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OZET

Bu caligmanin amaci quercetinin, bdbrekte iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari
olusturulmus si¢anlarda apoptoz ve iNOS gen ekspresyonu iizerine etkisini
arastirmaktir. Calismada 42 adet Sprague-Dawley tiirli sigan kullanilmis ve 3 gruba
ayrilmistir. I; kontrol grubu, II; 2 saat iskemi ve 6 saat reperflizyon grubu, III;
iskemiden 1 saat once 50 mg/kg quercetin (i.p.) verilmis ve bobrek dokular1 (I/R)
hasarina maruz birakilmistir. Dokulardan biyokimyasal olarak MDA ve GSH
diizeyleri ¢alisilmistir. Caligmanin sonucunda MDA, quercetin ile tedavi sonrasit I/R
grubuna gore 6nemli diizeyde diisiik bulunmus ve GSH diizeyi ise I/R grubunda

azalirken quercetin tedavisi ile artig gostermistir.

Histolojik sonug¢larimizda, hematoksilen eosin ile yapilan genel doku
degerlendirmesinde I/R grubunda, belirgin derecede 6dem, vaskiilarizasyon ve yer
yer inflamatuar hiicrelere ait infiltrasyon alanlar1 vardi. Quercetin uygulanan gruptaki
apoptotik hiicre sayismin I/R grubundaki apoptotik hiicre sayisina gore daha az
oldugu tespit edildi. Real-Time PCR ile yapilan iNOS gen ifadesi analizlerinde I/R
grubunda iINOS gen (hedef gen) ekspresyonun arttig1 gozlenmis ancak bunun
GAPDH (referans gen) ile relatif konsantrasyonuna bakildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

Quercetin, bdbrek I/R hasarma karsi dokuda apoptotik hiicre sayismni azaltarak

ve iNOS gen ifadesini diizenleyerek koruyucu bir etki gostermistir.



SUMMARY

The aim of this study is to evaluate the effects of quercetine on apoptosis and
iINOS gene expression on kidney of I/R induced rats. Divided in three groups, 42
Sprague-Dawley rats were used for this study. The animals were. Control group, I/R
group (was exposed to two hours ischemia and six hours reperfusion) and
quercetint+I/R group (50 mg/kg quercetin, i.p, one hour before the ischemia). After
reperfusion, the animals were sacrificed and kidneys were removed. MDA and GSH
levels were analyzed by biochemical methods. Compared to the I/R group, MDA
levels were significantly decreased in quercetine group, however GSH levels were

increased with quercetine treatment.

Histological evaluation of hematoxylene eosine stained tissue sections in the
I/R group showed edema vascularisations and local areas of inflammatory cell
infiltration. The number of apoptotic cells in the quercetine treatment group was
found to be less than the apoptotic cells in the I/R group. iNOS gene expression
analysis by Real-Time PCR showed that the expression of iNOS gene (target gene)
was increased in the I/R group, but when the concentration was calculated relative to

the GAPDH (reference gene), the differences were not statistically significant.

Quercetin, decreased apoptotic cell number and regulates iINOS gene

expression, so it has protective effects on renal tissue I/R injury.
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1. GIRIS VE AMAC:

Yapilan aragtirmalar, iskemi/reperflizyon sirasinda olusan doku hasarinin
etyopatogenezinde, serbest oksijen radikallerinin (SOR) 6nemli rol oynadigini ortaya
koymustur (2,3). SOR’ leri hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Ayrica, mitokondri ve hiicre zarindaki
hiicre hasarmnm baslica nedeni olan lipid peroksidasyonuna yol acarak zar
gecirgenliginde degisiklige veya zar biitiinliiglinde bozulmaya neden olurlar. Olusan
zar hasar1 biitlin hiicre zarini etkileyebilecegi gibi hiicre i¢i organellerin zarlarini da
ilgilendirmektedir (34). Lipid peroksidasyonunun, membranin lipid yapisindaki
degisiklikler nedeni ile membran islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin
enzimler ve diger hiicre hasarma neden oldugu diisiiniilmektedir. Lipid
peroksidasyonunun en Onemli {irlinii malondialdehit (MDA) dir. Bu nedenle
biyolojik materyalde MDA 0lglilmesi lipid peroksidasyonun gostergesi olarak
degerlendirilir (28).

Reperfiizyon sirasinda serbest oksijen radikallerinin yani swra reaktif
nitrojen tlirevlerinin de [baglica nitrik oksit (NO) ve onun peroksinitrit gibi toksik
metabolitleri olmak {izere] 6nemli miktarlarda artis gosterdigi soylenmekle birlikte
I/R hasarinda NO’in roliiniin halen tartismali oldugunu savunanlar da vardir (51). I/R
sirasinda NO sentezi i¢in iNOS aktivitesi artig gosterir. iNOS tarafindan iiretilen NO
¢esitli dokularda oldugu gibi bobrek I/R hasarinin patofizyolojisinde de énemli bir
rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda bobrek I/R hasarinda, bobrek fonksiyon
bozukluklarmin iNOS aktivitesinin inhibisyonu ile azaltilabilecegi bildirilmigdir

(30).

Programli hiicre 6limii anlamma gelen “apoptozis”, hem hiicresel
homeostazisin devamliligi hem de hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda ¢ok onemli
olan hiicre eliminasyonu i¢in gerekli fizyolojik bir islemdir (4). Apoptozis ile

organizmada hasar gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicrelerin, ¢evreye zarar



vermeksizin ortadan kaldirilir. SOR’lerinin orta diizeyleri birgok farkli hiicrede
apoptoza neden olur. Son zamanlarda apoptoza karst koruyucu etki gosteren

antioksidanlarla pek ¢ok ¢aligma yapilmaktadir (22).

Bir antioksidan olan quercetin (Q) (3,5,7,3°,4’-pentahidroksil flavon)
flavinoid ailesinin dnemli bir liyesidir. Quercetin, antioksidan etkisinin disinda anti-
inflamatuar, anti-iskemik, anti-peroksidatif 6zelliklere de sahiptir. Biitiin bunlarin
yani sira Ishikawa ve arkadaglarmin yapmis oldugu bobrek glomeriiler hiicre kiiltiirti

calismalarinda quercetinin anti-apoptotik etkisinin de oldugu gosterilmistir (22).

Bu bilgilerin 15181 altinda, /R nun dokuda pek ¢ok hasara yol agtig1 ve
buna kars1 koruma mekanizmalarinim arastirildig1 bilinmektedir. I/R ile olusturulmus
akut bobrek hastaligi (ABH) modellerinde, SOR’ leri dogrudan hiicrede hasara yol
acmakta ve bu hasarin siddetine gore hiicre ya apoptoz ya da nekroz ile 6liime gittigi
ve biitiin bunlarin yamsira I/R hasarmmda iNOS geninin de olaya karistig
bilinmektedir. Dokuyu bu hasarlardan koruma amacli pek ¢ok deneysel calismada
antioksidan tedavi uygulanmistir. Bu antioksidan maddelerden flavinoid ailesinin bir
iiyesi olan quercetin tedavisinin dokuyu oksidatif hasardan korudugu bilinmekle
birlikte iINOS gen ifadesi ve apoptozis ile ilgisi hakkinda yeterli bir bilgiye
ulagilamamistir. Bu nedenle laboratuarimizda yaptigimiz ¢alismamizda; sigan bobrek
dokusunda quercetinin apoptozis ve Real-Time PCR ile tayin edilen iNOS gen

ifadesi lizerine etkisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Iskemi/Reperfiizyon

Arterlerde herhangi bir nedenle olusan tikanma sonucu, dokuya giden
kan akiminin bozulmasi iskemi (I) olarak tanimlanir. Iskemi sonucunda hiicre
oliimleri ve organ yetmezlikleri ¢cok sik rastlanan bulgulardir (2, 41, 49). Iskemi
sirasinda kan akimmin kesilmesi ve taginan oksijen miktarindaki azalma anaerobik
metabolizmay1 devreye sokar. Dokuda laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi de
hiicre hasarmma katkida bulunur (25). Iskemik dokuda kan akiminm normale
donmesiyle enerji kaynaginin geri gelmesine ise reperfiizyon (R) denir. Iskemik
dokunun reperflizyonu dokunun hayatta kalabilmesi icin ¢ok Onemlidir fakat
reperflizyon, iskemik dokuya reperflizyon hasar1 olarak da tanimlanan ek hasarlar
getirir (10, 41, 49). Oksijenlenmis kanin iskemik dokuya donmesi ile O, kaynakli
serbest radikallerin I/R hasarmda o6nemli rol oynadigi pek ¢ok ¢ahismada
gdsterilmistir (2, 16, 23, 25, 28). Iskemi ve reperfiizyon hasarmi agiklayan pek ¢ok
mekanizma bildirilmigtir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile zar fosfolipitlerinin
bozulmasma Onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asiri
miktarda SOR olusarak, oksidatif strese neden olmaktadir (5). Reperfiizyon sirasinda
hem SOR (baslica hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlar1 olmak tizere) hem de
RNT (baslica nitrik oksit ve onun peroksi nitrit gibi toksik metabolitleri olmak {izere)

Oonemli miktarlarda artig olur (13).



2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Yapilan arastirmalar, I/R sirasinda olusan doku hasarmin etyopatogenezinde,
SOR’ lerinin énemli rol oynadigmi ortaya koymustur (16, 23, 25, 28). I/R srrasinda
SOR’ lerinin ¢ok yiiksek oranda olusumu, nétrofil aktivasyonu ve mikrovaskiiler
fonksiyon bozukluklar1 doku hasarinda artisa neden olur (16) Kardiyak iskemi,
serebral iskemi gibi mortalitesi ve morbiditesi yliksek hastaliklarin yani1 sira
karaciger dolagimmin azaldigr hemorajik sok, sepsisin ge¢ donemi gibi tablolarda
cesitli vaskiiler lezyonlarda ve transplantasyon gibi durumlarda da ortaya ¢ikan doku
hasarindan, I/R sirasinda olusan SOR’ leri sorumlu tutulmaktadir (28, 49). Ayrica I/R
sirasinda inflamatuar reaksiyonlar da aktive olup tiimor nekrozis faktor-o, interlokin-
1 ve arasidonik asit metabolitleri gibi inflamatuar sitokinlerin olusumuna neden olur

2, 32).

SOR’ leri, in vivo olarak hiicrede normal metabolizmanin tirtinleri seklinde
aciga ¢ikan radikaller oldugu kadar, organizmanin iyonize edici radyasyona,
oksitleyici 6zellik tagiyan ajanlara ve dogal durumda serbest radikal metabolitleri
olusturabilen ksenobiotiklere maruz kaldig1 durumlarda da meydana gelirler (15). Bu
radikaller, atomik yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis (ortaklanmamis)
elektrona sahip kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve ¢ok etkin molekiiller
olarak tanimlanirlar (33, 34, 42). Serbest radikaller pozitif ytikli (katyon), negatif
yiikli (anyon) veya elektriksel olarak notr olabilirler. Bunlar siiperoksit (O3), nitrik
oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahip radikallerdir.
(34). Son derece etkin olan ve hiicre hasarma yol acan siiperoksit grubu, bakirli bir
enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla hidrojen peroksit (H,O;) ve
oksijene ¢evrilir. Siiperoksit grubundan daha zayif etkili olan H,0,, dokularda
bulunan katalaz (CAT), peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik
yolakla daha zayif etkili tirlinlere doniistiiriilerek etkisiz kilinir (34, 42).



o2

020
Stiperoksit radikali
(stiperoksit anyonu)

Stiperoksit radikalinden enzimatik yolla olusan H,O, daha sonra 6zellikle
mitokondride diger bir iirlin olan hidroksil radikalini (OH) olusturur. Hidrojen
peroksit serbest radikal olmadig1 halde serbest oksijen radikalleri kapsamina girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe'" veya diger gecis
metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu, siiperoksit radikalinin varliginda Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan

hidroksil radikali olusur (33, 48).

Fenton Reaksiyonu

Fet?+ HpOg —— Fe + OH'+ OH

Haber-Weiss Reaksiyonu

H+
02+H202;—" H*+Hy D+ OH

SOR’ leri hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Bu yiiksek reaktif molekiiller hiicre zarlarinda
doymamis yag asitleri, DNA’ da niikleotidler, proteinlerde kritik siilfidril baglar1 ile
reaksiyona girerek doku hasar1 olustururlar (42). Bu serbest radikaller mitokondri ve
hiicre zarindaki hiicre hasarinin baglica nedeni olan lipid peroksidasyonu yoluyla zar

gecirgenliginde degisiklige veya zar biitiinliiglinde bozulmaya neden olur (13, 42).

Lipid peroksidasyonu, bir radikalin membran yapisinda bulunan doymamis

yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir H atomu uzaklastirilmas: ile



baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit radikali ile hidroksil
radikali oldugu kabul edilmektedir. Stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit, hidroksil
radikaline doniiserek etkili olduklar: icin, lipid peroksidasyonunu baglatan baslica
radikalin hidroksil radikali oldugu goriisii benimsenmektedir. Hiicre zarlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca

reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar (33)

Hiicre zarlarinda lipid serbest radikalleri (L') ve lipid peroksit radikallerinin
(LOO) olusmasi, SOR’nin neden oldugu hiicre hasarmin énemli bir 6zelligi olarak
kabul edilir. Lipid radikallerinin molekiiler oksijenle (O;) etkilesmesi sonucu lipid
peroksit radikalleri olusur. Lipid peroksit radikalleri, zar yapisindaki diger doymamis
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de
aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine (LOOH) doniistirler. Bu
olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Olusan zar hasar1 biitiin hiicre duvarini
etkileyebilecegi gibi hiicre i¢i organellerin zarlarmi da ilgilendirmektedir. Lipid
peroksidasyonunun, membranin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile membran
islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre hasarina

neden oldugu diisiiniilmektedir (15, 33)

Lipid peroksitleri yikilinca biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Lipid peroksidasyonunun en dnemli tirlinii malondialdehit (MDA) dir. Olusan MDA,
hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasma yol agar ve boylece iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA

Ol¢tilmesi lipid peroksidasyonun gdstergesi olarak degerlendirilir (33, 34).



2.1.2.0ksidatif Stres

Viicudun antioksidan savunmasi ile serbest radikal iiretimi arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine bozulmasima oksidatif stres ad1 verilir. (33, 34). I/R
sirasinda da dokudaki koruyucu enzim sistemlerinin aktivitesine ve diizeylerine bagl
olarak oksidatif hasar olusur. SOR’ nin zararh etkileri enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemi tarafindan dengelenir. Enzimatik savunma
yolaginda en iyi bilinenler siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx)’dir (41). SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite

doniisiimiinii katalize eden 6nemli bir enzimidir (17, 48).

sD
20 +2H — HaO2+0n

Normal kosullarda hiicrede olusan H,O, radikaline karsit katalaz ve
glutatyon peroksidaz etki gosterir. H,O’1 suya doniistiirerek detoksifiye ederler ve

daha fazla toksik iirlinlerin olusumunu onlerler (42,48).

E atalaz
Ho O + HolDyg —e 2 Ho D + Oz

GP
HoOgp + 2 GSH —— 2 Ho O+ G55G

Antioksidan etkinligin devam edebilmesi i¢in okside glutatyonun
(GSSG) tekrar rediikte (GSH) glutatyona doniistiiriilmesi gereklidir. Bu iglem
NADPH bagiml bir enzim olan glutatyon rediiktaz tarafindan yerine getirilir (33).

G353 Bediultaz
G553+ MNMADFH + HY — 2 G3H + HADE



2.1.3. iskemi/Reperfiizyon hasar:

Iskemik dokunun reperfiizyonu sonucu olusan doku hasarmda SOR” leri
onemli rol oynamaktadir. Bu hipoteze gore, iskemi sirasinda yeterince oksijen
saglanamamasi ve metabolitlerin birikmesi ayrica reperflizyonda da organin tekrar
kanlanmasiyla dokuya gelen oksijenin dokuda oksijen radikallerine doniismesi hep

birlikte hiicre hasarina neden olur (5, 49).

I/R esnasinda ortaya ¢ikan siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve
hidrojen peroksit gibi serbest radikaller olusur. Bu serbest radikaller mitokondri ve
hiicre membrandaki lipidlerin peroksidasyonu yoluyla membran gecirgenliginde

artiga veya membran biitiinliiglinde bozulmaya neden olur (13).

Reperfiizyon sirasinda serbest oksijen radikallerinin yani sira reaktif nitrojen
tiirevlerinin (RNT) de (baslica nitrik oksit NO ve onun peroksinitrit gibi toksik
metabolitleri olmak iizere) dnemli miktarlarda artis gosterdigi soylenmekle birlikte
(13, 49) I/R hasarmda NO’in roliiniin halen tartismali oldugunu savunanlarda vardir

(41).

2.1.3.1. Nitrik Oksit (NO)

Endotel tiirevli ve ¢ok Onemli bir endojen vazodilatdr olan nitrik oksitin
biyolojik sistemler iizerinde ¢esitli fizyolojik ve patolojik etkisi bulunmaktadir. NO
enzimatik olarak NO sentaz (NOS) enzimi araciliiyla L- argininin terminal guanido

nitrojen atomunun oksidasyonu ile yapilir (12, 30, 40, 41, 51).



NOS
L- Arginin + NADPH + H+ —  » NO-+L-Sitrulin + NADP+

|

Guanilat Siklaz
GITp ——m—> cGMP

Ug farkli NOS enzimi vardir; endoteliyal izoform (eNOS), ndronal izoform
(nNOS) ve iliclinclisii de normal kosullarda iiretilmeyen ancak inflamasyon veya
enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan indiiklenebilen
(INOS) dur. Ayrica iNOS, endotoksemi, hemorajik sok, sepsis gibi olaylarda da rol
alir. (7, 12, 20, 41, 49, 51). nNOS ve eNOS izoenzimleri NO iiretimi icin Ca'"
bagimli iken iNOS bagimsizdir (7, 51).

NO ve siiperoksit anyonu spontan olarak toksik peroksinitrit (ONOOY)
iyonunu olusturmak {iizere reaksiyona girerler. Peroksinitrit olduk¢a kuvvetli ve
degisken bir oksidan olup lipid, protein ve DNA ile reaksiyona girer (30, 50). Bu
reaksiyonlar NO’ in ¢ok sayidaki sitotoksik etkisini aciklayabilir. Ciinkii hem
siiperoksit anyonu hemde NO dokuda I/R hasarina katkida bulunur (50).
Peroksinitrit, protein tirozin nitrasyonu yoluyla veya OH ve NO’ e ayrigarak dokuda
direk oksidan hasara neden olur (30). Ozellikle bobrekte peroksinitrit olusumu I/R
patofizyolojisinde rol oynar (10).

I/R swrasinda NO sentezi icin iNOS aktivitesi artis gosterir (2). iNOS
tarafindan iiretilen NO g¢esitli dokularda (13, 51) oldugu gibi bobrek I/R hasarmin
patofizyolojisinde de dnemli bir rol oynamaktadir (2). Yapilan ¢aligmalarda bobrek
I/R hasarinda, bobrek fonksiyon bozukluklarmin iNOS aktivitesinin inhibisyonu ile
azaltilabilecegi bildirilmisdir (10, 26, 30, 49). In vivo ve in vitro bdbrek

calismalarinda, iNOS aktivitesinin veya birikiminin inhibisyonunda, iNOS



yoklugunda bdbrek I/R hasarinmn diizelebilecegi veya tamamen engellenebilecegi

gosterilmistir (10, 26, 30, 49).

2.2. Apoptozis:

Programli hiicre Olimii anlamimna gelen “apoptozis”, hem hiicresel
homeostazisin devamlilig1 hem de hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda ¢ok dnemli
olan hiicre eliminasyonu icin gerekli fizyolojik bir islemdir. Apoptozis ile
organizmada hasar gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicrelerin, ¢evreye zarar
vermeksizin ortadan kaldirilir. Bu islem hem ¢ok hiicreli organizmalarin normal
gelisim stireci olan embriyogenezis sirasinda, hem de eriskinlerde nerdeyse biitiin
dokularda hiicresel ¢ogalma ve yenilenme arasmdaki homeostatik dengenin ve doku
iceriginin kararliliginin korunmasi i¢in gereklidir (6, 27, 38). Fetusda normal doku
gelisimin temel Ozelligidir. Embriyo doneminden baslayarak tiim yasam boyunca
apoptotik mekanizma ve programli hiicre 6liimii vardir. Cesitli uyaranlar apoptozis
mekanizmasini uyarir. Bunlara 6rnek olarak, tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a),
hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artig1, glikokortikoidler, reaktif oksijen iirtinleri, UV

151k, radyasyon, viral ve bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir (19, 27).

Apoptozda asil morfolojik olay, c¢ekirdegin yogunlagmasi ve pargalara
ayrilmasidir. Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden ayrilir,
ozellesmis ylizey organellerini kaybeder ve hiicre siserken zar yapist bozulur. Daha
sonra zarda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin
parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Apoptotik hiicreler, komsu
hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninip fagosite edilirler. Apoptotik hiicrelerin
taninmasi, plazma zarmdaki degisikliklerle olur. Normalde hiicre zarmnmn i¢
tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle zarin dis
tabakasina go¢ eder. Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri

fosfotidilserin ile baglanir ve fagositozu uyarir (1).



Apoptozisde hiicresel yapmim bozulmasinin nedeni, Na, K ve CI tasiyici
sistemin durmast sonucu hiicre i¢i ve dig1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir.
Apoptoz uyarisini alan hiicre ¢evre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslarini
kaybeder. Elektron mikroskobunda gozlenen degisiklikler ise 6ncelikle hiicre zarmin
sekli bozulmasidir ve bunu takiben kabarciklanmalar olusur ki bu yapilar ‘zeiozis’
admi alirlar. Zardaki tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz
enzimi etkili olmaktadir. Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak
dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagh translokaz ile aktif
olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger
enzim sisteminin aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dis ylizey tabakaya yerlesir. Bu
durum apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir. Apoptotik cisimcikler,
sitokin salgilanmas1 ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da
komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30— 60 dakika gibi kisa bir
stirede tamamlanir. Elektron mikroskobunda apoptozis swrasinda, kromatinin
yogunlagmasi, sitoplazmanin biiziilmesi, plazma zarmin kabarmasi, mitokondri dis
zarinda sisme, mitokondrial membran araligina sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile
iliskili flavoprotein olan Apoptozis Indiikleyici Faktdr (AIF) salinmi en &nemli

morfolojik degisikliklerdir (1).

Apoptozisin gerceklesebilmesi i¢in yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir.
Apoptoz mekanizmasi heniiz tam anlasilamamakla birlikte asil énemli olan arag
kaspazlarin aktivasyonudur (6). Proteaz ailesinden olan ve yapilarinda sistein igeren
bu enzimler tiim hiicrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar. Oliim sinyali
olarak da kabul edilen kaspazlara karsit cesitli virlislerde kaspaz inhibitorleri
saptanmistir (29). Uyarana baglhh olmak iizere 2 temel mekanizma araciliiyle

apoptozis baslatilir (6, 27, 44).



A. Hiicre i¢i uyaranlar aracilig1 ile

B. Hiicre dis1 uyaranlar aracilig1 ile

A. Hiicre i¢i uyaranlar aracihig ile hiicrenin apoptoza girmesi:

Bircok apoptotik wuyari, sonucta mitokondri/apoptozom Olim yolagi
olusturacak hiicre organellerinde metabolik strese neden olabilirler. Apoptozisin
cesitli uyaranlar1 dogrudan ya da dolayli mitokondriden sitokrom c serbestlenmesine
etki eder. Sitokrom c’nin sitoplazmaya sizmasi mitokondri/apoptozom bagimli
(intirinsik) 6liim yolaginda anahtar olaydir. Bcl-2 ailesinin bazi tiyeleri bu yolagin
kontroliinde 6nemli rol oynarlar. Bcl-2 gen ailesi tiyeleri, kendi iclerinde birbirlerine
antogonist ¢alisarak apoptozu uyaran veya engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar.
Bu proteinlerden pro-apoptotik olanlar (Bax, Bak, Bok, Bad, bid, Bim, Bmf)
apoptozu uyarirken anti-apoptotik olanlar (Bcl-2, Bel-xp’ Bel-w) apoptozu engellerler
(5, 37, 46). Bcl-2 gen ailesi iiyelerinin orani, hiicrelerin yagamasmi veya 6lmesini
belirler. Bunlarin ekspresyon diizeyleri ve aktivasyon asamasi sitokrom c, prokaspaz
-2, -3, -9, AIF (apoptoz igeren faktdr), endoniikleaz G, Smac/DIABLO gibi apoptoza
yol agan molekiillerin salinimina etki eder. Biitiin bu faktorler Bax/Bak kanallar1 ya
da mitokondriyal membrandaki spesifik olmayan porlar tarafindan serbestlenir.
Prokaspaz -9’un aktivasyonu dATP ya da ATP’nin varliginda Apaf-1 ve sitokrom c
tarafindan kolaylastirilir. Sitokrom c, Apaf-1, kaspaz -9 ve dATP ya da ATP
birleserek molekiiler agirlig1 yaklagik 700 — 1400 kDa olan apoptozom ile biiyiik bir
bilesik olusturur. Apoptozom iiretimindeki anahtar oyuncu mitokondridir. Bununla
birlikte kaspaz -9, aktive olur ve apoptotik hiicre 6liimii yolaginda kaspaz -3, 6, 7

aktive edilir ve apoptozis gelisir (38, 44).
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Sekil 1. Hiicre i¢i uyaranlarla mitokondriden sitokrom ¢ salinimi ve
kaspaz 3’1in aktivasyonu.

B. Hiicre dis1 uyaranlar aracihig ile hiicrenin apoptoza girmesi :

Bir diger yolak da tiimdr nekroz faktdr (TNF) reseptor ailesinden, 6lim
reseptorlerinin aracilik yaptigi hiicre dis1 uyaranlar araciligi ile olusur. Bu yolak
Olim ligandimin kendi reseptdriine baglanmasi ile baslatilir. Su ana kadar, 6liim
reseptor ailesinin insanda en az sekiz tanesi tanimlanmistir. Bunlar; Fas (CD95),
TNF-R1, DR-3 (Apo-3, WSL-1, TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-R2),
DR-6, EDA-R (ektodermal displazi reseptdrii) ve NGF-R’dir. Oliime neden olan

reseptdrler sitoplazma i¢inde Oliim alan1 (DD, “’dead domain’’) olarak adlandirilan



bir bolge tasirlar. Oliim reseptdrii olan Fas (CD95), hiicre yiizey reseptdrii olup
tiimor nekroz faktor ailesinin en iyi tanimlanmig liim reseptorlerindendir. Apoptotik
isaretin uyaricisi olan Fas, bir¢ok hiicre tipinde sergilenir. Fas ligandi da (FasL) TNF
ailesinin bir iiyesidir. FasL’nin hedef hiicredeki Fas reseptoriine baglanmasi ile
apoptotik islem baglar. Bu mekanizma, bir immiin tepki sonunda aktive olmus T
hiicrelerinin uzaklastirilmasi, virlis infekte hedef hiicrelerin ortadan kaldirilmasi,
timor hiicrelerinin  dldiiriilmesi  ve birgok patolojik durumdaki hiicrelerin

uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar (38, 46).

Ligandin hedef hiicredeki reseptoriine baglanmasmi DISC ( death-inducible
signaling complex) formasyonunun olusumu takip eder. (37, 38, 44). Oliim
reseptoriine kendi ligantlarmin baglanmasi hiicre i¢inde adaptdr proteinin de (FADD)
reseptore baglanmasma yol acar. FADD, bu kompleks igerisinde sirasiyla pro-
kaspaz-8 ve -10’nun caligmasina olanak verir. DISC’deki bu proenzimlerin yakin
iligkisi bunlarin katalitik aktivitesine, muhtemelen bir allosterik mekanizma
tarafindan pro-kaspaz-8 veya -10 molekiilleri arasindaki dimerizasyona neden olur.
Pro-kaspaz 8 aktif hale gecince kaspaz-8 olusur ve kaspaz-8 direk hedef proteinleri
bolerek apoptoza yol acan kaspaz-3’ii aktive eder.(37, 44). DISC i¢indeki kaspazlarin
aktivasyonu hiicre i¢i proteinlerden FLICE-inhibitor proteini (cFLIP) tarafindan
inhibe edilebilir. Bu proteinler hem DISC’i ¢alistirabilir hem de kaspaz-8 ve -10’nun
aktivasyonunu baskilar (44).
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Sekil 2. Hiicre dis1 uyaranlarla hiicrenin apoptoza girmesi.

Eksojen H,O; gibi SOR’lerinin orta diizeyleri bir¢ok farkli hiicrede apoptoza
neden olur. Endojen iiretilen SOR’lerinin hiicre i¢inde bulunmasi da apoptotik hiicre
Oliimiine yol agmada ¢ok dnemlidir ve UV, kanser tedavi edici ilaglar ve sitokinler
gibi bir¢ok uyarilar tarafindan tetiklenir (43). Son zamanlarda apoptoza karsi

koruyucu etki gosteren antioksidanlarla yapilmis pek ¢ok ¢aligma vardir (8, 21, 52)

2.3. Quercetin:

Quercetin (Q) (3,5,7,3’,4’-pentahidroksil flavon) flavinoid ailesinin 6nemli
bir liyesidir. Flavinoidler meyve, sebze ve kirmizi sarap gibi besinlerde bulunur (35).
Giinliik besin ile 50-500 mgr kadar quercetin alinabilecegi tahmin edilmektedir (23,
24). Quercetin, Fe ve Cu araciligi ile hidroksil radikali olusumunu Onleyerek

oksidatif hasara kars1 koruma yapan ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Serbest oksijen



radikallerinden 'OH ve single oksijen O™ , gibi yapilar1 temizledigi ve ksantin
oksidaz ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Deneysel olarak 1/R
hasar1 olusturulmus modellerde de quercetinnin dokuyu I/R hasarindan korudugu

gosterilmistir (23, 24,25).

Quercetin, antioksidan etkisinin disinda anti-inflamatuar, anti-iskemik, anti-
peroksidatif 6zelliklere de sahiptir (24, 25) Quercetinin trombosit agregasyonu inhibe
ettigi ve vaskiiler diiz kaslar ilizerine vazodilator etki gdstererek antihipertansif gibi
davrandig1 yapilan c¢alismalarda bildirilmistir (23). Quercetin vazoldilatasyon,
dongiisel fosfodiesteraz tarafindan kan pulcugu kiimelesmesini engelledigi gibi
vazoaktif Ozellikleri ile de bilinir. Quercetin gastrik mast hiicrelerinden salinan
histamini 6nledigi ve anti-ulserojenik ajan potesiyeli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica

tiimor promotoru ve karsinogenik ajan oldugu hakkinda da veriler vardir. (24).

Biitiin bunlarin yami swra Ishikawa ve arkadaslarinin yapmis oldugu
glomeriiler hiicre kiiltliri ¢alismalarmda quercetinin anti-apoptotik etkisinin de
oldugu gosterilmistir (22). Yine Ishikawa quercetinin H,O, ile olusturulan
mezensiyal hiicre apoptozisinde aktivatdor protein-1 (AP-1) yolagi araciligiyla

apoptozisin 6nlendigini bildirilmistir (21).

Akciger adenokarsinom hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda quercetinin, iNOS’un
translasyon seviyesini baskiladigi, nitrik oksit iirlinlerini ve protein miktarlarmni
azalttig1 gosterilmistir. iINOS’un quercetin tarafindan inhibisyonu anti-imflamatuvar

etkiye cevap olan bir mekanizmadir (18)

Bu bilgilerin 15181 altinda, I/R’nun dokuda pek ¢ok hasara yol a¢tig1 ve buna
karst koruma mekanizmalarmin arastirildig: bilinmektedir. I/R, doku ve organ
fonksiyonlarinin bozulmasinda en énemli nedenlerden birisidir. Ozellikle bobrek
dokusunda, bobrekte fonksiyon bozukluklari ve hasarlara yol agmakta bdylece
klinikte gozlenen bobrek hastaliklari olugsmaktadir. Bilindigi gibi iskemik dokuda
eger hiicreler geri doniisimlii hasar gérmiigse veya bu hasardan etkilenmemisse

sadece kan akimmin diizeltilmesi bu hiicrelerin geri kazanilmasina yol acar. Ancak



bu iskemik hasarm yogunluk ve siiresine bagimli olmakla birlikte, pek ¢ok hiicrede
kan akimi tekrar saglandiktan sonra apoptozis ve nekroz ile hiicreler d6lmektedir.
Iskemi sonucu olusan akut bobrek hasari (ABH) da diyalize ihtiya¢ duyan yogun
bakim hastalarinda yiiksek 6liim riski olusturan en 6nemli sorunlardan birisidir.
Deneysel olarak I/R ile olusturulmus ABH modellerinde, SOR direk hiicrede hasara
yol agmakta ve bu hasarin siddetine gore hiicre ya apoptoz ya da nekroz ile 6liime
gittigi gosterilmistir. Biitiin bunlarm yanisira I/R hasarinda iNOS geninin de olaya

karistig1 bilinmektedir.

Dokuyu bu hasarlardan koruma amacli pek c¢ok deneysel caligmada
antioksidan tedavi uygulanmistir. Bu antioksidan maddelerden flavinoid ailesinin bir
iiyesi olan Quercetin tedavisinin dokuyu oksidatif hasardan korudugu bilinmekle
birlikte iNOS gen ekspresyonu ve apoptozis ile ilgisi hakkinda yeterli bir bilgiye

ulagilamamagtir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1. Cerrahi Malzemeler

Bisturi

Cerrahi makas

Portegu

Hemostatik pens

Penset

Steril igneli 5/0 ipek cerrahi dikis malzemesi

Bulldog klemp

3.1.2 Cihazlar:

Real-time PCR Cihazi (Corbett Rotor Gene 6000)

Spektrofotometre (Wealtec Spectro Art 200) 200

Spektrofotometre Kiivetleri (Wealtec Spectro Art 200) 200

Mikro Pipet takimi (Gilson)

Mikrosantriftij (Hermle)

Thermal cycler (Corbett Palm Cycler)

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Wealtec Dolphin-DOC)
Yatay jel elektroforez cihazi (Wealtec Mini GES Cell Complete System)
Gli¢ kaynagi (Wealtec ELITE 300)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Vorteks (Heidolph)

Tissue-Lyser II (Qiagen VX350 Series 2 WPS 3601C12)

Pipet uglar1 (10’Iuk, 100’liik ve 1000°1ik)



Deep-freeze (Jouran)

Buzdolabi (Argelik)

Santrifiij tiipleri (Greiner Bio-One)
Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler:

Ketalar (Pfizer 50mg/ml)
Romphun (Bayer %?2)
Quercetin (Sigma)

RNA later (Qiagen)
[-mercaptoethanol (Sigma)
Buffer RLT (Qiagen)

% 70 lik Etanol (Merck)
Buffer RW1 (Qiagen)

Buffer RPE (Qiagen)

RNAse Free Water (Qiagen)

10X Buffer RT 2 pg (Qiagen)
dNTP Miks 2 pg (Qiagen)
Oligo-dT Primer ( 10uM ) 2 pg (Qiagen)
RNase inhibitor ( 10tnite/pl) lug (Qiagen)
Omniscript Reverse Transcriptase lug (Qiagen)
Distile su

TBE (Versagene RNA 5X TBE)
Etidyum Bromiir (Sigma)
Agaroz (SeaKem LE Agarose Lonsa)



3.2. Gerec ve Yontem

Bu deneysel calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilimdali laboratuvarinda 03.07.2008 tarihli 67/2008 sayili etik kurul
karariyla yapilmistir. Caligmada Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’den temin
edilen 5-6 aylik, agirliklart 250-300 gr arasinda degisen her iki cinse ait Spraque-
Dawley tiirii sicanlar kullanilmistir. Sicanlar standart sanayi yemi ve musluk suyu ile
beslenmistir. Calismada 3 grup olusturulmus ve her bir gruptan 8 adet sican histoloji
ve biyokimya arastirmalar1 i¢in, diger 6 adet sigan da Real-Time PCR ¢aligmalar1

icin olmak tizere toplam 42 adet sican kullanilmistir.

Grup I. Kontrol (n=8+6)
GrupIl. I/R  (n=8+6)
Grup IIL I/R + Q (n=8+6)

3.3. Deney Protokolii

Sicanlar 50 mg/kg ketamin ile birlikte 20mg/kg romphun intraperitoneal (ip)
enjeksiyon ile uygulanarak genel anestezi altinda uyutulduktan sonra operasyon

masasina alinarak abdominal median laparotomi uygulanmastir.

Grup 1: Kontrol

Bu gruptaki si¢anlara abdominal median laparotomi uygulandiktan hemen

sonra herhangi bir islem uygulanmaksizin sol bobrek ¢ikarilmgtir.

Grup 2: Iskemi/Reperfiizyon

Bu gruptaki sicanlara iskemiden 1 saat dnce i.p olarak 1 ml serum fizyolojik
verilmis ve sol bobrek arteri non-travmatik mikrovaskiiler klemp (bulldog klemp) ile

2 saat klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye maruz birakilmigtir. Bu iskemi



siiresinde laparatomi kesisi 3/0 ipek ile kapatimustir. Iskemi siiresini takiben
laparotomi kesisi tekrar acilip bdbrek arterindeki klemp c¢ikarillarak 6 saat
reperflizyona maruz birakilmak {izere laparotomi kesisi tekrar siitiire edilerek

kapatilmistir. 6 saatlik reperflizyon sonucunda sol bobrek ¢ikarilmigtir

Grup 3: Quercetin + Iskemi/Reperfiizyon

Bu gruptaki sicanlara da sol bobrek arterine klemp konularak iskemiye maruz
birakilmadan 1 saat once quercetin 50 mg/kg olacak sekilde 1 ml serum fizyolojik ile
siispansiyon olusturularak intraperitoneal olarak verildi. Daha sonra abdominal
insizyonla laparotomi yapilarak sol bobrek arteri non-travmatik mikrovaskiiler klemp
ile 2 saat klempe edilerek bobrek dokusu iskemiye maruz birakildi ve laparotomi
kesisi 3/0 ipek ile siitiire edilerek kapatildi. Iskemi siiresini takiben laparotomi kesisi
tekrar acilip sol bobrek arterindeki klemp ¢ikarilarak 6 saat reperfiizyona maruz
birakilmak {izere laparotomi kesisi tekrar siitiire edilerek kapatildi. 6 saatlik

reperfiizyon sonucunda sol bobrek ¢ikarildi.

3.4. Dokularin Alinmasi

Deney siiresi sona erdiginde sicanlara servikal dislokasyon uygulandiktan
sonra laparotomi kesisi agildi. Sol bobrek hizli bir sekilde ¢ikarildi. Biyokimya ve
histoloji i¢in almman sol bobrek dikey olarak ikiye boliindiikten sonra yarisi
biyokimyasal degerlendirmeler (MDA ve GSH) i¢in -80°C’de derin dondurucuda

diger yaris1 da histolojik caligsmalar i¢in ndtral formalin i¢inde muhafaza edildi.



3.5. Doku MDA ve GSH Diizeyleri Tayini

Doku orneklerinin homojenizasyonu 1/10 oraninda 0.1 M fosfat tamponu
(pH:7.4) ile IKA T18 Basic marka (Wilmington NC, USA) homojenizatdr ile yapildi.
Homojenatlar 8000 rpm, +4 °C de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar
numune olarak kullanildi. MDA ve GSH diizeyleri Agilent 1100 Series marka HPLC
sisteminde Chromsystems Diagnostics (Munich, Germany) firmasma ait kolon ve
kitler kullanilarak 6l¢iildii. Tiim doku 6rneklerinde sonuglar miligram doku proteini

basimna verilmistir. (53).

3.6. Histolojik Degerlendirme:

Histopatolojik degerlendirme Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji Anabilim Dali tarafindan yapildi. Dokular %10’ luk notral formaline
konularak 3 giin siireyle fikse edildi. Fiksasyon sonrasi ornekler rutin histolojik
parafin takip metodu kullanilmak suretiyle alkol ve ksilen serilerinden gegirilmek
suretiyle takip edilerek parafine gdmiildii. Rutin histolojik boyama metodu olan H&E
metodu ile boyama yapmak ic¢in her drnekten 5 p kalimhiginda kesitler alindi ve

boyanmis 6rnekler 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Parafin bloklar1 hazirlanan dokularm her birinden 5 p kalinhiginda kesitler
polylysine kapli lama alinarak apoptozis degerlendirmesi amactyla kullanildi. Alinan
ornekler Fragel DNA Fragmentation Detection kit (Calbiochem, Darmstadt)
kullanilarak TUNEL metodu ile boyandi Ornekler rehidrate edildikten sonra
Proteinase K’da 20 dakika bekletilerek doku permeabilizasyonu saglandi. Buffer
uygulanmasi sonrasi enzim uygulanarak isaretleme yapildi ve 90 dakika 37 °C’de
inkiibasyon yapildi. Sonrasinda konjugat uygulanan 6rnekler, kromojen olarak DAB

ve en son basamakta zit boyama i¢in Metil green ile boyandi.



Boyanan 6rnekler 151k mikroskobu altinda x40 objektif biiyiitmede incelendi.
10 farkl alandaki pozitif hiicreler UTHSCSA Image Tool Image Analysis isimli bir

program ile sayilmak suretiyle hesaplandi (4).

3.7. Real Time-PCR

Deney siiresi sona erdiginde her bir gruba ait sicanlara servikal dislokasyon
uygulandiktan sonra laparotomi kesisi acilarak sol bobrek hizli bir sekilde ¢ikarildi.
Real-Time PCR caligmalar1 i¢in dokular RNA later i¢ginde muhafaza edildi.

3.7.1. RNA izolasyonu

1. Bobrek dokusu eppendorf tiip igerisine alind1 ve tiim dokuyu kaplayacak
sekilde RNA Later stabilizasyon soliisyonu ilave edildi. Doku igerisine niifuz
etmesini saglamak amaci ile 24 saat oda isisinda bekletildikten sonra -20°C’de

muhafaza edildi.

2. Dokular RNA later icerisinden ¢ikartilarak 600 pl Buffer RLT+6 pl -
mercaptoethanol (B-ME) c¢ozeltisi ile birlikte icerisinde 1 adet steril ¢elik bilye

bulunan plastik tliplere konuldu ve bir homojenizasyon cihazi (Tissue Lyser) ile 2

dakika 30 Hz olacak sekilde homojenize edildi.

3. Homojenizasyon isleminden sonra siipernatant yeni bir ependorf tiip

icerisine alind1 ve 3 dakika 13.000 rpm devirde santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra siipernatan yeni bir eppendorf tiipe alind1 ve tizerine 600

ul %70’lik etanol eklendi. Daha sonra pipetle dikkatli bir sekilde karistirildi.



5. Ependorf tiipii icerisindeki siipernatanin 700 ul’si kolonlara (RNeasy mini
spin colon 2 ml) yiiklendi. Daha sonra 20 saniye 8.000 g de santrifiij edildi ve altdaki
toplama tiipiinde kalan siiziintii dokdildii. Siipernatanin geri kalani tekrar kolonlara

yiiklendi ve yeniden 20 saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.
6. Santrifiij sonras alttaki toplama tiipli degistirildi kolonlara (RNeasy mini
spin colon) 700 pl Buffer RW1 eklendi. Boylece kolon istenmeyen pargalardan

temizlenmis oldu. Sonra 20 saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.

7. Alttaki toplama tiipti dokiildii ve kolon tizerine 500 pl Buffer RPE eklenip
20 saniye 8.000 g devirde santrifiij edildi.

8. Ayni islem tekrarlanarak 2 dakika 8.000 g devirde santrifiij edildi.

9. Alttaki toplama tiipii dokiildii ve kurumasi icin 1 dakika en yiiksek hizda
santrifiij edildi.

10. Alttaki toplama tiipii atildi ve kolon yeni temiz ependorf tiipii igerisine
yerlestirildikten sonra iizerine 40ul RNAse Free Water tam orta kisima gelecek

sekilde dikkatlice eklendi ve 1 dakika 8.000 g devirde sanrifiij edildi.

11. Ependorf tiipii igerisinde elde edilen RNA -80° C de saklandi.

3.7.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nm miktar1 ve safligini belirlemek amaciyla 995 pl distile su + 5 pl
RNA olacak sekilde vortekslenerek karistirildi ve spektrofotometride 260 nm dalga
boyunda optik dansite dlgiilerek hesaplandi.



3.7.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, agsagidaki tabloda gosterildigi gibi toplam hacim 20 pl

olacak sekilde reaksiyon hazirlandi ve cDNA sentez islemi asagidaki kosullarda

gerceklestirildi:

Karisim Miktar(ul)
10X Buffer RT 2
dNTP Miks 2
Oligo-dT Primer ( 10puM ) 2
RNase inhibitor ( 10iinite/pl) 1
Omniscript Reverse Transcriptase 1
RNase Free Water *
RNA *
Toplam 20

Tablo 1. cDNA sentezi i¢in kullanilan karisim icerigi

Thermal cycler kosullari;

65° C’de 5 dk

37° C’de 60 dk



3.7.4. RT- PCR

Karigim Miktar (ul )
Primer Miks (iNOS veya GAPDH) 1.25

2 X Miks 12.5
H,O 6.25
cDNA 5
Toplam 25

Tablo 2. RT PCR i¢in miks igerigi.
Toplam 25 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gergeklestirildi:

95° C’de 15 dk

95° C’de 15s
} 50 dongti

60° C’de 60 s
55°C’de 1 dk

Melt: 55° C-95° C

3.7.5. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

SYBR green teknigi, ©6zgiil gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla
kullanilan bir tekniktir (20).PCR tiipiinde polimerize olan ¢ift zincirli PCR {iriiniine
katilan ve interkale edici bir floresan boya olan SYBR Green boyasinin {iriin miktar1
ile orantili floresans vermesi prensibine dayanmaktadir. SYBR Green teknigi ile gen

ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en dnemli noktadir. Bu teknigin



basartyla uygulanabilmesi i¢in PCR primerlerinin sadece o6zgiill cDNA’ya
baglanmasi, primer-dimer veya 0zgiil olmayan amplifikasyon iirlinii vermemesi
gereklidir. Benzer sekilde RNA izolasyonu sirasinda siklikla gozlenen genomik
DNA kontaminasyonu SYBR Green tekniginin basarisini etkileyen bir diger
durumdur. c¢cDNA amplifikasyon primerlerinin farklt ekzonlardan secilmesi,
amplikon uzunluklarmin kisa tutulmasi (120-250 baz), primerlerin baglandigi
ekzonlarin uzak segilmesi PCR reaksiyonu kosullarinin olast bir DNA
kontaminasyonunda DNA dizisini ¢ogaltmamasi1 i¢in optimize edilmesi gereklidir
(elongasyon siiresinin kisitli tutulmasi). Bu prensipler gz ontine alinarak kullanilan
primerler, NCBI Gene veritabani erisim numaralari, ve amplikon uzunluklar1 tablo-

1’de verilmistir.

Gen No Oligoniikleotid Dizisi Tm

Sense | CACCACCCTCCTTGTTCAAC | 56,7
NM 01
2611

iNOS

Anti-Sense | CAATCCACAACTCGCTCCAA | 56,5

Tablo 3. Calismada kullanilan iNOS primerlerinin dizileri, Tm dereceleri

3.7.6. RT- PCRiiriinlerinin jel elektroforezi ile incelenmesi

Real-Time PCR reaksiyonu sonrasi amplifikasyon iiriinlerinin sadece hedef
gene (INOS) 6zgii olup olmadigini tespit etmek amaciyla % 1.5 agaroz jel (1xXTBE
icerisinde) hazirlanarak jelde yiiriitiildii. 10 pul PCR iirlini alinip, lizerine 2.5 ul 6X
lik yiikleme tamponundan konarak karistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi ve



100 voltta yiiriitiildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel goriintiileme ve

dokiimantasyon sistemi ile incelenerek goriintiisii alind1.

Sekil 3. Her gruptan rastgele 2’ser Ornek olmak flizere secilmis PCR
iirlinlerinin jel goriintiisii. 1. kuyucuk marker , swrasiyla 2. ve 3. kuyucuklar kontrol
grubu, 4. ve 5. kuyucuklar I/R grubu, 6. ve 7. kuyucuklar I/R+Q tedavi grubuna

aittir.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmede SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
v10.0 paket programi kullanild1.

3.8.1. Biyokimyasal verilerin Degerlendirilmesi:

Bobrek drneklerinden 6lgiilen doku MDA ve GSH diizeylerinin gruplar arasi
karsilagtirilmasi, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlilik Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi. Elde
edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade edildi. Anlamlilik esik degeri

olarak p<0,05 kullanilmis ve bulgularda yer alan sekilde (*) olarak gdsterilmistir.



3.8.2. Histolojik Bulgularin Degerlendirilmesi:

Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak Mann Whitney-U testi kullanilmak
suretiyle test edildi. Istatistiksel analiz i¢in SPSS for Windows 10.0 programi
kullanildi.

3.8.3. RT-PCR Bulgularin Degerlendirilmesi:

Bobrek orneklerinden dlgiilen iNOS gen ifadesi diizeylerinin gruplar arasi
karsilagtirilmasi, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlilik Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi. Elde
edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade edildi. Anlamlilik esik degeri
olarak p<0,05 kullanilmig ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir (p>0,05).



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Boébrek dokusu MDA diizeylerine bakildiginda, I/R grubu hem kontrol
grubundan ve hem de I/R+quercetin ile tedavi grubundan anlamli diizeyde artis
gostermisti (* p<0.05) (Sek.4.). Kontrol ve quercetin ile tedavi grubu arasinda ise

herhangi bir fark bulunamadi.

GSH diizeylerine bakildiginda ise, I/R grubunda hem kontrol grubundan ve hem de
[/R+quercetin ile tedavi grubundan anlamh diizeyde azaldig1 gozlendi (* p<0.05)

(Sek.5.). Kontrol ve quercetin ile tedavi grubu arasinda herhangi bir fark bulunamadi.
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Sekil 4. Doku MDA diizeyleri. (* p<0.05)



35

30

25 4

20

15 1

GSH (nmol/mg)

10

K IIR Q

Gruplar

Sekil 5. Doku GSH diizeyleri. (* p<0.05)

4.2. Histolojik Bulgular

Yapilan 151k mikroskobik incelemede;

H&E ile yapilan genel doku degerlendirmesinde I/R grubunda, kontrol grubuna
ve [I/R+quercetin ile tedavi edilen gruba gore belirgin derecede ©6dem,
vaskiilarizasyon ve yer yer inflamatuar hiicrelere ait infiltrasyon alanlar1 tespit edildi
(Sek. 7.). Quercetin tedavisi uygulanan grupta 6dem, vaskiilarizasyon ve infiltrasyon
alanlar1 I/R grubuna gore olduk¢a azdi ve daha zayif 6zellikteydi (Sek. 5.). Kontrol

grubundaki sicanlarda ise normal bobrek dokusuna ait bulgular elde edildi (Sek. 6.).

Apoptoz tespiti amaciyla yapilan boyamada;

I/R grubunda apoptotik hiicre sayist oldukca artis gostermisti (Sek. 9.).
Quercetin uygulanan gruptaki apoptotik hiicre sayisinin I/R grubundaki apoptotik

hiicre sayisina gore az sayida oldugu ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu



tespit edildi (Sek. 8.). (p<0.05). Kontrol grubundaki sicanlarda higbir apoptotik

hiicreye rastlanmadigi i¢in istatistiksel analiz i¢ine alinmadi.

Histolojik Degerlendirme (Ort.) | Kontrol Grubu | I/R Grubu | I/R + Q Grubu
Odem 0 ++ +
Vaskiilarizasyon 0 o+ T
Infiltrasyon 0 Tt n

Tablo 4. H&E ile yapilan genel doku degerlendirmesi

Sekil 6. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda kortikomeduller bdlgenin histolojik
goriiniimii (HE x100)




Sekil 7. I/R grubuna ait bobrek dokusunda kortikomeduller bdlgenin histolojik
gbriiniimii (HE x100)

Sekil 8. I/R+Q grubuna ait bobrek dokusunda kortikomeduller bolgenin histolojik
goriiniimii (HE x100)

Sekil 9. I/R grubuna ait bobrek dokusunda apoptotik hiicrelerin goriiniimii (x100)



Sekil 10. I/R+Q grubuna ait bobrek dokusunda apoptotik hiicrelerin goriiniimii
(x100)

4.3. iNOS Gen ifadesi Bulgular

4.3.1. iNOS geninin kantitatif analizi:

Kontrol, I/R uygulanan ve I/R uygulanip 50 mgr/kg quercetin ile tedavi
edilen bobrek drneklerinde, I/R hasarmin molekiiler belirleyicileri iNOS gen ifade
diizeyleri RT-PCR teknigiyle analiz edilmis ve referans gen olarak kullanilan
GAPDH ile normalize edilmistir. Floresan boya olarak secilen Sybr Green” in DNA
dizisine 06zgilil olmayan bir sekilde baglandigindan dolay1r primer secimi ve
deneylerin optimizasyonu c¢ok dikkatli yapilmistir. Standart egrilerin ¢izilebilmesi
icin kontrol bobrek 6rneginden 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 oranlarinda seri
diliisyonlar hazirlanmistur.

Yapilan analizlerde iNOS gen primeri ile elde edilen amplifikasyon

iriinlerinin beklenen {irlin ile uyumlu oldugu, primer-dimer olusturmadigi ve 6zgiil



olmayan amplifikasyon {iriinii vermedigini gostermistir (Sek. 11.). iNOS ve GAPDH
geninin amplifikasyon sonuclarina bakilacak olursa her ikisinde de artis
gozlenmektedir (Sek. 12.). Hedef ve referans gene ait kantitatif degerler kullanilarak
ortalama gen konsantrasyonlar1 hesaplanmistir (Tablo 5.). Elde edilen iNOS mRNA
diizeylerinin GAPDH ile oranlanmasi sonucu elde edilen relatif degerler yiizde artis1

iliskisi seklinde gosterilmistir (Sek. 13).

dF T

B

Sekil 11. Real-Time PCR melt analizinin yazilim goriintiileri; A- iNOS geninin melt

analizi, B- GAPDH geninin melt analizi



4.3.2. iNOS gen amplifikasyon sonuglari:
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Sekil 12. Real-Time PCR’da yapilan gen amplifikasyonunun yazilim goriintiileri; A-
iNOS geninin amplifikasyonu B- GAPDH geninin amplifikasyonu



Hedef gen Referans gen
Gruplar Relatif konsantrasyon
konsantrasyonu konsantrasyonu
Kontrol 2.185.442 1.038.395 1,81
IR 70.374.713 36.431.244 3,99
I/R + Quercetin 20.896.443 8.113.298 2,69

Tablo 5. Hedef ve referans gene ait kantitatif degerler kullanilarak ortalama gen

konsantrasyonlarinin hesaplanmast

4.3.3. iINOS mRNA diizeyleri:

RT-PCR ile yapilan iNOS gen ifadesi analizlerinde, I/R grubunda iNOS gen
(hedef gen) ifadesinin arttig1 gozlenmis ancak bunun relatif konsantrasyonuna
(GAPDH referans gen ile oranina) bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunamamuistir.
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Sekil 13. iINOS mRNA diizeyleri ylizde artis1 iliskisi.



5. TARTISMA

Bobrekde 1/R, oksidatif strese neden olur ve bdylece reaktif oksijen iiriinleri
artarken antioksidan savunma sistemi kaybolur. Sigan bdbrek dokusunda /R hasari
olusturdugumuz ¢alismamizin sonuglarina bakildiginda, I/R ile olusturulmus bébrek
hasarinin quercetin tarafindan 6nemli diizeyde azaltildig1 gozlenmistir. Bobrek
dokusu MDA degerleri incelendiginde, I/R hasarmin bébrek dokusunda lipid
peroksidasyonunda 6nemli bir artisa neden oldugu ve quercetin tedavisi ile doku
MDA diizeyinin onemli diizeyde azaldigi goézlenmistir. Gene GSH diizeyine
bakildiginda, I/R grubunda azalirken quercetin tedavisi ile artis gosterdigi

gbzlenmistir.

Histoloji sonu¢larimizda ise, H&E ile yapilan genel doku degerlendirmesinde
I/R grubunda, quercetin uygulanan grup ve kontrol grubuna gore belirgin derecede
odem, vaskiilarizasyon ve yer yer inflamatuar hiicrelere ait infiltrasyon alanlar1 tespit
edilmistir. Bunun yani sira quercetin uygulanan gruptaki apoptotik hiicre sayisinin

I/R grubundaki apoptotik hiicre sayisina gore daha az sayida oldugu gézlenmistir.

Caliygmamizin RT-PCR ile yapilan iNOS gen ifadesi analizlerinde, I/R
grubunda iNOS gen (hedef gen) ifadesinin arttig1 goézlenmis ancak bunun relatif
konsantrasyonuna (GAPDH referans gen ile oranma) bakildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

I/R sonrasi bobrek hasarinin patofizyolojisi oldukca karmasiktir ve ¢ok sayida
mediyatér ise karisir. I/R swrasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, ATP’ nin azalmas, hiicre i¢i Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipidlerinin bozulmasina Onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
sonucu asir1 miktarda serbest oksijen radikalleri olusarak, oksidatif strese neden olur

(5). Oksidatif stresde ise serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar arasindaki



denge serbest radikaller lehine bozulur (33, 41). Serbest oksijen radikalleri de

hiicrede DNA hasarma ve bunu takiben hiicre 6liimiine yol acar (10).

Deneysel olarak I/R ile olusturulmus bobrek hasarinda, serbest oksijen
radikalleri direk hiicrede hasara yol agmakta ve bu hasarin siddetine gore hiicre ya
apoptoz ya da nekroz ile oliime gittigi gosterilmistir (49). Vinas ve arkadaglari
bobrek I/R hasarmdan sonra apoptoz (+) hiicre sayisinda artis oldugunu gdstermistir.
Bunlarin yanisira I/R hasarinda iNOS geninin de olaya karistigi bilinmektedir.
Bobreklerde, I/R hasar1 olusturulup immiinohistolojik olarak g¢alismalar yapilmis
sonug olarak artmis apoptotik hiicrelere ilaveten iNOS mRNA diizeyinin de arttig1
gosterilmistir (49). Ancak Mark ve arkadaglar ise yaptiklari ¢caligmalarda iskemik ve
iskemik olmayan bobrek dokusunda iNOS gen ifadesinin benzer oldugunu ancak
bolgesel bir takim farkliliklar olusturabildigini belirtmislerdir (30). Dolayisiyle I/R
ile olusturulan bobrek hasarinda apoptotik hiicre sayisi artmakla birlikte iNOS gen
ifadesi diizeyinde celiskili bilgiler vardur.

Quercetin ile yapilan pek ¢ok calismaya ragmen bobregi I/R hasarma karsi
nasil korudugu halen ac¢ik degildir. Bir olasi sebep; quercetinin hiicre kiiltiirii
caligmalarinda apoptozu baskiladigi gozlenmistir. Glomertiler hiicreler iizerine anti-
apoptotik etki gostermistir (22). Gene quercetinin, siiperoksit ve hidroksil radikali
gibi serbest oksijen radikallerini temizleme ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme

ozelliginin oldugu bilinmektedir (25).

Ancak bdbrek dokusu I/R hasarinde quercetinin iNOS ile olan iligkisi tam
olarak bilinmemektedir. Karaciger I/R da quercetin ile tedavi sonucunda Western
blot ile yapilan caligmalarda iNOS ifadesinin baskilandigi gosterilmistir (14).
Morales ve arkadaslar1 kadmiyum ile olusturulan bébrek disfonksiyonunda, Western
blot analizlerinde quercetin tedavisinin artmig iNOS birikimini azalttigmi

bildirmislerdir (35).

Yapilan kaynak taramalarinda, bobrek I/R hasarinda quercetin tedavisinin

ayni anda hem apoptozis ve hem de Real-Time PCR analizi ile iNOS gen ifadesi



lizerine etkilerini arastiran bir caligmaya rastlanmamistir. Yapilan g¢aligmalarda
bobrek dokusu I/R hasarinda iNOS artisi, protein diizeyinde immiinositokimyasal
olarak veya Western blot analizi ile gdsterilmistir (14, 35). Real-Time PCR ile iNOS
gen ifadesi sadece hipoksik retina dokusunda calisilmig ve hipoksik grupta iNOS
mRNA diizeyinin artig gosterdigi bildirilmistir (20). Bizim ¢alismamizda ise ilk kez
bobrek /R hasarinda Real-Time PCR ile iNOS mRNA diizeyleri dl¢iilmiistiir. iNOS
mRNA diizeyi I/R grubunda yiikselmekle birlikte istatistiksel olarak anlamlilik
gostermemistir. Bunun birkac olasi sebebi olabilir. Chen Z ve arkadaslar1 olfaktor
epitel dokusunda yaptiklari ¢aligmada apoptoz sirasinda iNOS diizeyinin ¢ok kisa bir
stire ylikseldigini ancak bunu takiben hizla diisiis gosterdigini bildirmigleridir (11).
Bizim ¢alismamizda da apoptozis iliskili genlerden olan iNOS diizeyi, I/R sonucu
olusan apoptozis sirasinda ¢ok kisa bir siire yiikselmis ve sonra hizla diismiis olabilir.
Gene Aram G ve arkadaslarinin karaciger apoptozisi ile ilgili yaptig1 bir ¢aligmada
da iNOS eksikliginin apoptozise neden oldugu bildirilmektedir (3). Bu gibi
nedenlerle bizim ¢aliygmamizda I/R grubunda iNOS diizeyi yiikselmekle birlikte
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamis olabilir. iNOS diizey artisinin I/R
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasinin bir diger olas1 sebebi ise GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphat dehyrdrogenase) referans geni ile iliskili olabilir. Real-
Time PCR c¢aligmalarinda bilindigi {izere GAPDH gibi bir referans gen
kullanilmaktadir (20). Yaptigimiz kaynak taramalarinda RT-PCR ile iNOS mRNA
diizeylerinin 6l¢iimii ¢aligmalarinda son yillara kadar referans gen olarak GAPDH
kullanilmistir. Bu nedenle ¢calismamizda kaynak bilgilerine dayanarak referans gen
olarak GAPDH kullandik. Referans gen ile yapilan ¢aligmalar sonunda hedef genin
sonuglar1 referans genin sonuglar1 ile oranlanarak normalize edilir. Referans gen
olarak kullandigimiz GAPDH normal kosullarda hiicre i¢inde glikolitik yolakta rol
oynar.. Tanaka ve arkadaslari beyin I/R hasarinda immiinositokimyasal olarak
GAPDH birikimine bakmis ve I/R ile GAPDH oraninm arttigmi tespit etmislerdir
(45). Yani GAPDH iskemik hasarin gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir.

Bizim c¢alismamizda da Real-Time PCR ile yapilan iNOS gen ifadesi
analizlerinde, I/R grubunda iNOS gen (hedef gen) birikiminin arttif1 gdzlenmis

ancak bunun relatif konsantrasyonuna (GAPDH referans gen ile oranina)



bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir.
Bunun olas1 sebebi olarak; I/R kosullarmda dokuda GAPDH oraninin zaten artmis
oldugu ve referans gen olarak da GAPDH kullanildig1 i¢in iNOS/GAPDH oraninin
I/R grubunda quercetin ve kontrol grubuna gére artmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamlilik kosullarinda olmadig1 sdylenebilir. I/R grubunda iNOS oran1 ne kadar
artarsa artsin referans gen olarak GAPDH kullanildig1 i¢in iNOS/GAPDH oranlanip

da hesaplandig1 icin iNOS artisi istatistiksel anlamlilik vermemis olabilir.

Bu tez ¢alismasinin sonuglari, sigan bobrek dokusunda I/R hasarmm quercetin
ile tedavi sonucu oksidatif stres, apoptozis ve apoptozis iligkili iNOS gen ifadesi gibi
cesitli yolaklar iizerinden etki gostererek hasarin azaltildigini gostermistir. Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak klinikte bobrek vaskiiler cerrahisi veya bdbrek nakli gibi
ameliyatlarda, ameliyat 6ncesi quercetin kullanimi ile ameliyat sirasinda gelisebilen

I/R hasarindan korumada etkili olabilecegi sonucuna varilabilinir.
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