolojik ve biyokimyasal parametrelerin gdsterge olarak kullanildig1 bobrek IR hasarin
azalttigin1 bildirmislerdir. Bobrek IR hasari olusturularak yapilan bu iki ¢alismada likopenin
kismen koruyucu rol oynadigi rapor edilmektedir. Bizim ¢alismamizda, likopenin MDA
disindaki diger parametreler {izerinde herhangi bir koruyucu rolii olmadigi goriildii. Bu
caligmalarda goriilen kismi etkinligin nedeni: a) Likopenin verilis siiresi, b) Likopenin verilis
dozu, ¢) Iskemi/reperfiizyon siirelerindeki farkliliklar sonucu olabilir. Ayrica 6nceki
calismalarda likopen verilmesinin 3. saatinden sonra serum likopen seviyesinde diisiis oldugu
bildirilmektedir (119). Calismalarinda 24 saatlik reperfiizyon siiresinde iyilesme
goriilmemesinin nedenlerinden biri de serum likopen seviyesindeki azalma sonucu olabilir.

Pierine ve ark. (123) yiiksek yagli ve karbonhidratli beslenme ile olusturduklart
obezitede, diyetle birlikte 6 hafta, haftada 5 giin gavaj yolu ile 10 mg/kg dozunda likopen
uyguladiklar1 ¢alismalarinda, diyete likopen ilave edilmesinin siganlarda obeziteye bagh
olarak bobrekte yiikselmis olan MDA, glikasyon son {iriin reseptorii (RAGE) ve TNFa
diizeylerini anlamli bir sekilde diisiirdiiglinii bildirmislerdir.

Sisplatinin neden oldugu bobrek hasarinda, siganlara 6 mg/kg dozunda ve 10 giin siire
ile gavaj yolu uygulanan likopenin tedavi edici etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, likopenin
yiikselmis olan serum iire, kreatinin, bobrek MDA ve 8-izoprostan diizeylerini, Bax proteini,
st sok proteini 60 (HSP60) ile HSP70 gen ifadelerini anlamli derecede disiirdigii ve
sisplatinin neden oldugu bobrek hasarini azalttigi bildirilmistir (124).

Siganlarda diabetik nefropatide, haftada 3 kez, 8 hafta siire ile intragastik yolla 40
mg/kg ve 80 mg/kg dozlarinda likopenin verildigi bir ¢alismada, diabet grubuna likopen
verilmesinin kan glukoz seviyesinde diisiis, viicut agirliginda artis, proteiniiride azalma, LDL-
C seviyesinde distis, HDL-C seviyesinde artis, SOD ve GSH-Px seviyesinde artis, MDA
seviyesinde ve hiicresel hasarda azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Likopenin antioksidan

kapasitedeki bozuklugu tersine ¢evirdigini ve MDA’nin neden oldugu bdbrek hiicre
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sitotoksisitesinde hemeoksijenaz-1 (HO-1) gen ifadesini artirarak bobrekteki metabolik
homeostazisi diizenledigini rapor etmislerdir (11). Siganlarda streptozotosinin neden oldugu
bobrek hasarinda, likopenin tedavi edici etkilerinin incelendigi caligmada, diabetin
olusmasindan sonra 8 hafta siire ile 20 mg/kg dozunda likopenin gavaj yolu ile verilmesinin,
diabete bagl olarak anlamli derecede artmig olan renal hasar1 azalttig1, yiikselmis olan serum
kreatinin, BUN, iire, protein ve MDA diizeylerini anlamli derecede diisiirerek, diabetik
hastalardaki metabolik sendroma ve oksidatif strese karsi tedavi edici etkileri oldugu
bildirilmistir (125).

Deltametrinin neden oldugu nefrotoksisitede, siganlara 30 giin siire ile ve 1 mg/kg
dozunda likopenin verildigi ¢alismada, likopen ve deltametrinin birlikte uygulandigi grupta
TNF-a seviyelerinin diistiigli, tiibiill ve glomeriillerde kollajen ¢okelmesinin azaldigi,
glomeriillerde ve proksimal tiibiillerde perivaskiiler fibrozis ve hyalinizasyonun izlenmedigi
gosterilmistir. Likopenin deltametrinin neden oldugu bobrek hasarinda koruyucu oldugu,
likopen kullanimi ya da antioksidanlardan zengin besinlerin aliminin erkek cift¢ilerde pestisit
maruziyetine bagh toksisiteyi siirladigi ve nefrotoksisiteyi minimize ettigi rapor edilmistir
(105).

Civanin neden oldugu sitotoksisite, likopenin koruyucu etkilerini incelendigi bir
calismada farelere giinde bir defa 20 giin siire ile 5, 10, 15, 20 mg/kg/giin dozunda ve gavaj
yolu ile likopen verilmistir. Civa verilen grupta bobrek medullasinda hiperemi, tiibiiler
lezyonlar, tiibiiler dilatasyon ve tiibiillerin albiiminli igerikle dolu oldugu, 5 mg/kg dozunda
likopen verilen grupta da tiibiiler dejenerasyonun oldugu, bunun 15 mg/kg dozunda likopen
verilen grupta anlamh olarak azaldigi, histopatolojik olarak gézlenen tiibiiler lezyonlarin 20
mg/kg dozunda likopen verilen grupta geriledigi rapor edilmistir. Calismada, likopenin
potansiyel bir antioksidan olarak hareket etigi, civa aracili sitotoksisitede koruyucu oldugu ve
bunun likopenin dozu ile iliskili oldugu bildirilmistir (10). Civakloriiriin neden oldugu
nefrotoksisitede, siganlara 10, 25, 50 mg/kg dozunda gavaj yolu ile verilen likopenin
koruyucu etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, koruyucu olarak verilen tiim likopen
dozlarinda MDA diizeylerini anlamli olarak diigiirdiigli, serum kreatinin diizeyleri ve tespit
edilen histopatolojik degisiklikler {izerinde ise koruyucu etkisinin goriilmedigi rapor
edilmistir (119). Sicanlarda civakloriiriin neden oldugu nefrotoksisitede 2 giin siire ile gavaj
yoluyla verilen 40 mg/kg dozunda likopenin koruyucu etkilerinin incelendigi bir ¢alismada,

likopenin, BUN, GSH ve MDA diizeylerini anlamli olarak distiigii ve civakloriiriin neden
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oldugu oksidatif stres nedeniyle gelisen renal hasara karsi koruyucu oldugu bildirilmistir
(117).

Kolistinin neden oldugu bobrek hasarinda likopenin koruyucu etkilerini incelendigi bir
diger ¢alismada, farelere 7 giin siire ile kolistin verilmeden 2 saat dnce 5 ya da 20 mg/kg
dozunda verilen likopenin her iki dozunun da, BUN, serum kreatinin, MDA diizeyleri ve
INOS aktivitesini anlamli diizeyde diisiirdiigii, ancak NO diizeylerinin yalnizca 20 mg/kg
dozunda likopen uygulamas: ile diistiigii gosterilmistir. Apopitoziste 6nemli bir biobelirteg
olan kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinin kolitsinin neden oldugu nefrotoksisitede anlamli
diizeyde yiikselmis oldugu ve likopenin her iki dozunda da anlamli olarak diisiis oldugu
bildirilmistir. Caligmada, likopenin farelerde kolsitininin neden oldugu nefrotoksisitede, Nrf-
2/HO-1 yolagini aktive ederek koruyucu rol oynadigi rapor edilmistir (12).

Sicanlarda gentamisinin neden oldugu nefrotoksisitede likopenin etkilerinin
incelendigi ¢alismada, oral yolla 10 giin siire ile 4 mg/kg dozunda likopen uygulanmistir.
Likopenin 6n tedavi olarak verildigi grupta, yiikselmis olan MDA seviyelerinin degismedigi,
ancak likopen ve gentamisinin eszamanli olarak uygulandigi grupta anlamli bir diisiis
gorildigii, gentamisin uygulamasimin GSH seviyelerinde degisiklige neden olmadigi, ancak
likopen uygulanan her iki grupta da GSH seviyelerinin anlami diizeyde yiikselmis oldugu
rapor edilmistir. Gentamisin uygulanan grupta goézlenen ileri derecedeki tiibiiler nekrozun, her
iki likopen grubunda da anlamli derecede diistiigii, ancak eszamanli likopen uygulamasinda
diistisiin daha belirgin oldugu gosterilmistir (7).

Kontrast maddenin sigan bobreklerinde neden oldugu oksidatif streste, 4 mg/kg
dozunda ve 10 giin siire gavaj yolu ile verilen likopenin koruyucu etkilerinin incelendigi
caligmada, likopenin immiinohistokimyasal yontemle incelenen iINOS lokalizasyonu,
iflamatuar hiicre infiltrasyonu ile tiibiler nekrozu anlamli olarak azalttigi ve MDA
seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir (126).

Siganlarda adriamisinin neden oldugu nefrotoksisitede likopenin koruyucu ve tedavi
edici etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, hem hasar 6ncesi hem de hasar sonrasi likopen
verilmesinin tiibiller nekroz, tiibiiler limende kast birikimi, desquamasyon ve tiibiiler
dejenerasyon, tiibiiler dilatasyon, glomeriiler konjesyon ve intertiibiiler hemorajiyi anlamli
olarak diizelttigi; iire, kreatinin, MDA diizeylerini ve GSH diizeylerini diistirdiigii rapor
edilmistir (127).

Likopenin sicanlarda kadmiyuma bagli olarak meydana gelen kilo kaybi ve lipit

peroksidasyonundaki etkilerinin incelendigi ¢alismada, 20 giin siire ile 10 mg/kg dozunda oral
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olarak likopen kullanilmistir. Kadmiyumla birlikte likopen verilmesinin hem serumda hem de
plazmada yiikselmis olan MDA seviyelerini diisiirdiigi bildirilmistir (128).

Okratoksin A uygulamasiyla olusturulan bobrek hasarinda siganlaral4 giin siire ile 5
mg/kg dozunda gavaj yolu ile verilen likopenin etkilerinin incelendigi ¢alismada, likopenin
GSH seviyelerini anlamli olarak yiikselttigi, histopatolojik olarak gézlenen tiibiiler epitelyal
hiicre dokiilmesi, kast birikimi bulgularini ise kismi olarak diizelttigi rapor edilmistir (129).

Termal hasara bagli bobrek hasari olusan siganlarda oral yolla 50 mg/kg dozunda
likopen uygulanan grupta MDA seviyelerinin anlamli olarak azaldigi bildirilmistir (130).

Bizim ¢alisgmamizda ise sadece taklit operasyon uyguladigimiz K grubu ile 10 mg/kg
dozunda, 7 giin siire ile likopen verdigimiz ve taklit operasyon uyguladigimiz K+LK grubunu
karsilastirdigimizda sadece MDA’da anlamli yiikselme oldugu goriildii.

Siganlara koruyucu amagla 24 saattte bir kez ve son doz iskemiden 60 dk olacak
sekilde, 7 giin siire ile 10 mg/kg dozunda gavaj yolu ile likopen verilmesinin ardindan, 60 dk
iskemi, 24 saat reperfiizyon uygulayarak olusturdugumuz IR+LK grubunda, birgok deneysel
modelde etkileri incelenen likopenin, MDA seviyelerini diisiirerek lipit peroksidasyonunu
azaltmas1 haricinde bobrek fonksiyonlar1 ve histopatolojik degisiklikler iizerinde koruyucu
etkisinin olmadigini tespit ettik.

Likopenin bir¢cok calismada antioksidan etki gosterdigi, bobrek fonksiyonlarini
diizelttigi ve bobrek hasarimi azaltarak tedavi edici rol oynadigi yukarida ozetledigimiz
calismalarda goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda likopenin bobrek iskemisinden dnce 7 giin
stire ile 10 mg/kg dozunda gavajla verilmesinin ve reperfiizyonun 24. saatinde inceledigimiz
parametreler tizerinde MDA diizeyinde anlamh diisiis goriilmesine ragmen koruyucu etkisinin
olmadigi, hatta normal siganlarda likopen verilmesinin MDA diizeyini yiikselttigi gortildii.
Calisgmamizda elde ettigimiz bulgularimiz ile yukarida ozetledigimiz farkli bobrek hasari
gelistirilen modellerde likopenin etkilerini  birlikte degerlendirdigimizde likopenin
olusturdugumuz deneysel bobrek IR modelimizde koruyucu etkisinin gériilmemesinde birkag
faktor rol oynayabilir: 1) Hasar gelismeden 6nce 7 giin siire ile likopen verilmesinin normal
bobreklerde lipit peroksidasyonuna neden olmasi yukarida o6zetledigimiz caligmalarin
bazilarinda 1 doz, bazilarinda 2 doz likopenin koruyucu amagcla verildigi ancak ¢alismalarin
biiyiik bir kisminda (7,9-11,122-125,127-130) likopenin tedavi edici etkilerinin goriildiigi
rapor edilmistir. 2) Likopenin bu farkli bobrek hasar1 modellerinde tedavi edici etkilerinin
goriilmesinde, verilis dozunun, verilme zamaninin ve verilme siirelerindeki farkliliklar ile

bobrek hasart gelisiminden sonra verilmesine bagl olabilir. 3) Calismamizdaki bulgularimiz
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deneysel bobrek IR modelinde likopenin koruyucu etkilerinin gériilmemesinin nedenini
aciklamada yetersiz kalmaktadir. Bu konuda koruyucu amagla likopen verilmesinin
olusturdugu hasarin mekanizmasini agiklama amaciyla likopenin dozu ve verilis siiresinde
yapilacak diizenlemeler ile yapilacak farklt modellerdeki etkilerinin incelendigi ¢alismalarla
bu mekanizmanin agiga ¢ikarilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Calismamizda koruyucu amagla likopen verilmesinin, IR uygulamasi ile meydana
gelen histopatolojik hasar1 azaltici etki gostermemesinin nedeninin, likopenin verilis dozuna

ve siiresine bagli olabilecegi goriisiindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda deneysel IR’nin sigan bdbreklerinde yol agtigi oksidatif hasarda,
iskemik hasar olusmadan once likopen verilmesinin; antioksidan enzimler; MDA, NO, GSH
KIM-1 diizeylerine, bobrek fonksiyonlar ile histopatolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini
inceledik.

Sonuglar incelendiginde;

Karsilastirilan gruplar arasindan K grubuna gére K+LK grubunda incelenen
parametrelerden yalnizca MDA diizeylerinin anlamli olarak yiikseldigi goriildii.

Deney gruplarmin karsilastirilmasinda K grubuna gére IR grubunda, bobrek MDA,
serum NO diizeylerinde, bobrek fonksiyon belirteglerinden olan serum {ire ve serum kreatinin
diizeylerinde, tiibiiler fonksiyonun gostergesi olan FeNa atiliminda, serum CK aktivitesinde,
idrar KIM-1 diizeylerinde anlamli yiikselme gozlendi. Glomeriiler filtrasyon belirteci olan
kreatinin klirensinde, idrar NO ve bobrek GSH diizeylerinde ise anlamli diisiis goriildii.
Histopatolojik kesitlerde yapilan incelemelerde nekroz ve tiibiiler kast birikimi izlendi.
Bobrek IR olusturulan grupta immiinohistokimyasal olarak aktiviteleri incelenen iINOS
aktivitelerinde yiikselme, eNOS aktivitelerinde ise diisiis goriildii. Bu sonuglar modelimizin
olustugunu gostermektedir.

Iskemi/reperfiizyon grubu ile iskemi olusturulmadan 7 giin 6nce koruyucu amagla
likopen verdigimiz IR+LK grubu Karsilastirildiginda MDA diizeylerinin anlamli olarak

azaldig1 goriildii.
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Bu sonuglar dikkate alindiginda, likopenin IR ile olusturulan ABH iizerindeki
koruyucu etkilerinin incelendigi c¢alismamizda K grubuna likopen verilmesinin MDA
diizeyini arttirdigi ve koruyucu olmadigi goriildii. Iskemi/reperfiizyon grubuna likopen
verilmesinin MDA diizeylerini azaltmasi disinda etki gdstermemesinin mekanizmasinin

kapsamli aragtirmalarla incelenmesi gerektigi goriisiindeyiz.
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OZET

Likopenin, deneysel bobrek hasari olusturulan modellerin de iginde oldugu birgok
caligmada koruyucu ve tedavi edici etkilerinin oldugu bildirilmektedir. Calismamizda
deneysel IR’nin sigan bobreklerinde olusturdugu hasarda, likopenin oksidatif hasar, nitrik
oksit metabolizmasi, bobrek fonksiyonlari ile histopatolojik degisiklikler tizerindeki koruyucu
etkilerini aragtirmay1 amagladik.

Calismamizda kullanilan 300-350 g agirliginda 32 adet erkek Sprague-Dawley sigan,
her grupta 8 sigan olacak sekilde, Kontrol (K), Kontrol+Likopen (K+LK),
Iskemi/Reperfiizyon (IR) ve Iskemi/Reperfiizyon+Likopen (IR+LK) gruplari olmak {izere 4
gruba ayrildi. Bobrek damarlar diseksiyonla ayrilmadan 6., 5., 4., 3., 2. 1. giinler ile 60 dk
once K ve IR gruplarina msir yagi, K+LK ve IR+LK gruplarina 10 mg/kg dozunda likopen
gavaj yolu ile verildi. IR grubu ve IR+LK grubundaki siganlara 60 dk iskemi ve 24 saat
reperfiizyon uygulandi. Yirmidort saatlik idrarlar1 toplandiktan sonra anestezi altinda kanlari
ve bobrekleri alinarak sakrifiye edildi.

Calismamizda K grubuna gore K+LK grubunda MDA diizeyinde anlamli yiikselme, K
grubuna gore IR grubunda serum iire, kreatinin, serum NO diizeyleri, MDA, FeNa atiliminda
(p<0,01), CK aktivitesi, idrar KIM-1 diizeyleri ile bobrek hasarinda ve tiibiiler kast
birikiminde anlamli yiikselme (p<0,05), kreatinin klirensinde, idrar NO (p<0,01), b&brek
GSH diizeyinde (p<0,05) anlamli diisiis goriildii. Iskemi/reperfiizyon hasarmnm gelistigi IR
grubuna gore IR+LK grubunda oksidatif hasar belirteci olan MDA da istatistiksel olarak
anlamli diisiis gortldii (p<0,01).
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Likopenin IR hasarinda MDA diizeylerini azaltmasina ragmen bobrek fonksiyonlari
iizerinde koruyucu etkisi goriilmedi. Iskemi/reperfiizyon hasarma karsi likopenin bu

etkilerinin mekanizmasinin detayli caligmalarla arastirilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Bobrek iskemi/reperfiizyon, likopen, bobrek hasar molekiilii-1,

lipit peroksidasyonu

75



THE EFFECTS OF LYCOPENE ON EXPERIMENTAL RENAL
ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY

SUMMARY

It has been reported that lycopene has some protective and therapeutic effects in many
studies as well as experimental kidney injury model. In this study, we aimed to investigate the
protective effects of lycopene on oxidative damage, nitric oxide metabolism, kidney functions
and histopathological changes in the experimental IR model.

In this study we have used 32 male Sprague-Dawley rats in 300-350 grams of weights.
The rats were divided into 4 groups (n=8) as Control (K), Control+Lycopene (K+LK),
Ischemia/Reperfusion (IR) and Ischemia/Reperfusion+Lycopene (IR+LK). The Control and
IR groups were just received corn oil and lycopene (10 mg/kg) was given to the K+LK and
IR+LK groups just 6, 5, 4, 3, 2, 1 days or 60 minutes before the kidney vessels dissected off
through the gavage. For the IR and IR+LK groups, 60 minutes ischemia and 24 hour
reperfusion were applied. The rats were sacrificed under anaesthesia after 24 hours urine and
blood collection and the kidney tissue was removed.

In this study, we have found a significant increase in MDA levels in the K+LK
group when it was compared to the K group. There was also a statistically significant increase
in serum urea, creatinine, NO and MDA levels, FeNa release (p<0.01), CK activity, urine
KIM-1 level, kidney injury and tubular caste accumulation (p<0.05) in the K group when it
compared to IR group. On the other hand there was a significant decrease in creatinine
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clearance ratio, urine NO (p<0.01) and renal GSH levels (p<0.05) in the same groups. As an
oxidative damage marker, MDA, was also decreased (p<0.01) in the IR+LK group compared
to IR group in which ischemia/reperfusion injury developed.

Although lycopene decreased the MDA levels in IR injury, we have not observed a
protective effect of lycopene on renal functions. This mechanism of effect of lycopene against
ischemia/reperfusion injury should be investigated with the detailed studies.

Keywords: Renal ischemia/reperfusion, lycopene, kidney injury molecule-1, lipid

peroxidation
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