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OZET

Sicanlarda Deneysel Bobrek Iskemi / Reperfiizyon Modelinde Erdostein
ve D Vitamininin Koruyucu Etkisinin Incelenmesi

Bu tez calismasinda siganlarda deneysel olarak olusturulan bdbrek
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarma kars1, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilere sahip
erdostein (Erd) ve D vitamininin (VitD) histopatolojik, biyokimyasal ve genetik etkilerinin
arastirilmasi hedeflenmistir.

Calismada 47 adet Wistar albino cinsi erkek sigan: sham (n=7), I/R (n=10), Erd+I/R
(n=10), VitD+i/R (n=10), Erd+VitD+i/R (n=10) olmak iizere 5 gruba ayrldi. Erd, I/R
oncesi 50 mg/kg/giin olmak iizere 7 giin boyunca oral yolla verildi. D vitamini, I/R 6ncesi
500 LU/kg/giin dozunda 7 giin boyunca intramuskiiler olarak uygulandi. Sham grubu
disindaki tiim gruplardaki sicanlarin sol bobrek damarlarina (arter ve ven) atravmatik
vaskiiler klemp ile 60 dakika iskemi ve 24 saat reperflizyon uygulandi. Yapilan
uygulamalar sonucunda histopatolojik, biyokimyasal ve genetik degerlendirmeler icin
sicanlarin kan drnekleri ve bobrek dokulart alindi.

Diger gruplar ile karsilastirildiginda I/R grubunda tiibiil epitelyum hiicrelerinde
sisme, vakuoler dejenerasyon, deskuamasyon ve nekrozun anlamli derecede arttigi
saptandi  (p<0.05). Sham, Erd+i/R, VitD+I/R ve Erd+VitD+I/R gruplar ile
karsilastinildiginda I/R grubunda iire (p<0.01), kreatinin (p<0.05) ve doniistiiriicii biiyiime
faktorii beta 1 (TGF-B1) (p<0.05) seviyelerinin anlamh artis1 goriildii. Eritropoietin (EPO)
hormon diizeyinin sham, Erd+I/R ve VitD+I/R gruplarina kiyasla I/R grubunda anlamli
sekilde arttig1 saptand1 (p<0.05). I/R, Erd+I/R, VitD+I/R gruplarinda iirotensin II (UII)
seviyesinin sham grubuna gore anlamli derecede arttig1 saptandi (p<0.05). Doku MDA
diizeyi, TOS ve OSI degerlerinin I/R grubunda diger tiim gruplara kiyasla anlamli derecede
arttign goriildii (p<0.001). I/R grubu ile karsilastirildiginda TAS degerinin, Erd+I/R ve
Erd+VitD+I/R gruplarinda anlamli derecede arttig1 saptandi (p<0.05). SOD, CAT ve GSH-
Px enzim aktivite dl¢iimlerinin, sham grubuna kiyasla I/R grubunda anlamli derecede
azaldig1 saptandi1 (p<0.01). I/R grubu ile karsilastirildiginda CAT ve GSH-Px degerlerinin
Erd+I/R, VitD+I/R, Erd+VitD+I/R gruplarinda anlaml artis1 goriildii (p<0.001). Erd+I/R
ve VitD+i/R gruplarinda SOD degerinin I/R grubuna kiyasla anlamli olarak artis1 goriildii
(swrastyla; p<0.001, p<0.01). TRPM 6 gen ekspresyon diizeyinin sham ve I/R grubu ile ayr1
ayr1 kiyaslandiginda Erd+VitD+I/R grubunda anlamli sekilde azaldig1 saptandi (sirasiyla;
p<0.001, p<0.05).

I/R &ncesi Erdostein, D Vitamini ve bunlarin kombinasyon uygulamalarinin, renal
[/R’ye neden olan durumlarda ortaya ¢ikan I/R hasarmin énlenmesinde koruyucu etkisi
oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Erdostein, D vitamini, bobrek, iskemi, reperfiizyon.
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ABSTRACT

Investigation of The Protective Effect of Erdostein And D Vitamin in
Experimental Kidney Ischemia / Reperfusion Model in Rats

In this study, it was aimed to investigate the histopathological, biochemical and
genetic effects of erdosteine (Erd) and vitamin D (VitD), which have antioxidant and
antiinflammatory effects, against experimentally induced renal ischemia/reperfusion (IR)
injury in rats.

In the study, 47 male Wistar albino rats were divided into 5 groups as sham (n=7),
I/R (n=10), Erd+I/R (n=10), VitD+I/R (n=10), Erd+VitD+i/R (n=10). Erd was given
orally for 7 days at a dose of 50 mg/kg/day before I/R. VitD was administered
intramuscularly for 7 days at a dose of 500 [U/kg/day before I/R. For all the groups except
the sham group, 60-minutes ischemia and 24-hour reperfusion was performed to the left
renal vessels of animals (artery and vein) with atraumatic vascular clamp. At the end of
applications, blood samples and kidney tissues of animals were taken for histopathological,
biochemical and genetics evaluations.

Swelling in tubule epithelial cells, vacuolar degeneration, desquamation and
necrosis were significantly increased in I/R group as compared with the other groups
(p<0.05). The significant increases of urea (p<0.01), creatinine (p<0.05) and transforming
growth factor beta-1 (TGF-B1) (p<0.05) were observed in I/R group in comparison with
sham, Erd+I/R, VitD+I/R and Erd+VitD+I/R groups. Erythropoietin (EPO) significantly
increased in I/R group as compared to Erd+I/R and VitD+I/R groups (p<0.05).The level of
urotensin II (UII) significantly increased in /R, Erd+I/R, VitD+I/R in comparison to sham
group (p<0.05). Tissue level of MDA, TOS and OSI significantly increased in I/R group in
comparison with all the other groups (p<0.001). TAS significantly increased in Erd+I/R
and Erd+VitD+I/R groups as compared with I/R group (p<0.05). SOD, CAT and GSH-Px
enzyme measurements significantly decreased in I/R group as compared to sham group
(p<0.01). The significant increases of CAT and GSH-Px were observed in Erd+I/R,
VitD+I/R and Erd+VitD+I/R groups when compared to I/R group (p<0.001). The
significant increases of SOD in Erd+I/R ve VitD+I/R were observed as compared to I/R
group (respectively; p<0.001, p<0.01). TRPM 6 gene expression level significantly
decreased in Erd+VitD+I/R group as compared with sham and I/R groups separately
(respectively; p<0.001, p<0.05).

We think that applications of Erd, VitD and their combination before I/R have
protective effects against in renal I/R injuries.

Keywords: Erdosteine, vitamin D, kidney, ischemia, reperfusion.
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1. GIRIS

Iskemi; kan akimimin azalmasina bagli olarak organ ya da dokuya giden kan
akiminin durmasi veya yetersizligi sonucunda doku ya da organin oksijenden yoksun
kalmas: seklinde tanimlanmaktadir. Iskemik dokunun oksijenden yoksun kalmasina bagl
olarak; hiicresel enerji depolarinin tilkenmesi, toksik metabolitlerin birikmesi, hiicre
fonksiyon bozuklugu ve hiicre dliimii gerceklesmektedir. Iskemik hasarin siddeti iskemi
siiresininin uzamasina bagli olarak artis gostermektedir (Welbourn ve ark. 1991,
Zimmerman ve Granger 1992). Bu nedenle hem hiicrenin rejenerasyonu hem de toksik
metabolitlerin uzaklastirilmas: amaciyla organ ya da dokunun yeniden kanlanmasi yani
reperfiizyonu saglanmalidir (Montalvo-Jave ve ark. 2008). Ancak reperfiizyon ile dokuya
yeniden kan akiminin saglanmasi durumunda hiicreye arteryel kan ile bol miktarda
molekiiler oksijen girisi saglanacaktir. Hiicrede reperflizyona bagl olarak artan molekiiler
oksijen, asir1 serbest oksijen radikalinin (SOR) olusumuna yol agar ve boylece hiicrede
artan SOR antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasma neden olur. Sonugta
iskemik dokunun reperflizyonu, organ ya da dokuda sadece iskemi ile olusan hasara gore
cok daha ciddi bir hasarin olusmasina neden olur (Sehirli ve ark. 2008, Ozcan ve ark
2015).

Iskemi reperfiizyon (I/R) hasari, tibbin pek ¢ok alaninda sik karsilasilan klinik bir
tablo olup bobreklerde oldukga ciddi sonuglara neden olabilen patolojik bir siiregtir. Organ
transplantasyonu, miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi
girigimler, trombolitik tedavi, hemorajik sok ve resiisitasyon gibi bir¢ok klinik durumda
ortaya cikan I/R hasar1; viicudumuzdaki tiim organlarda kendini gosterebilen ve aym
zamanda yiiksek morbidite ve mortaliteye yol actig1 diistiniilen genis patofizyolojik bir
siirectir (Ozcan ve ark. 2015). /R déneminde renal hasar, cerrahi ve énemli klinik
sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. iskemi ve sonrasinda reperfiizyonun sebep oldugu renal
yetmezligin hipoksi, enflamatuar cevap ve serbest radikal hasar1 gibi bir¢ok faktorii olup;
temel olay pek cok sayida hiicrenin kaybi veya oliimii ile karakterize tiibiiler fonksiyon
kaybidir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda renal iskemi reperfiizyon hasarini énlemek
amaciyla veya olusan hasar1 diizeltmek i¢in farkli ajanlar kullanilmistir. Fakat Erdostein ve

D vitamininin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulamasinin renal I/R hasarina etkisini biyokimyasal,



histopatolojik ve molekiiler olarak basamaklarmi aydinlatmaya c¢aligan herhangi bir

caligmaya rastlanmamustir.

Son yillarda bobrek nakli, bobrek travmasi ve renal arter cerrahisi gibi bobrek kan
akimmi azaltan girisimlerin yayginlasmasiyla birlikte renal iskemi reperfiizyon (I/R)
hasarinin, akut bobrek yetmezligi ile birlikte yliksek morbidite ve mortaliteye neden
oldugu bilinmektedir. Bu maksatla caligmamizda sicanlarda deneysel bdbrek iskemi
reperfiizyon modeli olugturarak antioksidan ve antiinflamatuar etkilere sahip Erdostein ve
D vitamininin renal iskemi reperfiizyon (I/R) hasarina koruyucu etkilerini arastirmayi

amagladik.

Erdostein (N-(carboxymethylthioacetyl)-homosysteine thiolactone) tiyol gruplari
iceren balgam sokiicii ajan olup, karacigerdeki metabolik siireci takiben salinan iki bloke
edilmis siilthidril grubu igerir. Bloke edilmis siilfthidril gruplarinin serbest radikal
temizleyicisi ve antioksidan aktivitesi vardir. Erdostein, igerdigi tiyol gruplar ile ortamda
bulunan serbest oksijen radikallerini inhibe eder ve Glutatyon gibi endojen antioksidanlarin
tretimini artirarak giliclii antioksidan etki gosterir. Erdostein’in ayrica nitrik oksit ve
ksantin oksidaz aktivitesini onleyerek serbest radikal olusumunu azaltti1 da bilinmektedir.

(Fadillioglu ve ark. 2003).

D vitamini ve analoglari, vitamin D reseptorleriyle c¢esitli dokularda anti-
inflamatuar, anti-timoral ve pleiotropik etki gostermektedirler. D vitamini; emilim, renal
atilm ve kemik mineralizasyonu gibi kalsiyum fosfor metabolizmasinin ¢esitli
basamaklarinda gorevi kanitlanmis bir molekiildiir. Ayrica farkli dokularda uygulanan I/R
hasar1 ¢aligmalarinda D vitamininin iyilestirici ve koruyucu etki sagladigi belirtilmis olup
ancak koruyucu etkisinin altinda yatan mekanizmanin aydinlatilmas1 gerektigi

vurgulanmaktadir (Seif ve Abdelwahab 2014).

Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda renal I/R hasarini azaltabilmek veya
onlemek icin sicanlarda bobrek I/R modeli olusturarak D vitamini ve Erdosteinin renal
iskemi reperfiizyon lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica iskemi yapilan
bobrek dokulardaki I/R hasar1 mekanizmasii aydinlatabilmek i¢in hasarli dokulardaki
oksidatif stres enzimleri ile beraber TRPM 6, 7 iyon kanallarinin gen seviyeleri,
Eritropoetin hormonu, Urotensin-II ile TGF-B1’in iskemi reperfiizyon patofizyolojisindeki

rollerini aragtimay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek
2.1.1. Bobreklerin Embriyonal Gelisimi

Embriyolojik gelisimde birbirleriyle ¢ok yakindan iligkili olan iiriner (bosaltim) ve
genital (lireme) sistemler, fonksiyonel olarak iirogenital sistemi olusturan bdliimlerdir.
Urogenital sistem, embriyonun posterior abdominal duvari boyunca yerlesen, intermedier
mozodermden koken almaktadir. Intermedier mezoderm, embriyolojik gelisimde
somitlerle baglantisin1 kaybederek dorsal aortun her iki yaninda ‘‘lirogenital kabarti
(kivrim)’’y1 meydana getirir. Daha sonra {iriner ve genital sistemleri olusturacak olan bu
kabart1 nefrojenik kordon (kabarint1) ve genital (gonadal) kabarint1 kisimlarin1 olusturur.
Boylece iiriner sistem, lirogenital kabartinin nefrojenik kordon (kabarint1) kismindan

olusarak kraniokaudal yonde gelisimini siirdiiriir (Moore ve Persaud 2002).

Uriner sistem, embriyolojik gelisimde pronefroz, mezonefroz ve metanefroz olmak
lizere birbirini izleyen {i¢ ayr1 kademede bir gelisim gosterir. Pronefroz ve mezonefroz
gecici, fonksiyonel olmayan yapilar olup, metanefrozlar kalici bobrekleri olusturan

fonksiyonel yapilardir (Moore ve Persaud 2002, Sadler 2012).

Pronefroz: ilk bébrek olarak adlandirilan bu yapi, insan embriyosunun servikal
bolgesinde, nefrojenik kordonun kranial kisminda nefrotom adi verilen bir miktar hiicre
toplulugu seklinde, gelisimin dordiincii haftasinin baslangicinda ortaya ¢ikar. Daha sonra
nefrotomlar liimen kazanarak kivrilmig pronefrik tiibiilleri olustururlar. Ayni bdlgede
ortaya c¢ikan bu pronefrik tiibiillerin lateral sonlar1 birbirleriyle birleserek kaudale dogru
uzanan pronefrik kanallarmi olustururlar. Gelismesi korelmis olan (rudimenter) bu
pronefrik sistem yapilari dordiincli haftanin sonunda dejenere olmalarina ragmen ancak
pronefrik kanallarm bir kism1 kalir (Seftalioglu 1998, Moore ve Persaud 2002, Sadler
2012).

Mezonefroz: Pronefrozlarin kaudal kisminda {ist torasik ve lumbar segmentlerin
ara mezoderminden gelisen orta satha bdbrek yapisi, pronefrozlarin gerilemeye
baslamasiyla gelisimin dordiincii haftasinin son dénemine dogru olugmaya basglar.

Mezonefrik tiibiiller medial ve lateral olmak tizere iki tarafa uzanirlar. Bu tiibiillerin medial



uzantilarinin ucunda glomerulus olustuktan sonra glomerulus etrafindaki bazi tiibiiller
bowman kapsiiliiniin yapisina katilir. Boylece bu mezonefrik tiibiillerin medial
uzantilarinin ucunda, glomerulus ve Bowman kapsiilii ile birlikte renal korpiiskiil gelisir.
Bu tiibiillerin lateral uzantilar1 ise mezonefrik kanala (Wolff kanali) agilir. Mezonefrik
kanal da once kloakaya daha sonra da iirogenital sisteme acilir. Bununla birlikte
mezonefrozlarin dejenerasyonu ise birinci trimesterin sonuna dogru gergeklesir ve
mezonefrik tiibiiller, erkeklerde testisin efferent kanalciklarini olustururken kadinlarda ise
bir kisim kalintilar birakarak dejenere olurlar. Boylece daha iyi gelismis olan mezonefrik
sistem yapilari, kalict bobrekler olusuncaya kadar ara (intermedier) bobrekler olarak

embriyoda iglev goriirler (Seftalioglu 1998, Moore ve Persaud 2002, Sadler 2012).

Metanefroz: Son bobrek olarak adlandirilan bu yapi, insan embriyosunun pelvik
bolgesinde intermediyer mezodermin metanefrik kismi (metanefrik blastemi) ile iireterik
tomurcuktan (metanefrik divertikulum), besinci haftanin erken donemlerinde gelismeye
baslar ve dokuzuncu haftanin sonunda da fonksiyon goriir hale gelir. Ureter, renal pelvis,
major ve minor kaliksler ile toplayici kanallar iireterik tomurcuktan (metanefrik
divertikulum) gelisim gosterirlerken, bobregin yapisinda bulunan nefronlar ise metanefrik
blastemiden gelisim saglarlar. Bununla birlikte renal korpiiskiil, proksimal ve distal tiibiil
ile henle kulpu hep beraber bobregin fonksiyonel birimi olan nefronu olusturmaktadirlar.
Metanefrik bobrekte, nefrogenezis doguma kadar devam eder ve bdylece gebeligin
sonunda gelismis her bir bobrekte, yaklasik olarak bir milyon adet nefron bulunur. Ayrica
glomertiler filtrasyon gelisimin dokuzuncu haftasinda baslamasina ragmen filtrasyon
oranindaki artis ve bobreklerin tam olarak fonksiyonel olgunlasmasi dogumdan sonra

gerceklesir (Seftalioglu 1998, Moore ve Persaud 2002).
2.1.2. Bobregin Anatomisi ve Histolojisi

Bobrekler, karin boslugunun iist ve arka tarafinda columna vertebralis’in her iki
yaninda retroperitoneal konumda olup, vertebral kolonun hemen lateralindeki
ekstraperitoneal bag dokusu i¢inde uzanirlar. Bobreklerin her biri yetiskin erkeklerde 125-
170 gr, kadinlarda ise 115-155 gr agirliginda olup, genigligi 5 cm, uzunlugu 10 cm ve
kalinlig1 2,5 cm olan, kirmizi-kahverengimsi renginde bir ¢ift organdir (Drake ve ark.

2011, Ergun ve Hayran 2014).



Sekil olarak fasulyeye benzeyen bobreklerin, facies anteriror (6ne ve disa bakan
yiiz) ve facies posterior (ice ve arkaya bakan yiiz) olmak iizere iki yiizii, margo medialis
(konveks i¢ kenar) ve margo lateralis (konkav dis kenar) olmak {izere iki kenari,
extremitas superior (Ust ug) ve extremitas inferior (alt ug) olmak tizere iki de ucu vardir.
Bobreklerin iist uglar1 12. torakal vertebranin iist kenar1 seviyesinde yer alirken, sag bobrek
alt ucu 3. lumbal vertebra seviyesine, sol bobrek alt ucu ise 2. lumbal vertebra seviyesine
kadar uzanir. Ust uglar1 birbirlerine daha yakin olarak yerlesim gdsteren bobreklerin alt
uclan crista iliaca’dan 2.5 cm yukaridadir. Ancak tist kisimlarinin diafragmaya dayanmasi
dolayisiyla bobrekler derin solunum ile 1-2 cm asagi inebilirler. Ayn1 zamanda 11. ve 12.
kostalarla komsu olan sol bobrek iist ucu, 10. interkostal araliga kadar ve 12. kosta ile
komsu olan sag bobrek {ist ucu ise 11. interkostal araliga kadar yer degistirebilir. Karmn
boslugunun sag iist yaninda karaciger bulunmasindan dolay1 sag bobrek sol bobrege gore

biraz daha asagida yer alir (Chung 2005, Ergun ve Hayran 2014).

Sag bobrek on yiizii; listte sag bobrek listii bezi, iist ve 6nde karaciger sag lobu, alt
uc medialde ince bagirsak kivrimlari ve lateralde flexura coli dextra ile, hilus seviyesinde
de duodenumun ikinci kismi ile komsudur. Sol bobrek 6n yiizii ise; iistte sol bobrek iistii
bezi, 6onde mide, dalak, hilum seviyesinde pankreas, altta flexura coli sinistra ve jejunum
kivrimlart ile komsudur. Her iki bobrek arka yiizii de iistte diafragma, bunun asagisinda
medialden laterale psoas major kasi, quadratus lumborum kasi ve transversus abdominis

kasi ile komsuluk yapar (Ergun ve Hayran 2014).

Bobreklerin medial kenarlarinin orta kisminda vertikal yonde seyreden ve icinde
bobrege giren ve ¢ikan damarlar, sinirler, renal pelvis, iireter, renal arter ve renal venin
bulundugu yariga ‘’hilum renale’’ denir. Hilum renale’de bulunan bu yapilarin yerlesimi
cerrahi olarak 6nemli olup, 6nden arkaya dogru renal ven, renal arter ve renal pelvis (ya da

tireter) seklinde yerlesim gosterirler (Drake ve ark. 2011, Ergun ve Hayran 2014).

Bobrekleri distan ice dogru saran yapilar; fascia renalis (gerota fasyasi; karin
duvarindaki subperitoneal fascia’nin devami olan capsula adiposa’yr distan saran yapi),
capsula adiposa (perirenal yag tabakasi; capsula fibrosa’y1 distan saran zengin yag tabaksi)

ve capsula fibrosa (bobregi distan saran, ince fakat oldukca saglam kollagen liflerden



yapilmis fibroz kilif) olarak siralanir. Fascia renalis ve karmn arka duvarinda bulunan
periton arasinda ise corpus adiposum pararenale (pararenal yag tabakasi) yer alir.
Bobrekleri normal lokalizasyonunda tutan en onemli yapilardan biri fascia renalis’tir.
Bununla beraber bobregin damarlari, komsu organlarin pozisyonu, capsula adiposa ve
pararenal yag tabakasi bobreklerin karin arka duvarinda normal lokalizasyonda kalmasina

yardimci olan diger yapilardir (Ergun ve Hayran 2014).
2.1.2.1. Bobregin Genel Yapisi

Bobrek, kenarindan gegen vertikal bir kesitle ikiye ayrilarak incelendiginde renk ve
fonksiyon olarak birbirinden farkli iki bolimden olustugu goriiliir. Daha koyu renkli
(kahverengi-kirmizi) ve ¢izgili olarak goriilen i¢ boliime renal medulla, daha agik renkli
(kirmiz1) olan dig boliime ise renal korteks denir. Bobregin orta kisminda bulunan ve hilum

renale’ye agilan bobregin sekline uygun bosluga renal siniis denir.

Renal Medulla: Idrarin iletilmesinde gorevli toplayict kanallar1 yapisinda
bulunduran renal medulla, 8-10 adet koni veya piramidal sekilli pyramis renalisler
(malpighi piramitleri)’den olusur. Pyramis renalis’lerin taban kisimlar1 bobrek dis yiiziine
dogru, tepe kisimlart da renal siniis’e dogru bakar. Pyramis renalis’lerin papilla renalis adi
verilen tepe kisminda toplayici kanallarin agildig1 ¢ok sayida delik (foramina papillaria)
vardir. Pyramis renalis’lerin aralarinda columna renalis (Bertini siitunlari) denilen kortikal
uzantilar bulunur. Her bir pyramis renalis ve etrafini saran columna renalis birlikte bir
bobrek lobunu olusturur. Bununla beraber bir bobrekte pyramis renalis sayist kadar bobrek
lobu bulunur. Her bir pyramis renalis tabanindan kortekse uzanan stria medullaris (Ferrein
uzantilart) denilen bu 1s1nsal uzantilarin her biri, birka¢ nefron grubu ile birlikte bir ya da
daha ¢ok sayida toplayici kanaldan olusur (Dere 2010, Ergun ve Hayran 2014, Sargon
2016).

Renal Korteks: Papilla renalis’ler disinda pyramis renalis’lerin etrafini1 saran
bobrek dokusudur. Bununla birlikte idrar yapimini saglayan anatomik olusumlar (renal
korpiiskiiller, kivrimli ve diiz tiibiiller, toplama tiibiilleri ve kanallar1) renal kortekste yer
alir. Pyramis renalislerin taban kisimlari ile capsula fibrosa arasinda kalan kortikal cevher

stria medullaris (medullar cevherin uzantis1 olup koyu renkli koni seklindeki yapilar) ve



columna renalis (pyramis renalis’ler arasina dogru uzanip piramitlerin etrafini sarar) olmak

tizere iki farkli yapidan olusur (Ergun ve Hayran 2014, Sargon 2016).

Renal Siniis: Renal hilus, bobrek i¢inde 2.5 cm derinliginde ve iginde renal pelvis,
renal kaliks, bobrege giren ve ¢ikan renal damarlar ve sinirler ile birlikte degisik miktarda
yag dokusunun da bulundugu, hilusun merkezi girintisi olan renal siniis olarak devam
eder. Renal pelvis dallara ayrilarak iki veya ii¢ adet major kalikse ayrilir. Iki veya ii¢ adet
mindr kaliks birleserek bir adet major kaliksi olusturur. Bir veya {i¢ adet papilla renalis ise
bir adet minér kalikse agilir. Boylece genelde her bir bobrekte iki veya ii¢ adet major kaliks

ve 10-12 adet mindr kaliks bulunur (Moore 1992, Ergun ve Hayran 2014, Sargon 2016).

Renal Meduillz Bertini Kolonu

Renal Kortek:
Major Kaliks

Renal Papilla

Renal Arter
Renal Sind z

— Bo&brek Hilusu

Renal Ven

Minor Kaliks 2
Renal Pelvis

Sekil 2.1. Bobregin genel yapis1 (Anafarta 1998)

2.1.2.2. Bobregin Damarlari ve Sinirleri

Bobregin kanlanmasi, 1. ve 2. lumbal vertebra’lar arasindaki discus intervertebralis
seviyesinde aorta’dan ayrilan renal arter ile saglanir. Renal arterler renal hilus’a girince
genellikle 5 adet segmental dala ayrilir. Segmental arter denilen bu dallar, renal siniiste
interlober arter dallarina ayrilir ve bu dallar columna renalis’e girip, pyramides renalis

tabaninda yan tarafa dogru kivrilarak arkuat arterleri olusturur. Béylece korteks ve medulla



arasinda seyreden bu arkuat arterler birbirleriyle anastamoz yapmazlar. Arkuat arterden
kortekse dogru ayrilan ve bobrek lobguklari arasinda ilerleyen dallar ise interlobuler
arterleri olusturur. Interlobuler arterlerden yana dogru ¢ikan ince dallar da afferent
glomertiler arteri olusturur. Boylece afferent glomertiiler arter bowman kapstiliiniin damar
kutbundan igeri girerek rete capillare glomerulare (glomerulus)’yi olusturur. Bu kapiller
yumaktan ¢ikan efferent glomeriiler arter ise nefron tiibiillerinin etrafinda olusturdugu rete
capillare peritubulare (peritubuller kapiller pleksus)’dan sonra vendz doniis baslar ve
boylece pleksus dallar1 interlobular venlere acgilir. Daha sonra sirasiyla arkuat ven,
interlobar ven ve sonunda renal veni olusturarak vena cava inferior’a agilir (Ergun ve

Hayran 2014, Sargon 2016).
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Sekil 2.2. Bobregin damarlari (Valerie ve Sanders 2014)

Her bir bobregin lenf drenaji nodi lumbales (aortici laterales)’e agilir. Bobrege
gelen sempatik sinir lifleri nervus splanchnicus minor, nervus splanchnicus imus ve
truncus sympathicus’un lumbal boliimiinden; parasempatik lifler ise nervus vagus’tan gelir

(Ergun ve Hayran 2014).
2.1.2.3. Bobregin Genel Histolojik Yapisi

Karin boslugunun arka kisminda retroperitoneal olarak yerlesim gosteren bobrekler,
ince ancak kollajen fibrinlerden zengin oldugu icin saglam bir fibroz kapstl ile Ortiilmiis
olup bu kapsiilde az sayida fibril de bulunur. Ancak yasla birlikte elastik fibrillerin sayisi

ve kapsiiliin kalinlig1 artis gosterir.



Bobreklerde idrar olusumunu saglayan en kiiclik anatomik ve temel fonksiyonel
birim nefrondur. insanda her bobrek yaklasik olarak 1 milyon nefron igerir. Her bir nefron
temel olarak sivinin filtre edildigi renal korpiiskiil (glomeriil ve bowman kapsiilii) ve filtre
edilen sivinin bobrek pelvisine akarken idrar niteligini kazandig1 renal tiibiiller (proksimal
tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici tiibiil) olmak iizere iki bdliimden olusur

(Juqueria ve ark. 1998, Singh 2011).

Kortekste yer alan renal korpiiskiil (malpighi cisimcigi) glomeriil ve bowman
kapsiilii olmak iizere iki yapidan olusur. Aynit zamanda renal korpiiskiilde damar kutup
(afferent glomeriiler arterin girip, efferent glomeriiler arterin ¢iktig1 kutup) ve idrar kutbu
(bowman kapsiil aralig1 ile proksimal tiibiil liimeninin baglandig1 boliim) olmak tizere iki

kutup vardir.

Renal kortekste interlobuler arterlerden yana dogru cikan ince dallarin afferent
glomeriiler arteri olusturup, bu arterin bowman kapsiiliiniin damar kutbundan igeri
girmesinden sonra afferent glomeriiler arter 6zel bir arteriyol kilcala dontistir. Boylece
glomertil, 50 kadar paralel dala ayrilip anastomozlar yapan arteriyol kilcal kapillerlerden
olusur. Daha sonra glomertiler kilcal kapillerler, ¢ap1 afferent glomeriiler arterin ¢capindan

daha kiiciik olan efferent glomeriiler artere doniistiikten sonra glomeriilden ¢ikar.

Glomertil iki tabakali epitelyal bir kapsiil olan bowman kapsiilii i¢inde yer alir.
Bowman kapsiiliiniin i¢ tabakasi (visseral tabaka) glomeriiliin kapillerlerini oOrter, dis
tabakasi ise (pariyetal) renal korpiiskiiliin en distaki siirin1 olusturur. Dig tabakay1 tek
kath yass1 epitel hiicreleri olusturur. i¢ tabakay1 ise kilcal damarlar iizerine oturan uzunca
stoplazma uzantilar1 olan epitel hiicreleri olusturur. Ayaksi bigimindeki bu uzantilar
dolayisiyla bu epitel hiicrelere podosit ad1 verilir. Podositlerin gdvdelerinden birkag¢ primer
uzant1 sekillenir. Sekillenen bu primer uzantilarin her biri ise pedisel denilen ¢ok sayida
sekonder uzanti olusturur. Bazal lamina ile dogrudan temas halinde olan bu sekonder
uzantilar glomertil kapillerlerini sarmis durumdadirlar. Podositlerin sekonder uzantilarinin
birbirleriyle aralarmmada 25 nm’lik mesafe olacak sekilde kenetlenmeleri dolayisiyla
filtrasyon yariklar1 olusur. Podositlerin stoplazmasinda ¢ok sayida mikrofilament,
mikrotiibiil, serbest ribozom ve bir golgi kompleksi bulunur. Visseral ve pariyetal tabakalar

arasinda ise bowman boslugu denilen bir bosluk vardir. Glomeriiler kilcallardan siiziilen



ultrafiltrat podositler arasindaki yariklardan ya da mikrotiibiiller araciligiyla bowman

bosluguna gelir.

Glomertiiler kilcal kapiller endotel hiicreleri ile podositler arasinda, bazal
laminalarin kaynasmasiyla meydana gelmis kalin bir bazal membran bulunur. Elektron
mikroskobu yardimiyla bazal membranin ortasinda lamina densa (elektron yogun tabaka)
ve her iki yaninda lamina rara (daha fazla elektron gecirgen tabaka) goriiliir. Lamina rara,
hiicrelerin tutunmasin1 saglayan fibronektin igerir. Lamina densa ise negatif yiikli bir
glikozaminoglikan olan heparan siilfat igeren bir matriks i¢inde tip 4 kollajeni, entaktin ve
lamininin olusturdugu ag seklinde bir yapidir. Glomeriil kapillerlerinde, endotel hiicreleri
ve podositler ile birlikte ayrica kapiller duvarina tutunan mezengiyal hiicreler de yer alir.
Mezengiyal hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 kapiller liimenine ulasacak sekilde endotel

hiicrelerinin arasina sokulur.

Bowman kapsiiliinlin pariyetal tabakasinin tek katli yassi epiteli, proksimal kivriml
tiibiillerde prizmatik epitelyum seklinde devam eder. Cok sayida uzamis mitokondri igeren
bu epiteldeki hiicrelerin apeksinde, firgamsi kenar1 olusturan ve emilim yiizeyini arttiran
cok sayida mikrovilluslar bulunur. Kivrimli bi¢imde baslayan proksimal tiibiil korteksten

medullaya dogru diiz sekilde devam eder.

Intermedial tiibiil olan Henle kulpu; inen ince, ¢ikan ince ve ¢ikan kalim kol olmak
tizere li¢ parcasi olan U seklinde bir yapidir. Henle kulpu’nun inen ince ve ¢ikan ince kol
tiibiil duvari, yassi epitel hiicreler ile ¢ikan kalin kol tiibiil duvan ise kiibik epitel ile

doselidir.

Renal kortekse yerlesmis olan distal tiibiil, tek kath kiibik epitel ile doseli olup
proksimal tiibiilden daha kisa oldugu i¢in histolojik preparatlarda proksimal tiibiile gore
daha seyrek goriiliir. Afferent ve efferent glomeriiler arter arasinda tiibiil limenine dogru
uzanan ¢ikan kalin henle kulpunun sonunda, distal tiibiiliin baglangicinda bulunan tiibiil
hiicrelerine makula densa denir. Bu hiicrelerin, renal korpiiskiiliin damar kutbunda,

afferent arteriyolden gegen kan miktarinin diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir.

Distal tiibiilden sonraki kisa baglanti kollar1 olan toplayici tiibiillerin duvarlari,

sinirlart ¢ok belirgin olamayan kiibik hiicreler ile doselidir. Toplayict tiibiiller renal korteks

10



ve medulla sinirinda uzanip birleserek renal medullaya gecerler ve bdylece bobregin

toplayici kanalciklarini olustururlar (Juqueria ve ark. 1998, Singh 2011, Cimen 2014).

Distal convoluted tubule
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Prosimal convoluted tubule Justamedullary
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- Collecting tubules

Papillary duct

Renal papilia

Sekil 2.3.Nefronun bdliimleri (Mescher 2009)

2.1.3. Bobregin Fizyolojisi

Bobrekler, viicuttaki yasamsal fonksiyonlardan sorumlu bir¢ok metabolik islevi
gerceklestiren diizenleyici ve salgilayict organlardir. Viicutta su ve elektrolit fazlasinin
idrarla birlikte viicut digina atilmasini saglayan bobrekler, kan basincinin ve viicut
stvilarinin ozmolarite ve hacminin diizenlenmesinde rol alan hayati organlardir. Ayni
zamanda bobrekler, su-elektrolit dengesinin diizenlenmesinin yani sira, viicutta metabolik
atiklarin, yabanci maddelerin ve diger bir¢ok metabolik {iriiniin idrar yoluyla viicuttan
uzaklagtirllmasinda Oonemli rol oynar. Boylece bdbrekler tiim bu metabolik islevleri,
glomeriiler filtrasyon, tiibiiler absorbsiyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve salgilama islevlerini
kapsayan karmasik bir dizi islem araciligi ile gergeklestirip i¢ ortamin kimyasal bilesimini

diizenler (Widmaier ve ark. 2014).
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2.1.3.1.Bobregin Metabolik Fonksiyonlar:

Viicuttaki sivi ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi: Viicuttaki tiim dokularin
hiicre hacimlerinin devamliliginin korunmasi i¢in viicut sivilarinin osmolalite ve hacminin
diizenlenmesi ¢ok dnemlidir. Bununla birlikte kardyovaskiiler sistemin normal fonksiyonu
icin gerekli olan viicut sivilarinin hacim kontrolii ve regiilasyonu, bobreklerin endokrin,
kardiyovaskiiler ve sinir sistemleri ile koordineli calisarak su ve sodyum atiliminm

diizenlemesiyle saglanmis olur.

Viicut s1vi osmolalite ve hacminin diizenlenmesinin yani sira bobreklerin 6nemli
bir diger fonksiyonu da elektrolit dengesini diizenlemeleridir. Bobrekler viicuttaki sodyum,
potasyum, klor, bikarbonat, hidrojen, kalsiyum ve fosfat gibi bazi inorganik iyonlarin

miktarlarinin diizenlenmesinde temel roli uistlenirler.

Asit-baz dengesi: Viicuttaki metabolik olaylarin ¢ogunun pH’ya duyarli olmasi
dolayisiyla, viicudun metabolik fonksiyonlar i¢in pH degerinin dar bir aralikta (7,35-7,45)
bulunmasi gerekmektedir. Viicut sivilarmin pH degeri, bobreklerin karaciger ve akciger ile
koordineli calismast ve viicut sivilarindaki tampon sistemleri araciligiyla dengede

tutulmaya caligilir.

Metabolik atik iiriinleri ve yabanc1 maddelerin atihmi: Ure, kreatinin, {irik asit,
hemoglobin metabolizmasinin iiriinleri ile birlikte hormon metabolitleri giinliik {iretime
uygun bir hizda bobrekler araciligiyla viicuttan uzaklastirilir. Bobrekler ayn1 zamanda
ilaglar, pestisitler, diger kimyasal ve yabanci maddelerin viicuttan uzaklastirilmasinda da

onemli rol oynarlar.

Ekstraselliiler sivi hacmi ve kan basincinin diizenlenmesi: Bdobrekler bu
diizenleyici ve atilim fonksiyonlarmmin yani sira ayni zamanda renin, eritropoietin ve
kalsitriol sentez ve salmimi yapan Onemli endokrin organlardir. Bobrekler
jukstaglomeriiler hiicrelerden salgilanan renin ile sodyum ve potasyum dengesini
saglayarak kan basincinin diizenlenmesinde Onemli olan renin-anjiotensin-aldosteron

sistemini aktive ederler.

Hormon iiretimi ve metabolizmasi: Bununla beraber bobreklerde renal

korteksteki peritiibiiler kilcal damarlarin endotel hiicreleri tarafindan salgilanan
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eritropoietin  hormonunun, kemik iligindeki eritrosit yapimint uyarmasi dolayisiyla
bobrekler  eritropoeziste  Oonemli  Olglide  rol  stlenirler.  Kalsitriol — (1,25-
dihidroksikolekalsiferol ya da aktif D3 vitamin), bobrekte proksimal tiibiillerde 1a-
hidroksilaz enziminin kataliz etkisi ile 25-hidrokolekalsiferoliin 1 numarali karbonuna bir
hidroksil grubunun eklenmesi ile olugsur. Kalsitriol, kalsiyumun gastrointestinal sistemden

emilimi ve kemiklerde depolanmasi igin gereklidir.

Metabolik etki: Bobrekler uzun stireli agliklarda amino asitlerden ve diger
onciillerden glikoneojenez yaparak kan glukoz diizeyinin diizenlenmesine katkida bulunur

(Widmaier ve ark. 2014, Koylii 2016).
2.1.3.2.Bobregin Kan Akim

Bobregin kan akimi erigkin bir bireyde ortalama olarak 1200 ml/dk kadar olup bu
miktar dakikada kalp debisinin %20-25’ine karsilik gelmektedir. Bébreklerin kanlanmasi
abdominal aorta’dan ayrilan renal arterler ile saglanir. Renal arterler bobrege renal
hilus’tan girince; renal hilus’ta segmental dallar, segmental arterler renal siiniis’te
interlobar arterler, kortikomediiller sinir diizeyinde interlobar arterler arkuat arterleri,
arkuat arterlerden dik acilarla korteks i¢cinde dallanan interlobiiler arterleri ve en son olarak
da interlobiiler arterlerden ayrilip glomeriil kapillerlerine kan tasiyan afferent arteriyolleri
olusturur. Boylece her bir nefronun kanlanmasi afferent arteriol ile saglanmis olur. Bu
kilcal damarlar, daha sonra besin maddeleri ve oksijen ile nefronun geri kalan kisimlarin
destekleyen ve nefron tarafindan geri emilen su, molekiiller ve iyonlarin uzaklastirilmasini
saglayan efferent arteriyolleri olusturmak {izere birlesirler. Boylece kan glomeriil
kapillerlerinden gecerek efferent arteriyollere aktarilir. Efferent arteriyoller de bobreklerin
geri kalan boliimlerinin kanlanmasini saglamak maksadiyla peritiibiiler kapiller ag:
olusturmak tizere dallanir. Ayrica efferent arteriyoller, renal medullanin beslenmesini ve
oksijen ihtiyacimi karsilamak i¢in peritiibiiler kapiller ag ile birlikte jukstaglomeriiler
nefronlarda, medullanin derinliklerine kadar uzanip sonra yeniden kortikomediiller sinira
dogru geriye kivrilip vasa rekta adi verilen diiz damarlar1 olusturur. Tim bu arteryel
dolasimdan sonra efferent arteriyol daha sonra renal arterlerlerle ayni yolu izleyen renal

veniillerle birleserek inferior vena cava’ya acilan renal venleri olusturur.
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Bobrek kan akimmin devamliginin saglanmasi, bdbregin metabolik islevleri icin
hayati 6nem tasimakla beraber ayrica bobrek i¢i birtakim diizenleme mekanizmalarinin
destegi ile genis kan basinci araliklarinda stirdiiriiliir. Boylece glomeriiler kapillerlerdeki
hidrostatik basincin  yiiksek (60 mmHg) olmast glomeriiler filtrasyonun hizli
gerceklesmesini saglarken peritiibiillerdeki diisiik hidrostatik basing (15 mmHg) sivinin
cabuk geri emiliminin ¢ok daha kolay olmasina olanak saglayacaktir (Guyton ve Hall

2011, Kéylii 2016).
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Proximal P Bowman's
convoluted & capsule Distal convoluted W
0 - = tubule /
{7z
Renal artery Renal vein 7 7
[ 1 .
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Pioximal A
Interlobar artery —— Arcuate vein skeant Vit | pacence
Outer I | . \‘
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Arcuate artery —= Cortical radiate vein
" ; Peritubular capillaries
Cortical radiate artery and vasa recta —
Inner

Afferant arteriole Efferent arteriole

— Glomerulus (capillaries) —|‘

I
Nephron-assoctated blood vessels Urine

Sekil 2.4. Bobregin kan dolagimi (Marieb ve Hoehn 2013, Bonventre ve Yang 2011)
2.1.3.3.Bobregin Tiibiiler Fizyolojik Islevleri

Bobreklerde idrar olusumunu saglayan temel fonksiyonel birim nefrondur ve
insanda her iki bobrekte yaklasik olarak 2 milyon nefron bulunur. Nefronlarin temel
fonksiyonel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan uzaklastirmak olup bu islev i¢in
glomertiler filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve tiibiiler sekresyon mekanizmalari ile 6zgiin

bir farklilasma gosteren tiibiil sistemiyle gergeklestirirler.

Bowman kapsiiliinde toplanan glomeriiler filtrat kanin hidrostatik basincina yanit
olarak olustuktan sonra buradan sirasiyla proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve en

son olarak da toplayici kanallara ilerler. Bowman boslugunda toplanan glomeriiler filtratin
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kimyasal bilesimi kan plazmasina biiylik oranda benzemesine ragmen makromolekiillerin
glomeriil duvarin1 gegememeleri nedeniyle glomeriiler filtratta hemen hi¢ protein

goriilmez.

Proksimal tiibiiliin baslangic kismini olusturan bowman kapsiiliinde bulunan
glomeriiler filtrattaki glukoz ve aminoasitlerin tiimii, su ve sodyum koriiriin %85°1, kii¢ciik
molekiillii proteinler ayrica fosfat ve kalsiyum da nefronun metabolik olarak en aktif
boliimii olan proksimal tiibiilde geri emilir. Bununla beraber proksimal tiibiiller kreatinin,
iirik asit, safra tuzlari, pek cok ila¢ gibi viicuda yabanci olan maddelerin de idrara sekrete

edilmesini saglar.

Proksimal tiibiil 6nce Henle’nin asagi dogru inen ince koluna bosalir. Henle’nin
inen ince kolu, yukar1 dogru uzanan ilk ince kolu ve yukari ¢ikan kalin kolunun suya
gecirgenlikleri ve aktif tagima 6zellikleri agisindan onemli farkliliklar1 bulunmaktadir.
Henle kulpu’nun inen ince kolu suya ¢ok fazla gegirgenlik gosterirken iire, Na® ve diger
soliitlere orta derecede gecirgenlik gosterir. Boylece renal medullaya dogru uzanan
henlenin inen ince kolu glomeriiler filtrata goére daha hipertoniktir. Henle kulpu’nun ¢ikan
ince kolu tire, NaCl ve diger soliitlere orta derecede gecirgenlik gosterirken suya karsi hig
gecirgen degildir. Henle’nin ¢ikan kalin kolunun ise metabolik olarak aktivitesi yiiksek
olup; burada filtre olan Na", CI' ve K'un %25’inin aktif tasima ile reabsorbsiyonu
gergeklesir. Bunlara ek olarak ayrica Ca’, Mg" ve HCOs™ gibi iyonlarin geri emilimi ve H"
sekresyonu henle kulpunun bu béliimiinde gergeklesir. Sonug olarak Henle kulpunun inen
kollarinin suya karsit gecirgen olmamalar1 dolayisiyla ¢ikan henle kulpunun igerigi,

kortekse dogru ilerledikg¢e hipotonik olur.

Distal tiibiilde iyon degisiminin gerceklestigi aktif bir sodyum iyonlar1 transportu
bulunur. Hormonal kontrol yoluyla aldosteron konsantrasyonu yeterince yiiksek oldugunda
distal tiibiillerde Na“™ geri emilirken K iyonlar1 digsar1 sekrete edilir. Bununla beraber
distal tiibiil ayrica idrara hidrojen ve amonyum iyonlarini salgilar. Nefronun bu bolimii
viicuttaki toplam su ve tuzlar1 kontrol etmesi yoniiyle su metabolizmasinin ve kandaki
asit-baz dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi i¢in organizmada i¢ ortamin

dengede tutulmasinda biiylik 6nem tagir.
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Toplayict kanallarin epiteli suya gegirgen degildir. Ancak su alimi azaldiginda
arka hipofizden salgilanan antidiiiretik hormon (ADH) etkisiyle toplayict kanallar suya
gecirgen hale gelir. Aym1 zamanda bu tiibiillerin asit salgilanmasinda ve HCOs5

salgilanmasinda da gorev alirlar.

Her iki bobrek, erigkin bir bireyde ortalama olarak 125 ml filtrat {iretir ve bowman
kapsiiliinde tiretilen bu filtratin 124 ml’si emilirken yalnizca 1 ml’si idrar olarak bdbrek
kalikslerine salinmasi neticesinde bireyde her 24 saatte ortalama olarak 1500 ml idrar

olusmaktadir.

2.2. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi reperfiizyon (I/R) hasari, tibbin pek ¢ok alaninda sik karsilasilan klinik bir
tablo olup bobreklerde oldukga ciddi sonuglara neden olabilen patolojik bir siirectir. Organ
transplantasyonu, serebrovaskiiler hastaliklar, major cerrahi girisimler, trombolitik tedavi,
hemorajik sok ve resiisitasyon, parsiyel nefrektomi ameliyatlari, iirolojik bir takim
girisimler, kardiyovaskiiler cerrahide aortik ya da periferik arteriyel klemp uygulamasi
sonras! gibi bir¢ok klinik durumda ortaya gikan I/R hasari; viicudumuzdaki tiim organlarda
kendini gosterebilen, pek ¢ok organ ve sistemde olumsuz etkiler yapan, klinik ya da
molekiiler olsun bircok basamagi yeterince aydinlatilmamis genis patofizyolojik bir

stirectir (Sieminov ve Arslan 2004, Legrand ve ark. 2008, Ozcan ve ark. 2015).

2.2.1.iskemi

Iskemi, bir organ veya dokuya gelen kan akiminin cesitli nedenlerle yetersiz hale
gelmesi veya durmasina bagli olarak doku ve organin ihtiya¢ duydugu oksijen ve besin
maddelerinin dolagim tarafindan saglanamamasi ve ayrica bu siiregte olusan atik iirtinlerin
yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir (Orrenius ve ark. 1992).
Iskemiye bagli olarak dokulara giden oksijenin azalmasi sonucunda doku hipokside kalir
ve boylece hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar. Bu siliregte olusan iskemik hasar, dokunun
iskemiye olan duyarlilig1 ve hipoksinin siddetine bagl olarak, hiicresel enerji depolarinin
bosalmas1 ve toksik metabolitlerin dokuda birikmesine yol acarak hiicresel hasar ve
sonrasinda hiicre dliimiine kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal reaksiyona neden olur
(Welbourn ve ark. 1991, Zimmerman ve Granger 1992). Dokularda gelisen iskemik hasar,

dokunun iskemide kaldig1 duruma gore; organin ¢esitli nedenlerle kan akimindan yoksun
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oldugu durumlarda meydana gelen sicak iskemi doénemi (ilk dénem) ve organin viicut
disinda koruyucu sivilar iginde nakline kadar olan siirede kan akiminin olmadigi
durumlarda olusan soguk iskemi donemi (ikinci donem) olmak iizere iki sekilde ortaya

cikar (Coskunfirat ve ark. 2010).

Saglikli hiicrelerde metabolik fonksiyonlar aerobik metabolizma ile siirdiiriiliirken,
iskemili hiicrelerde dokuya gelen kan akimimin azalmasi ya da kesilmesi ile oksidatif
fosforilasyon azaldigi i¢in enerji kaynagi olan fosfokreatin ve adenozin trifosfat (ATP)
sentezinin azalmasi1 sonucunda metabolik fonksiyonlar anaerobik metabolizma ile
stirdiiriilmektedir. Aerobik dokularda tiretilen ATP adenozin monofosfat (AMP), adenozin,
inozin ve hipoksantine parcalanir. Olusan hipoksantin ise ksantin dehidrojenaz (KDH) ile
ksantin ve iirik asite metabolize edilir. Aerobik dokularda hipoksantinin, KDH ile olan
metabolizmasinda elektron alici olarak NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside
formu) kullanildig1 igin, toksik oksijen radikalleri olusmaz. Iskemik dénemde ise ATP
tiretimi durmus olmasina ragmen kullanimi1 devam ettigi i¢in ATP’den, AMP ve adenozin
olusur. Boylece olusan adenozin hizla hiicre disina difiize edildikten sonra inozin ve
hipoksantine parcalanir. Dolayisiyla iskemik dénemde, yliksek enerjili fosfat bilesiklerinin
yikimina baglh olarak dokuda piirin metabolitlerinin birikmesi sonucu KDH, ksantin
oksidaza (KO) déniistiigii i¢in hipoksantin, KO ile metabolize edilir. iskemik dokuda
hipoksantinin, KO ile olan metabolizmasinda molekiiler oksijen (O2) kullanildig1 i¢in ara
iriin olarak toksik oksijen radikaller iiretilir (Parks ve ark. 1988, Li ve Jackson 2002,

Yapca ve ark. 2013).

Uzun siire devam eden iskemi durumunda hiicre enerji depolarinin bosalmasi, hiicre
membraninda bulunan ATP bagimli Na'K'-ATPaz pompasinin inhibisyonuna yol agar.
Boylece ATPaz pompa inhibisyonu, Na* ve Ca™ iyonlarmin hiicre i¢inden hiicre disina
gecisini durdurur ve sonugta hiicre icinde K* iyonlar1 azalirken intraselliiler Na* ve Ca™
iyonlarmin konsantrasyonu artmis olur. Intraselliller Na artis1, pasif difiizyonla suyun
(H20) hiicrelere gecisini artirarak hiicrelerde sismeye neden olmaktadir ve daha sonra
anaerobik metabolizma iiriinlerinin birikimi ile bu hiicresel sisme daha da artmaktadir.
Na'K'-ATPaz pompa inhibisyonu ile beraber ATP bagimli olmayan Na*-Ca*? pompasi da
intraselliiler Ca*? iyon konsantrasyonununu arttirir. Bdylece intraselliiler artan Ca* iyon

konsantrasyonu, hiicre icin sitotoksik olup membran fosfolipitlerinin yapisini bozarak ve
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membran permeabilitesini degistirerek hiicrelerde patolojik olaylarin baslatilmasina sebep
olur (Carini ve ark. 1999, Carden ve Granger 2000). Bununla beraber hipoksi siiresi
uzadik¢a fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu olusan arasidonik asit, mitokondriyal
enzimleri inhibe edip serbest radikal olusumunu arttirarak hiicresel hasara neden
olmaktadir.

Iskemi siirecinde reoksijenizasyon ile reperfiizyon saglanmaktadir. Bdylece
reoksijenizasyon ile iskemi sirasinda olusan KO, O>’yi kullanarak biriken hipoksantini
ksantine donlstiiriip serbest oksijen radikalinin asir1 miktarda olugmasina neden olur.
Reperfiizyon mediatorleri olarak bilinen bu serbest oksijen radikalleri, hiicre membran
lipidlerini oksidasyona ugratarak, lipidlerden aldehid ve MDA gibi toksik iiriinlerin
meydana gelmesini saglar. Ayrica olusan oksijen radikalleri DNA ile de tepkimeye girerek
DNA’nin oksidatif hasarina yol acarak niikleik asitlerde baz degisimleri ile beraber
DNA’da zincir kirilmalarina sebep olur (Carden ve Granger 2000, Yapca ve ark. 2013).

Anaerobik glikoliz ile ATP iiretilerek enerji acig1 giderilmeye caligilir. Ancak
glikojenin hizla tilkkenmesi ve biriken metabolitlerin dolagim ile uzaklastirilamamasina
bagl olarak hiicrede laktik asit ve karbondioksit birikir ve dolayisiyla hiicrede pH diiser
(Kumar ve ark. 2000).

Cesitli organlarm iskemiye kars1 verdikleri cevap temelde ayni olmasina ragmen
organlara 6zgii bazi farkliliklar vardir. Iskemik hasarin siddeti; doku ya da organa giden kan
akimindaki azalmanin miktarina ve organ veya dokunun iskemiye maruz kaldig: stireye bagl

olarak gelisip, geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz hiicre ve/veya doku zedelenmelerine

neden olabilmektedir (Kandilci ve Giimiisel 2005).

18



v
Mitokondri oRil T:F
mokondr FDSF vu"
L ate
\lr Ma pompasi b Glikolizis Diger etkiler
Ca*, H0 ve L Glikoien 4 pH Ribozomlarin
| g ayrilmasi
Ma  girigi
4K pompasi l t
l Protein
Miikleer sentezi
Hiicresel sisme kromatin
Mikrovilluslann kiimelesme 4'
kaylm
Kabarciklar Lipid
ER Sigmesi depolanmasi

Sekil 2.5. Iskemi doneminde hiicresel degisiklikler (Kumar ve ark. 2000).
2.2.2. Reperfiizyon

Sicak veya soguk iskemiye bagli olarak dokuda ortaya ¢ikan enerji ve oksijen
ithtiyacinin karsilanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi i¢in doku ya da organin
yeniden kanlanmasi reperfiizyon olarak tanimlanir (Montalvo-Jave ve ark. 2008). Boylece
hipoksik dokuya reperfiizyon ile kan akiminin ve oksijenin yeniden saglanmasiyla geri
doniigsiiz hiicre hasar1 onlenmis olup, iskemik doku ya da organin iskemiden oOnceki
fonksiyonlar1 yeniden kazandirilarak organ ya da dokunun korunmasi reperfiizyon ile
saglanmaya caligilir. Ancak iskemik organda kan akisi her ne kadar normale donse de
iskemik organ, fonksiyonlarini kismen kazanir ve ayrica uzun siireli iskemi sonrasi olusan
hasardan sonra dolasimin tekrar restore edilmesinin, hiicreyi geri doniisiimsiiz

zedelenmeye ugratabilecegi belirtilmektedir (Manson ve ark. 1983, Knight ve ark. 1991,
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Frangogiannis 2007). Bdylece bu durum, iskemi reperfiizyon hasar siirecinde iskemik
hasara gore dokudaki ana hasarin reperfiizyon fazi sirasinda olustugunu gostermektedir
(Parks ve Granger 1986, Sehirli ve ark. 2008). Ayn1 zamanda reperfiizyon doneminde,
iskemi sonrasi aniden artmis kan akimina bagli olarak siiperoksit iyonlari, hidrojen peroksit
ve hipoklorik asit gibi serbest oksijen radikal (SOR) yapimimin hizli artis1 ile beraber
bir¢ok mekanizmanin dokudaki bu ana hasarin olusmasinda rol aldig1 gosterilmistir.

Reperflizyon hasarinin  olusumunda baglica iki mekanizma etkilidir. Bu
mekanizmalardan biri; SOR’un agiga ¢ikmasi, digeri ise ATP bagimli iyon kanallarinin
islevselligini kaybetmesi sonucu iskemik dénemde hiicrede artan Ca'? iyon
konsantrasyonunun, fosfolipaz ve proteazlari aktive ederek membranlardaki yag asidlerini
parcalamasidir. Reperfiizyon siirecinde KO, oksijeni kullanarak iskemik donemde dokuda
biriken hipoksantini metabolize ederken ¢ok miktarda serbest radikal olusumuna neden
olur (Jennings ve Reimer 1991, Wilhelm 1990, Udassin ve ark. 1994). Boylece artan SOR
birgok molekiille dogrudan veya dolayli olarak reaksiyona girerek hiicresel hasar1 olugturur
(Akkog ve ark. 2008).

Ayrica iskemi doneminde toksik metabolitlerin birikmesine bagli olarak
antioksidan mekanizmanin olumsuz etkilenmesi de hiicrenin hasara karsi savunmasiz

kalmasina neden olur (Valko ve ark. 2007).
2.2.3. iskemi Reperfiizyon Hasarimn Fizyopatolojisi

I/R hasar1 fizyopatolojisi; iskemik siirecte baslayan hiicresel hasarmn reperfiizyon
fazinda artarak devam eden, birbirleriyle iliskileri karmagik olan bir dizi hiicresel ve
humoral olaylar serisidir. SOR, polimorf niiveli 16kositler (PMNL), kompleman sistem ve
endotel hiicreleri bu hasarin baslica nedenleri arasinda sayilmaktadir (Homer ve ark. 1997,

Monsinjon ve ark. 2001).
2.2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
tasiyan, kimyasal olarak reaktif olan atom veya molekiillerdir. Bunlar yapilarinda bulunan
ortaklanmamis  elektronlardan  dolayr reaktiftirler. Serbest radikaller, normal
metabolizmanin siirdiiriilmesinde bir¢ok fizyolojik ve patolojik tepkimeler esnasinda

fizyolojik olarak antioksidan dengeyi koruyacak sekilde hiicrelerde diisiik diizeylerde
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tiretilmektedirler (Akkus 1995, Cakatay ve Kayali 2006). Bunlarin olusum hizi ile
inaktivasyon hiz1 arasinda belli bir denge oldugu siirece serbest radikallerin canli {izerinde
herhangi bir etkisi olmamaktadir. Ayn1 zamanda oksidan molekiillerin belirli bir diizeye
kadar olan artis1 viicuttaki dogal antioksidan molekiiller ya da enzim sistemleri tarafindan
etkisiz hale getirilmektedir. Yani saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve
antioksidanlarin bu oksidanlar1 etkisizlestirme gilicii bir denge halindedir. Bu denge
halindeki durum herhangi bir sebeple bozulur ya da bu bilesiklerin olusum hizi
inaktivasyon hizindan yiiksek olursa oksidatif stres meydana gelmekte ve serbest
radikallere bagli hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (Cavdar ve ark. 1997, Cakatay ve Kayal
2006).

Serbest radikallerdeki asir1 artis viicut icin tehlike olusturup hiicre
zedelenmesindeki en oOnemli mekanizmalardan biri olan serbest radikallere bagl
zedelenmeye neden olur. Serbest radikaller, yapilarindaki eslenmemis elektrona bagh
olarak olduke¢a reaktif olduklarindan hiicrelerin lipid, protein, deoksiriboniikleik asit,
karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederek kolayca reaksiyona girme
egilimindedirler (Sentiirk ve ark. 2008, Tiimay 2010). Ayn1 zamanda bu radikaller yag
asidi bakimindan zengin hiicreler ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olur
ve bdylece hiicre membran biitiinliigiinii bozarak membran permeabilitesini arttirir, bu da
iyon transportunda bozulmaya neden olur (Memigogullar1 2005).

Insan viicudunda molekiiler oksijenin kullanilma orani1 ve dagilimi ¢ok yiiksek
oldugundan serbest radikal denilince ilk akla gelen bilesikler serbest oksijen radikalleridir
(SOR) (Weight, 1996). Bunlarin c¢esitli endojen ve ekzojen kaynaklari olmakla birlikte,
biyolojik sistemlerde olusan en 6nemli serbest radikaller oksijen kaynakli olup bu tiirler
arasinda en sik karsilasilanlari; siiperoksit radikali (O27), hidroksil radikali (OH"), hidrojen
peroksit (H20:) ve singlet oksijen ('02) ’dir.

Hemen tliim aerobik hiicreler mitokondriyel enerji metabolizmasinda tiikettikleri
oksijenin %1-5 kadarin1 serbest siiperoksit radikal anyonu seklinde sonlandirmaktadirlar.
Stiperoksit direkt olarak fazla zarar vermemekle beraber bunun asil Onemi, hidrojen
peroksid kaynagi olmas1 ve gecis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir (Akkus ve
ark. 1995). Boylece hidrojen peroksit kaynagi olarak dolayli yoldan hem lipid

peroksidasyonunu baslatir hem de antioksidanlar1 oksitleyebilmektedir.
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Hidrojen peroksit, serbest radikal degildir ancak membrandan kolayca gecebilmesi
dolayisiyla ¢ok Onemli olup gecis metallerinin varliginda ¢ok zararli olan hidroksil
radikalini olusturur. Ayn1 zamanda bu molekiil proteinlerde hem grubunda bulunan demir
ya da bakir ile reaksiyon vererek gii¢lii oksitleyici 6zelligi olan demir formlarini olusturup
hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baslatir (Giinaydin ve Celebi 2003, ).

Metal iyonlarmin varliginda hidrojen peroksitten olusan hidroksil radikali, serbest
radikaller i¢cinde biyolojik sistemlere en fazla hasar yapan oksijen radikalidir. Yarilanma
omrii ¢ok kisa olup olusum yeri veya yakini ile reaksiyona girdigi i¢in hasar derecesi
olusum yerine bagli olmaktadir (Gilinaydin ve Celebi 2003).

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan ancak
oldukca reaktif bir oksijen molekiiliidiir. Bu molekiil hem serbest radikal reaksiyonlar1
sonucu meydana gelir hem de serbest radikal reaksiyonlarmin baglamasina neden olur
(Stadler ve ark. 2007). Ayn1 zamanda hidroksil radikali kadar etkili bir sekilde, lipid
peroksidasyonunu baslatabilmektedir (Akkus 1995).

Aerobik kosullarda olusan SOR, hiicrenin sahip oldugu antioksidan sistemi
sayesinde sitotoksik olmayan f{iriinlere dontstiiriiliir. Ancak asir1 SOR artis1 ya da
antioksidan sistemin yetersizligi ile oksidatif stres meydana gelmektedir (Cakatay ve
Kayal1 2006).

Serbest radikallerin lipitler lizerine olan etkilerinden en onemlisi lipit peroksidasyonudur
(Niki ve ark. 1987). Reperfiizyon hasarinin en énemli nedeni olan lipit peroksidasyonu, yeni
serbest radikallerin olusumuna zemin hazirlar. Boylece olusan SOR’lar hiicre membraninda
bulunan kolesterol ve doymamis yag asitleri ile kolayca reaksiyona girerek lipit
peroksidasyonunu baglatirlar (Halliwell ve Gutteridge 1984, Younes ve Siegers 1984). Lipit
peroksidasyonunda, hiicre membran fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitleri lipit
hidroperoksitlerini olusturmak icin oksijen radikali ile reaksiyona girdikten sonra ¢oklu
doymamig yag asitlerinin oksitlenmesi ile yag asidi radikali olusurken, olusan bu radikale
oksijen eklenmesi ile de lipit peroksi radikali meydana gelir (Akkus, 1995). Lipit
peroksitlerinin  yitkimindan olusan iiriinlerden birisi de I/R  hasarinda lipid
peroksidasyonunun en Onemli gostergelerinden biri olan malondialdehittir (MDA)
(Gutteridge, 1995). MDA membran komponentlerinde polimerizasyon ve c¢apraz

baglanmalar yapmasi1 dolayisiyla MDA; deformasyona, membrana bagli enzim
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aktivitesinde ve iyon ge¢islerinde bozulmaya, hiicre yiizeyindeki bilesenlerde agregasyona

sebep olarak membran yapisin1 bozar (Gradner 1979).

¢

lipid parcksidasyonu

MDA ve diger aldehidler
hidrokarbonlar
konjuge dienker

Sekil 2.6. iskemi/Reperfiizyon hasarinin sematik goriiniimii (Can 2014).

2.2.3.2. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)

Doku iskemisi sonrast dokudan agiga c¢ikan (platelet, endotel ve nétrofillerden)
kemotaktik sinyaller, nétrofil adezyon ve diapedez siirecini baslatir. I/R hasarinda
l6kositlerin aktivasyonu ve migrasyonunu takiben 16kosit endotel hiicre adezyonu meydana
gelmektedir. Aktive olmus PMNL’lerin saliverdikleri yiiksek orandaki SOR, sitotoksik
enzimler ve sitokin salinimini, mikrosirkiilasyonda olusturduklar1 obstriiksiyon ve vaskiiler
permeabilitedeki artis hasara neden olmaktadir (Eltzschig ve Collard 2004, Frangogiannis
2007).

Lokositlerin dokuya yerlesebilmelerinin 6n kosulu endotel hiicrelerine adezyonu
olup baslangigta 16kositler ve aktive olmus endotel hiicreleri arasinda olusan adezyona E-

selektin, P-selektin ve L-selektin aracilik eder. Bu sekilde adezyona ugramis lokositler
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C5a, Lokotrien B4 (LTB4), Interlokin 8 (IL-8) ve platelet aktive edici faktor (PAF)
araciligi ile aktive edilirler ve yiizeylerinde CD11b/18 molekiilleri belirir. Boylece
CD11b/18 ve ICAM-1 etkinligi sonucu daha 6nce olusan adezyon gii¢lenir. Daha sonra
trombosit-endotel hiicresi adhezyon molekiilii 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilari
arasindaki etkilesim ile 10kosit transmigrasyonu gerceklesir ve bdylece aktive lokositler
damar disina ulaginca hasar bolgesine dogru goc¢ etmeye baslarlar (diapedez) (Woodfin ve
ark. 2007). Hasarl1 dokuya olan 16kositlerin kemotaksisi kompleman sistem unsuru (C5a),
LTB4 ve IL-8 yoluyla saglanir (Cotran ve ark. 1995). Ayn1 zamanda I/R sirasinda olusan
tiimdr nekrozis faktor alfa (TNF-a), interlokin 1 beta (IL-1B), PAF ve kompleman sistemi
gibi inflamatuar aracilarin hepsi 16kosit gogiinii artirir (Serizawa ve ark. 1996)
SOR olusumu ve I/R hasarinda énemli bir kaynak olan polimorf niiveli 16kositlerin

aktivasyonu, sonugta organ hasarina neden olan bir¢ok siirecin 6nemli bir agamasi1 olup
tiim bu basamaklar sonucunda dokuda hasarin geniglemesine neden olurlar (Siemionow ve

Arslan 2004).

2.2.3.3. Sitokinler ve Kompleman Sistem

I/R hasarinda kompleman sistemin aktivasyonu sonunda; C3a, C5a, iC3b ve C5b-9
proinflamatuar komponentleri olusur. C3a ve C5a lokositleri aktive eden
anaflotoksinlerdir. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin uyarilmasina ek olarak CS5a;
makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-1b, monosit kemoatraktan protein
(MCP)-1, TNF-a, IL-1 ve IL-6 {iiretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder.
(Thrane ve ark 2007). C5b-9 ise; endotelde IL-1a, IL-8 ve MCP-1 salgisin1 uyararak
16kosit aktivasyonu ve kemotaksisi arttirir. Ayni1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu
inhibe ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusun
bozulmasina neden olur (Zhang ve ark 1999, Sener ve Yegen 2009).

Hastaliklarin  fizyopatolojisinde rol alan ve terapdtik potansiyeli bulunan
sitokinlerin, immiin sistem hiicrelerinin aktivitelerini dikkate alarak, inflamatuvar yanitlari
destekledikleri ve hematopoez gibi bir¢ok fizyolojik olayda onemli rol aldiklar
gosterilmistir. Hiicresel savunmada ¢ok dnemli rolii olan sitokinler fonksiyonel olarak iki
grupta siniflandirilirlar. Bunlardan proinflamatuar olarak nitelendirilenlerden bazilari;
TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 ve antiinflamatuar olarak nitelendirilenlerden
bazilarn ise IL-4, IL-10, TGF-B’dir (Elenkov ve Chrousos 2002, Paramalingam ve ark
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2007). Allogenik organ transplantasyonunu takiben olusan bobrek inflamasyonu,
enfeksiyon ve akut-kronik atilim reaksiyonlarinda sitokinlerin 6nemli rol oynadig:

bilinmektedir (Suzuki ve ark. 1991).

2.2.3.4. Endotel Hiicresi

I/R hasan siirecinde endotel hiicrelerinin énemli rolii bulunmaktadir. Bu siirecte
oksidatif stres, endotel hiicrelerinin aktivasyonunun ve islevlerinin bozulmasina neden
olur. Endotel hiicreleri SOR i¢in dnemli bir tiretim kaynagidir. Bununla beraber ayrica
endotel hiicreleri mikrovaskiiler homeostazdan sorumlu olan endotelin ve nitrik oksit
(NO)’1 tiretir. NO- arteriyel dolasimda, endotelin vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme
egilimde olup venlerde ise bu durumun tam tersi séz konusudur. I/R hasar siirecinde NO:
/endotelin oran1 endotelin lehine bozularak arteriyel vazokonstriksiyon venlerde
vazodilatasyon olur (Garcia-Villalon ve ark. 2008, Sener ve Yegen 2009). Boylece I/R
hasarinda serbest radikallerin olusum kaynagi olarak tanimlanan ve mikrovaskiiler
hemostazisten sorumlu olan endotel hiicreleri, NO+/endotelin oranini, NO' y6niinde
degistirerek, reperfiizyon sirasinda SOR'un hizla olusumuna neden olarak, hiicreyi
reperfiizyon hasarma karst savunmasiz birakir (Webb ve Meek 1997, Sener ve Yegen
2009). Ayica endotel hiicresi bunlara ek olarak vazomotor etkinlikleri diizenlemesi ve
hasara cevap olarak salgiladigi mediyatorler nedeniyle son zamanlarda giderek fazla ilgi

cekmeye baslamistir.

2.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinin Bobreklere Etkisi

Klinikte sik olarak karsilasilan sorunlardan biri olan akut bobrek yetmezliginin
patogenezinde, genellikle bobrege gelen kan akiminin yeterli olmamasinin 6nemli bir yer
tuttugu goriiliir. Iskemik bobrek yetmezligiyle ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmis ve hala

yapiliyor olmasina ragmen tiim mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir.

Bobreklerde; kardiyak yetmezlikler, renovaskiiler cerrahi miidahaleler sirasinda,
trombozlarin  sonucu olarak, emboli durumlarinda, hipovolemik sok, ve organ
transplantasyonlar1 gibi pek ¢ok klinik durumlar sirasinda akut I/R hasar1 olusabilmektedir
(Woolfsan ve ark. 1994, Weight ve ark. 1996, Donnahoo ve ark. 2000). Bu hasarin siddeti

ise iskemi stresine bagli olarak degismektedir. Renal iskemi reperfiizyon, akut bobrek
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yetmezliginin en etken mekanizmalarindan biri olup, bobreklerde I/R hasarmmn altinda
yatan mekanizma hipoksi, serbest radikal hasar1 ve inflamatuvar cevaplarla iliskili olan
multifaktoriyel birtakim hiicresel ve humoral olaylarin sonucudur (Hassoun ve ark. 2007,
Golab ve ark. 2009). Iskemik hasardan sonra gelisen akut bobrek yetmezligine bagl olarak
glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, bobrek damarlarinda direng artisi, tiibliler nekroz,
vaskiiler endotel hiicrelerinde ve tiibiiler epitelyum hiicrelerinde degisiklik gibi bircok
metabolik ve yapisal degisiklikler olugsmaktadir (Aydogdu ve ark. 2005). Reperfiizyon
doneminde olusan hasarda ise hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest
oksijen radikal tiirevleri basta olmak tiizere bircok mekanizmanin etkili oldugu
belirtilmektedir. Niikleik asitler, proteinler, zar lipitleri ve deoksiriboniikleik asit
molekiilleri reperfiizyon hasarina karsit en fazla duyarli olan hiicresel diizeydeki yapilar
olup (Sener ve Yegen 2009) proksimal tiibiil epitelyum hiicreleri ise akut tiibiiler nekrozun
goriildiigli ve akut bobrek yetmezligi patogenezinde oOnemli rolleri olan hiicrelerdir

(Ozdamar ve ark. 2010).

2.3.1. iskemik Faz

Yapilan deneysel c¢aligmalarda bobrege gelen kan akimi, dokunun metabolik
ithtiyaclarimi karsilayamayacak diizeyde oldugunda, renal tiibiiler hiicrelerde baz1 patolojik
olaylarin baglamasiyla beraber, iskeminin renal kan akimi ve glomertiler filtrasyon hizinin
(GFH) azalmasi ile sonuglandig1 gosterilmistir (Huet ve ark. 1997). Iskemik akut renal
yetersizlik; azalmig kardiyak debinin eslik ettigi renal arter stenozu ya da tikaniklig1 veya
intrarenal kiicik damarlarin ateroskleroz, ateroemboli, vaskiilit gibi nedenlerle
hasarlanmasi sonucu gelisen yetersiz kan akimiyla baglar (Bonventre 1993).

Hiicresel diizeyde bakildiginda ise; intraselliiler ATP miktarinin diismesiyle beraber
aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya ge¢is iskemiye bagli olarak olusur.
Boylece hiicrede enerji depolarmin bosalmasi sonucu hiicre zarinda bulunan Na'K*-ATP
az pompast inhibe olur. Sonug olarak hiicrede Na* ve Ca*? iyon konsantrasyonlari artar.
Hiicre i¢i kalsiyum artigi; hiicre i¢i yolaklarin aktivasyonu i¢in 6nemli bir uyaran olup
proteazlar, fosfolipazlar ve endoniikleazlar gibi ¢ok sayida enzimi aktif hale getirir.
Proteazlarin aktivasyonu hiicre iskeletinin yapisinin bozulmasina neden olurken
fosfolipazlarin aktivasyonu ise hiicre zarinin yapisinin bozulmasina sebep olur. Ayrica

endoniikleazlarin aktivasyonu da kromatin parcalanmasina neden olur (Robbins ve ark.
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1995). Boylece hiicre iskeletinin bozulmasi ve oOzellikle proksimal tiibiillerdeki
mikrovilluslarin  kaybiyla devam eden siireg, tiibiillerde yiizey alaninin ve emilim
etkinliginin azalmasiyla tiibiiler disfonksiyona neden olur (Sharfuddin ve Molitorris 2011).
Dolayistyla tiibiillerdeki bu fonksiyon bozuklugu, distal bdliimlere ulasan soliit miktarini
artirmakla beraber glomeriiler vazokonstrilksiyon ve glomeriiler filtrasyon hizinda
azalmaya sebep olan tiibiiloglomeriiler feedback mekanizmasi ile bobrek medullasinda
kortekse gore az olan kan akimini vazokonstriiksiyonla daha da azaltir (Lameire ve
Vanholder 2004, Sharfuddin ve Molitorris 2011). Boylece bobrek medullasinda iskemiye
bagli olarak olusan hipoksi hem hiicresel enerji depolarinin azalmasina hem de endotel ve
diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasina neden olur. Bu da hiicresel
sisme ve cevre dokularda hipoksinin artmasina yol acar (Friedewald ve Habb 2004).
Ayrica bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile beraber proinflamatuar
sitokinlerin ve l6kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artis goriilirken antioksidan
enzimlerin yapiminda bir azalis goriiliir. Dolayisiyla bu durum hiicreyi, reperfiizyon

siirecinde olusan hasara kars1 dayaniksiz hale getirir (Sener ve Yegen 2009).
2.3.2. Reperfiizyon Fazi

Reperfiizyon siirecinin bobrekte daha karmasik reaksiyonlar zincirini tetiklemesine
bagl olarak, I/R hasar siirecinde dokudaki ana hasarin reperfiizyon fazi sirasinda olustugu
kabul edilmektedir (Parks ve Granger 1986). Reperflizyon siirecinde iskemi sonrast aniden
artmis kan akimina bagli siiperoksit iyonlari, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi
serbest oksijen radikal yapimi artarak oksidatif hasar iyice belirginlesmektedir.

Iskemik dénemde oksijen yokluguna bagl olarak hiicresel enerji kaynagi olan ATP
yeterince sentezlenemez ve hiicrede var olan ATP’nin enerji gereksinimi i¢in kullanilmasi
sonucunda AMP ve adenozin olusur. Adenozin daha sonra inozin ve hipoksantine,
hipoksantin de ksantin dehidrojenaz (KDH) enzimi tarafindan ksantin ve firik asite
doniistiiriliir. KDH enzimi nikotinamid adenin diniikleotid okside formu (NAD")’nu
kullanarak normal sartlarda ksantini, iirik asite doniistiirlir (Weight ve ark. 1996, Lameire
ve Vanholder 2004). Ancak reperfiizyon siirecinde KDH enzimi KO’a doniisiir ve boylece
toksik radikal kaynagi olan ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniisiimii,

hipoksantin ksantin olusumu ve ayrica bu siirecte bol miktarda siiperoksit radikalinin agiga
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cikmast dokunun yapisal elemanlarin1 bozup zararli etkilere yol acarak hasart daha da

belirginlestirmektedir. (Droge 2002, Facundo ve ark. 2007).

aTE
ADF

AMP

xanthine
Adenosine dehydrogenase

Ischemia

Trypsin e — Trypsin
inhibitor rrolnes inhibitor
Inosine

Xanthine oxidase Xanthine oxidase
V Hypoxanthine 7T) Xanthine T Uric acid
Q, 0, 0, 0,
} Sod § Sod
H,0, H,0;

Reperfusion

Sekil 2.7. Ksantin oksidaz sistemi ve reperfiizyon sirasinda serbest radikallerin olusumu (Pacher ve

ark. 2006).

Iskemi sonras1 dokunun reperfiizyonuna bagli olarak; arteriyollerde endotel bagimli
dilatasyonun bozulmasi, kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olusmasi ve sivi filtrasyonunun
artisi, post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasi ve bdylece
mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu olusur. Bununla beraber iskemik bobrek dokusunun
reperfiizyonuna bagl olarak ksantin oksidaz kaynakli serbest oksijen radikalleri, bobrek
damarlarinda kapiller membranin yapisini bozarak plazma proteinlerinin damar disina
sizmasina neden olur. Kortekste bulunan kapillerde bu mekanizma ile eritrosit konjesyonu
olusurken, medulla uzun kapillerlerinde plazmanin tiimiiyle disar1 sizmasi ile olusan

tikaclar kan akimini engellenir (Hellberg ve ark. 1990).

Reperfiize olan dokudaki KO bakimindan zengin olan endotel hiicrelerinden fazla
miktarda serbest oksijen radikali olusurken nitrik asit olusumu azalir. Bdylece NO
saliniminda azalma; arteriollerde endotel bagimli dilatasyonda bozulma, adhezyon
molekiillerinin artigi, komplemanlarin aktivasyonu, platelet aktive edici faktor (PAF) ve
timor nekrozis faktdr alfa (TNF-a) gibi inflamatuvar aracilarin yapiminda artigla
sonuclanir. Ayn1 zamanda aktif nétrofillerin damar i¢inde kiimelesip aktif trombositlerle
birlikte damar endoteline yapismalarindan sonra mikrovaskiiler tikanmaya neden olarak o

bolgeye olan kan dolasimmi engellemeleri I/R sonrasi dokulara zarar veren Onemli
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durumlardandir (Goligorsky ve ark. 2002, Teke ve ark. 2008, Akcay ve ark. 2009).
Bununla beraber polimorfoniikleer (PMN) hiicreler ve makrofajlar, aktive olduklarinda
gerek miyeloperoksidaz (MPO) ve NADPH oksidaz yoluyla reaktif oksijen tiirevlerinin
{iretiminin artis1 ile ya da inflamatuvar sitokin iiretimi ile I/R hasarmni arttirdiklar:

gosterilmistir (Robinson 2009).

2.4. Antioksidanlar ve Savunma Sistemleri

Organizmada gergeklesen cesitli tepkimeler sonucu olusan serbest radikallere karsi
viicudun savunma mekanizmasi antioksidan savunma sistemi ile saglanmaktadir.
Organizmada pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam stirdiirebilmek ic¢in ¢ok
onemlidir. Ancak reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve/veya antioksidan mekanizmalarda
azalma bu dengeyi bozarak pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynayan oksidatif strese
neden olmaktadir. Dolayisiyla hiicrede serbest radikalleri uzaklagtirmak i¢in ¢ok sayida
antioksidan savunma mekanizmast mevcuttur (Valko ve ark. 2006, Yu ve ark. 2006).
Serbest radikal {iretiminin engellenmesi, olusan hiicre hasarinin giderilmesi ve olusan asiri
serbest radikallerin detoksifikasyonu, organizmayi koruyan antioksidan savunma sistemi
ile siipiiriicii etki, inaktif sekle doniistiiriicii etki, zincir kirici etki, onarici etki ve

antioksidan kapasiteyi artici etki olmak {izere bes farkli mekanizma ile saglanmaktadir.

Antioksidan enzimler, kii¢lik molekiiller; siipiiriicii (toplayici) etki mekanizmasi ile
serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme seklinde etki gosterirler
(Reiter 1995, Karihtala ve Soini 2007). Vitaminler ve flavanoidler; serbest oksijen
radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
sekle doniistiirerek bastirict  sekilde etki ederler (Cherubini 2008). Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller; serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1 engelleyerek zincir kirict etki gosterirler (Mickle ve Weisel 1993).
Antioksidan bilesiklerin bir kismi1 birka¢ mekanizmay:r birden kullanarak etkilerini
gostermektedir.

Antioksidanlar genel olarak endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere baslica iki

gruba ayrilmistir.
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2.4.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olmak iizere iki grupta
incelenmektedir. Enzim olan endojen antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-Transferaz (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal
sitokrom oksidaz ve hidroperoksidaz sistemden olusmaktadir (Sehirli 2001, Valko ve ark.

2007).

Hiicre ici en etkili antioksidanlardan biri olan SOD enzimi; serbest radikal hasarina
karsi, oldukca reaktif olan siliperoksit radikalini (O2") hidrojen peroksit (H202) ve
molekiiler oksijene (O2) katalizleyerek antioksidan etki gostermektedir (Zimmerman and

Granger 1992, Halliwell 1991).

20, +2H" Sob » H,0, +O;

Glutatyon peroksdiaz (GSH-Px); SOD tarafindan olusturulan H,O nin veya
organik hidroperoksitlerin su veya alkole indirgenmesini katalizleyerek oksidatif hasarin

azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Demir ve Erden 1998, Koza 2010).

H20:+2GSH —S1Px  GSSG +2H,0

ROOH + 2GSH __ S8’ | GSSG +ROH + H»0

GSH-Px’in, H2O2’ye bagli hiicre hasarinda hiicreyi koruyucu etkisi olmakla beraber
Glutatyon (GSH), GSH-Px’in reaksiyonu esnasinda olusan okside glutatyonu (GSSQG)
rediikte glutatyona doniistiirerek dolayli olarak antioksidan etki gosteren ve ayni zamanda
lipit peroksidasyonunu engelleyen 6nemli endojen mekanizmalardan biridir (Todisco ve

ark. 1985, Demir ve Erden 1998, Buonocore ve ark. 2010).

Katalaz (CAT) H,0, yi oksijen ve suya indirgeyen mambrana bagli bir peroksizom

enzimidir (Arslan 2012, Giinaydin ve Celebi 2003).

2 H202 Katalaz 2H20 + 02
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Melatonin, seruloplazmin, transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin,
glutatyon (GSH), sistein, metiyonin, iirat, laktoferrin, albiimin enzimatik olmayan endojen

antioksidanlar olarak savunma sisteminde rol almaktadirlar (Sehirli ve ark. 2001).
2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), folik asit (folat) ve ilag olarak
kullanilan eksojen antioksidanlar (ksantin oksidaz inhibitorleri, sitokinler, ntrofil adezyon

inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri) bu grupta yer almaktadir (Akkus ve ark. 1995).

2.4.3. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Serbest radikallerin olusumunu engelleyerek oksidatif reaksiyonlar1 yavaslatan
veya durduran, serbest radikallerin zararl etkilerine karsi organizmay1 koruyan pek ¢ok
Olciilebilir antioksidan bulunmaktadir. Total antioksidan kapasiteyi olusturan bu
antioksidanlarin biiylik ¢cogunlugu plazmada bulunmaktadirlar. Serumda 6l¢iimii yapilan
TAS miktar biiyiik oranda {irik asit, tiyol grubu bilesikler, C vitamini ve diger antioksidan
molekiillerden meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda albiimin, iirik asit ve askorbik asit

plazmadaki total antioksidan kapasitenin %85’inden fazlasini olusturmaktadir.

Antioksidanlar, plazmada bir etkilesim icerisinde bulunup genel olarak sinerjist
olarak ¢aligmaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin
toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Ayrica total antioksidanlarin bu sinerjitik
etkilerine ek olarak antioksidan miktarindaki azalisin diger bir antioksidan miktarindaki
artis ile dengelendigi dikkate alinarak, TAS’in Ol¢limii antioksidanlarin tek tek
Olciimiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bundan dolay1 son zamanlarda enzimatik ve
non-enzimatik antioksidanlarin durumunu bir biitiin olarak tespit eden TAS metodu,
kandaki antioksidan seviyesini belirlemede olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. (Erel

2004, Isik ve Selek 20006).

2.4.4. Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Serbest radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden
kompleks bir antioksidan savunma sistemi normal fizyolojik kosullarda organizmada
bulunmaktadir. Ancak canli sistemlerde metabolik islemler sirasinda siirekli endojen ve

eksojen nedenlerle olusan serbest radikallerin seviyesi, antioksidan diizeyine gore artis
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gosterirse hiicrelerde oksidatif stres hasarma yol agar. Dolayisiyla viicudun bu olusan
oksidan durumlara kars1 dengesini siirdiirebilmesi ¢ok 6nemlidir. Bilinen pek ¢ok metod ile
oksidan molekiillerinin konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 dlgiilebilmektedir fakat oksidan stresin
artis gosterdigi durumlarda bu molekiillerin oksidan etkilerinin birbiri {izerine eklenmesi
dolaysiyla tek tek olglimden ziyade total oksidanlarin durumunu yansitan in vitro TOS

Ol¢iimii oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir (Erel 2005, Isik 2007).

2.4.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Canlilarda olusabilecek oksidatif hasarin boyutu, sadece serbest radikal {iretimine
bagli olmamakla beraber ayrica antioksidan savunma kapasitesine de baglidir. Bundan
dolayr TAS ve TOS diizeylerinin birlikte Olgiilmesi ve oksidatif stres indeksinin (OSI)
hesaplanmasi1 oksidatif dengenin anlasilmasi agisindan son derece Onemlidir. Oksidatif
stres artisginin oldugu durumlarda, TAS ve TOS o6l¢iimii yapilarak hesaplanan OSI,

oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Harma ve Erel 2003).

2.6. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii - Beta 1 (TGF-p1)

Hiicre biiylimesi ve farklilasmasi, kemotaksis, apoptozis, anjiogenezis, immun
cevap, ekstraselluler matriks tiiretimi ve hematopoiezis gibi 6nemli hiicre ve doku
fonksiyonlartyla ilgili olan TGF-B, organizmada epitelyal, endotelyal, hematopoietik,
noronal ve konnektif doku hiicreleri gibi hemen hemen her hiicre tipinde iiretilir (Govinden
ve Bhoola 2000).

Bes izoformu olan TGF-B’nin, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 formlari, hiicrelerden
salman latent TGF-B komplekslerinin iiretilmesini saglayan prekiirsor proteinlerden yapilirlar
(Munger ve ark. 1997). TGF-B1, hiicresel farklilasma, proliferasyon, apoptoz ve yara
iyilesmesi gibi ¢esitli hiicresel islevlerin anahtar bir diizenleyicisi olarak gérev yapan ¢ok
fonksiyonlu bir sitokin grubu TGF-B’nin prototip bir formu olup ayn1 zamanda TGF-f1,
ekstraseliiler matriks (ECM) sentezinin gii¢lii bir uyaricis1 olarak bilinmektedir. Bununla
birlikte hasarli bobrekte inflamasyon ve fibrozis kaskadlarinmi regiile ettigi bilinen ¢oklu
intraseliiler mekanizmalarin oldugu bilinmektedir. TGF-B1 ise bu siiregte anahtar rol
oynayan 6nemli mediatorlerden biridir ( Choi ve ark. 2012).

Yapilan ¢alismalarda TGF-1’in tiibiiler epitelyal hiicrelerde mitojen aktive eden
protein kinaz (MAPK) gibi bir¢cok sinyal transdiiksiyon yolaklarini aktive etme yetenegi
oldugu calismalarda gosterilmistir (Choi 2000). MAPKinaz sinyal iletimi; p38 MAPK,
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ekstraseliiler sinyal kinaz (ERK) ve c-Jun NH,—terminal kinaz (JNK) olmak iizere ii¢ gruba
ayrilir. Aynt zamanda MAPK sinyal iletimi kaskadlari, proliferasyon, diferansiasyon,
apoptozis ve inflamatuvar ara maddelerin islevlerinin diizenlenmesinde rol alir.

Bobrek /R hasari ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalarda TGF-B1’in, MAPK sinyal
iletiminin ERK yolagimmin mezengiyal hiicrelerini aktif hale getirerek fibronektin
ekspresyonunu arttirmasina bagli olarak bobrek hasarinda inflamasyon ve fibroziste énemli

bir faktor oldugu gosterilmistir (Huwiler ve Pfeilschifter 1994, Inoki ve ark. 2000).

2.7. Urotensin-II (U-IT)

Vazokonstriktér 6zelligi oldugu bilinen endotelin-1’den daha kuvvetli oldugu
belirtilen Urotensin-II peptidi, ilk kez baliklarm spinal kordlarindan izole edilmistir
(Totsune ve ark. 2001). Insan U-II peptidi, yaklasik olarak 130 amino asitten daha biiyiik
bir prepro-U-II prekiirsor peptidinden ayrilan, 11 amino asidin siklik bir peptididir (Balat
ve Biiyiikcelik 2012). U-II, prepro-U-II prekiirsor peptidinin C-terminalinden proteolitik
olarak kesilmesiyle biyolojik aktivite kazanir. Ancak U-II peptidi; lirotensin reseptoriine
baglanarak etkisini gostermektedir. Biiylik bir prekiirsor molekiil olan, prepro-U-II
mRNA’s1 esas olarak beyin ve spinal kordda eksprese edilirken; U-II peptidi ve
reseptoriintin bobrek, dalak, diiz kas, ince bagirsak, endotel, prostat, hipofiz ve adrenal bez
gibi diger organ ve dokularda bulundugu belirtilmektedir (Pearson ve ark. 1980, Onan ve
ark. 2004, Song ve ark. 2006). U-II'nin kuvvetli vazokonstriktdr etkilerini; kalsiyum
kanallari, tirozin kinaz, p38 mitojen aktive eden protein kinaz (p38MAPK), ekstraseliiler

+2 ¢

sinyal kinaz 1 /2 (ERK 1/ 2) sinyal yolaklarmin aktivasyonu ile Ca™ ‘un mobilizasyonu
araciligiyla gosterdigi belirtilmektedir. (Lehner ve ark. 2007, Proulx 2008). Yapilan
caligmalarda plazma U-II diizeylerinin renal yetmezlik, konjestif kalp yetmezligi, diyabet,
esansiyel hipertansiyon ve portal hipertansiyonda yiiksek oldugu saptanmistir (Maguire ve
ark. 2000, Lim ve ark. 2004).

Bobreklerin U-I'nin esas kaynagi oldugu belirtilmekte olup ayni zamanda ana
bilesik olan prepro-U-II'nin de bobreklerde yogun bicimde eksprese edildigi gosterilmistir.
Bununla beraber U-II, renal endotellerde, diiz kas hiicrelerinde ve tiibiil hiicrelerinde
bulunmaktadir (Shenouda ve ark. 2002).

Yapilan c¢aligmalarda U-II'nin kardiyovaskiiler, pulmoner ve renal sistem

tizerindeki etkileri ile beraber, kalpte ve bobrekte fibrotik etkileri oldugu saptanmistir
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(Matsushita ve ark. 2003, Langham ve ark. 2004). U-II’'nin renal sistemde sodyum
transportu, glukoz ve lipid metabolizmas: {iizerine etkileri bulunmakta olup ayrica
tiibiiloglomertiler geri emilim ve glomeriiler filtrasyon hiz1 refleks kontrolii ile glomertiler
filtrasyon hizinin regiilasyonunda da rol oynayabilmektedir.

U-I’'nin kardiyak remodeling ve fibrozisde U-II reseptorii ile etkileserek TGF-$1
ekspresyonunu artirict role sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan bagka bir deneysel
caligmada da U-II’ nin kendi reseptorii olan U-II reseptorii araciligl ile TGF-B1 mRNA
ekspresyonunu direkt olarak upregiile ettigi gosterilmistir (Matsushita ve ark. 2003). Yine
son zamanlarda yapilan caligmalarda sigan akciger fibrozisi modellerinde; fibrozis skoru
ile U-II ve TGF-B1 diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon saptanmigtir (Onat ve ark.

2012).

2.8. Eritropoietin (EPO)

Eritropoietin (EPO); 165 aminoasitten olusan 30 kDal agirliginda glikoprotein
yapisinda eritropoezden sorumlu Oonemli bir hormon olup aymi zamanda viicutta doku
oksijenlenmesini kontrol eden ana hormondur (Bahlmann ve ark. 2004). EPO’nun
yetiskinlerde primer olarak iiretim yeri, bobrek peritiibiiler kapiller yataktaki interstisyel
hiicreler ve karacigerdeki perivendz hepatositler iken fetusta asil yapim yeri karacigerdir.
EPO yapimi primer olarak hipoksi ile uyarilir ve EPO depolanmadigi i¢in plazma EPO
diizeyi aktif hormon diizeyini gosterir. Ayn1 zamanda kanama ve eritrosit {iretiminin
azaldig1 durumlarda hipoksi ile uyarilmasi dolayisiyla salinimi artar (Bakkaloglu ve ark.
1998). Ancak EPO’nun diger bir ¢ok doku tarafindan lokal olarak fiziksel ve metabolik
strese cevaben saliniminin arttig1 da gosterilmistir (Juul ve ark. 2000).

Farkli doku ve hiicrelerde uygulanan I/R hasari ¢alismalarinda, EPO’nun iskemik
hasarda anti-inflamatuvar, anti-apoptotik, anti-oksidan etki gostererek koruyucu etkisi
oldugu gosterilmistir. Ayrica EPO’nun Jak2-STAT-Bcl-2 yolu, Akt/Protein Kinaz C yolu
ve NFkb sinyal yollar1 araciligiyla koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir (Yang ve ark.
2003, Sharples ve Yaqoob 2004, Sturiale ve ark. 2007) .

Bilindigi iizere iskemik dokularda EPO’nun sentezi hipoksiye yanit olarak
olugmaktadir. Ancak hipoksi sirasinda EPO ile beraber pek ¢ok gen aktive olup hipoksi
indiiklenebilir faktér-1 (HIF-1) geni, akut ve kronik hipokside rol alarak devreye giren

onemli genlerden biridir. HIF-1; oksijen diizeyine hassas bir a alt biriminden ve yapisal
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olarak eksprese edilen bir  alt biriminden olugur. Akut hipokside renal tiibiiler hiicrelerde
HIF parcalanmasi durur ve bu siiregte HIF sonrast EPO ve VEGF ekspresyonlarinda
belirgin bir artis gozlenmektedir. Kronik hipokside ise HIF etkisi, koruyucu olmaktan
uzaklasarak renal patoloji gelisimini tetikleyici ve arttirici rol alabilmektedir (Stockmann
ve Fandrey 2006). Boylece kronik iskemi durumunda HIF’a bagh olarak fibrozis, matriks
proteinleri arasindaki degisimin bozulmasi ve inflamasyonun artis1 goriiliir. I/R hasari
durumunda kronik hipoksi, renal epitel hiicrelerinde kollajen-1’in yapimini arttirir ve TGF-
B1 ile sinerjitik etkiye bagl olarak VEGF ve EPO yapimini arttirir. Daha sonra bunu
kollajen artig1 izler. Boylece HIF’'in, SMAD3 ve trombospondin bagimli TGF
aktivasyonunu arttirarak renal fibrojenezede dogrudan rol aldigir gosterilmistir (Hasse

2006, Yazihan 2007).

2.9. Transient Reseptor Potansiyel (TRP)

Transient reseptdr potansiyel (TRP) kanallari, ilk defa 1998 yilinda Drosophila
Melanogaster tiirii sirke sineklerinin goz hiicrelerinde 1s1kla aktive olan kalsiyum kanalinin
onemli bir bileseni oldugunun bulunmasiyla beraber giiniimiize kadar memelilerde, TRP
iyon kanali ailesinin yaklasik 30 kadar iiyesi belirlenmistir (Clapham 2003, Saygin ve
Naziroglu 2010). TRP ailesi aminoasid benzerliklerine gore 7 farkli alt kanal aileden
olugmaktadir: TRPC (canonical, TRPC1-7), TRPM (melastatin, TRPMI1-8), TRPV
(vanilloid reseptor, TRPV1-6), TRPA (ankyrin zengin protein, TRPAT1), TRPP (polisistin),
TRPML (mukolipin), TRPN (NOMPC, no mechanoreceptor potential C) (Montell 2005).

TRP kanallar; fiziksel (sicaklik, voltaj, mekanik faktorler), kimyasal (pH, iyonlar)
ve salgisal faktorler (bradikinin, Ang II, aldosteron) ile sinyal ileti molekiillerini
[fosfolipaz C (PLC), protein kinaz C (PKC)] kapsayan bir¢ok uyariyla aktive olduktan
sonra kan basincinin diizenlenmesi, dokunma, duyma, gérme, tat alma ve termal hassasiyet
gibi duyularin algilanmasi, gen ekspresyonu ve salgilanmasi, apoptozis gibi hiicresel
stireglerde 6nemli role sahiptir (Pedersen 2005, Nilius ve ark. 2007).

TRP kanallari ya dogrudan plazma zarlarinda bulunan Ca'*

kanallar1 gibi
davranmakta ya da sitozolik serbest Ca™? kanallarindaki degisime yardimci olarak zar
potansiyelini degistirip Ca*? giris kanallarina etki ederek pek ¢ok mekanizmada rol
almaktadir. Bu kanallarin ¢ogunlugu tek bir iyon kanalina seg¢ici olmayan kanallardir.

+2

Istisnai durumlar olmakla beraber Na* ve Ca™’a aym anda gecirgen olan bu kanallardan
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ozellikle, TRPM4 ve TRPMS tek degerlikli katyonlara, TRPM6 ve TRPM7 Mg™*’a,
TRPVS5 ve TRPV6 Ca'?’a, TRPV1, TRPML6 ve TRPP3 ise H"e oldukga gecirgendir
(Miller 2006, Nilius ve ark. 2007).

2.9.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallar

TRP kanallarindan biri, ilk olarak kesfedilen {iyesi melanomadan tanimlanmis olan
gen, melastatin 1 (TRPMI1) ile baglantili olarak TRP melastatin (TRPM) olarak
adlandirilmistir (Duncan ve ark. 1998). TRPM ailesinin iiyeleri TRPM1/3, TRPM2/8,
TRPM4/5 ve TRPM6/7 olmak iizere dort alt gruba ayrilirlar;

1. Grup; Bu grupta bulunan TRPM3'iin Ca* ile aktive oldugu bildirilmistir. TRPM3
kanallari, hiicre ici Mg*? diizeyi ile diizenlenir. Bu grupta bulunan diger kanal ise
TRPM1°dir.

2. Grup; Bu grupta bulunan TRPM6 ve TRPM?7 kanallarinin karboksi ucunun (COOH)

+29

terminal serin ve treonin ile aktive oldugu bildirilmistir (Hecquet ve ark. 2007). Ca™’a ¢ok
gecirgendir. Bu kanallar da TRPM3 kanallar1 gibi hiicre i¢i Mg* diizeyi ile diizenlenir
(Ozgiil ve Naziroglu 2010). TRPM6 ve TRPM?7 fonksiyonel COOH" terminal serine /
treonin kinaz ile aktive olur.

3. Grup; Bu grupta 1siya duyarli olan TRPM4 ve TRPMS5 yer almaktadir (Ozgiil ve
Naziroglu 2010). Monokovalent katyonlara oldukg¢a gecirgen oldugu bilinen bu kanallarin
Ca*?a gecirgen olmadig: bildirilmistir. Ayrica TRPMS5’in tat hiicrelerinde iletimle ilgili
gorevi oldugu bilinmektedir.

4. Grup; TRPM2 ve TRPMS de bu sinifta yer alip TRPM2'nin ADP-Riboz, oksidatif stres
ve 1s1 ile aktive oldugu; TRPMS&'in de soguk reseptorleri ile aktive oldugu bildirilmistir

(Nilius 2007).

TRP kanallarindan TRPM6 ve TRPM?7, bir iyon kanalini i¢cermeleri, magnezyum
gecirgen bir poru olmast ve COOH- ucuna bagli bir kinaz1 igermelerinden dolay1 yapisal
olarak benzersizdir. TRPM6 baslica bobrek distal tiibiiliinde ve gastro intestinal sistem
epitel hiicrelerinde eksprese edilirken, TRPM7 biitiin hiicrelerde eksprese edilir. TRPM6
ve TRPM7 magnezyum homeostazinin énemli regiilatorii olarak kabul gormiistiirler (Voets

ve ark. 2004, Chubanov ve ark. 2005).

36



2.10. Erdostein

Erdostein (Erd) mukolitik ve ekspektoran 6zelliginden dolay: klinikte yaygin olarak
kullanilan, mukomodiilatéor ve antiinflamatuar gibi terapotik etkileri tanimlanan
farmakolojik bir ajandir (De Bernard idi 1992). Erdostein, dogal bir aminoasit olan
homosisteinin, N-tiolaktonik seklinde bir formu olup, kimyasal adi N-(karboksimetil

tiyoasetil) homosistein tiolaktondur (Dechant ve Noble 1996).

Erd, oral alimdan sonra hizla absorbe olur ve yaklasik olarak plazma doruk
konsantrasyonuna 1,4 saat sonra ulasir. Erd alindiktan sonra bagirsaklardan emilip
dolasima gectikten sonra hepatik dolasimda {i¢ adet aktif metabolite doniistiiriiliir; N-
tioglikolil homosistein (Metabolit 1), N-asetil homosistein (Metabolit II) ve homosistein
(Metabolit III). Bu ii¢ aktif metabolitin ortak 6zelligi tiyol (-SH) gruplarini i¢ermesidir
(Inglesi ve ark. 1994). Boylece Erd karacigerde ii¢ aktif metabolite doniistiiriilerek
baslangigta bloke olan tiyol gruplart serbestlestirilerek, mukolitik ve serbest radikal

temizleyici aktivite gostermektedir.

Ug aktif metabolitin plazma doruk konsantrasyonuna ulasmasi birbirinden farkli
olup sirasiyla; Metabolit I: 1,1-2,2, Metabolit 1I: 2,5-4.6, Metabolit III: 2,3-4.8 saat
siirmektedir. Bununla beraber Erd’nin atilimi i¢in eliminasyon yarilanma 6mrii ise Erd i¢in
1.4 saat iken metabolitlerin tek tek yarilanma omiirleri birbirinden farkli olup Metabolit I

ve Metabolit [I’nin yarilanma omrii 1.2 ve 2.7 saattir (Gazzani ve ark. 1989).

Erd’nin mukolitik tipte mukus modifiye edici etkisi; absorbsiyondan sonra
transformasyona ugrayarak aktif metabolitlerine doniismesine baglidir. Aktif metabolitlerin
yapisinda bulunan —SH (tiyol) radikalleri, glikoproteinlerin birbirine baglandiklar distilfit
baglarin1 kirarak, mukus elastikliginde ve vizkozitesinde azalma olusturarak ekspektoran
etki gosterir (Dechant ve Noble 1996, Titti ve ark. 2000). Ayn1 zamanda Erd serbest
radikal stipliricii aktivitesi nedeniyle antioksidan &zelliklere sahiptir. Karaciger
metabolizmasi ile serbestlestirilebilen iki adet bagli —SH grubu igeren Erd’nin temizleyici
ve antioksidan mekanizmasinda, bu iki tiyol grubu 6nemli rol almaktadir (Kukan 2004).
Boylece Erd’nin, yapisinda bulunan bu tiyol gruplari sayesinde ortamda bulunan SOR’u
inhibe ederek ve endojen antioksidanlarin yapimini arttirarak giiclii antioksidan ozellik

gosterdigi bilinmektedir (Fadillioglu ve ark. 2003).
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2.11. D Vitamini

Kalsiyum-fosfor dengesinin diizenlenmesinde ve kemik mineralizasyonunda etkin
role sahip oldugu bilinen D vitamini, fotokimyasal olarak epidermiste iiretilen steroid
benzeri bir molekiildiir (Yilmaz ve Yilmaz 2013). D vitamininin kimyasal olarak farkl
yapilarda olan D> ve D3 olmak iizere iki formu vardir. D> vitamini (Ergokalsiferol) mayalar
tarafindan iretilir ve ¢cogunlukla besinlere katilir. D3 vitamini (Kolekalsiferol) ise giinese
maruz kalma ile deride iiretilir ve ayn1 zamanda hayvansal kaynakli besinleri i¢eren gidalar
yoluyla diyetlerde tiiketilir. Ancak D3 vitamininin D, vitamininden daha gii¢lii ve daha
kararli bir yapiya sahip olabilecegine dair goriisler bulunmaktadir (Houghton ve Vieth
2006).

D vitamininin sentezinde; 7-dehidroksikolesteroliin, 290-315 nm dalga boyundaki
ultraviyole B (UV-B) 1s181na maruz kalarak provitamin 9, 10 arasindaki bagin acilmasi ile
D vitamininin inaktif formu olan kolekalsiferol olugsmaktadir (Holick 2005). Daha sonra D
vitamini, plazmada 6zglin bir protein olan D vitamini baglayan protein (DBP) ile
depolanmak iizere ya dokulara ya da etkinlesmenin ilk adimi i¢in karacigere tasinir
(Glenville 2007).

D3 vitamin etkinlesmesinde ilk adim karacigerde CYP2R1 enzimi ile 25-
hidroksilasyon islemi olup bu hidroksilasyonun iiriinii olan 25-hidroksi vitamin D3
(25(OH)D3 ya da kalsifidiol) dolagimdaki asil D vitamini formudur ve insan plazmasindaki
diizeyi 10-80 ng/ml (25-200 nmol/l)’dir (Prosser ve Jones 2004, Hollis 2005). D vitamini
etkinlesmesinin ikinci adim ise CYP27B1 enzimi ile 1a- hidroksilasyon islemi sonucunda
bobreklerde gerceklesmektedir. Boylece dolasimdaki 25(OH)Ds3, aktif formu olan
1,25(0OH)2Ds (kalsitriol)’e doniismektedir (Jones ve ark. 1998). Daha sonra bu form hedef
hiicre i¢indeki D vitamini reseptorleri ile aktiflesir. Yani D vitamini bazi biyolojik
fonksiyonlarini vitamin D reseptorii (VDR) araciligi ile gergeklestirmekte olup, D vitamini
metabolizmasinin anahtar enzimi olan D vitamini reseptorii (VDR), insan doku ve
hiicrelerinde yaygin sekilde bulunmaktadir (Bouillon ve ark. 2008, Ozbey ve ark. 2012).

Kanda kalsiyum ve fosfor seviyelerinin diizenlenmesi, 1,25(OH)2D5’iin bilinen en
temel islevi olup rasitizm, osteomalazi, hiperparatiroidizm ve osteoporoz ise D3 vitamini
ile iligkili hastaliklardir (Jones ve ark. 1998, Holick 2004). Bununla birlikte
1,25(OH)2D3’lin kemik iligi, immiin sistem, deri, prostat epiteli ve ince bagirsak gibi

cesitli hiicre tiplerinde farklilagmayr uyardigi ve hiicre ¢cogalmasimi baskilayict etkilerine
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bagli olarak D vitamininin psoriazis, ¢esitli kanser tipleri, multipl skleroz, diyabet, kan
basincinin diizenlenmesi ve kas giigsiizliiglinde etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir
(Glenville 2007). Ayrica D vitamini uygulamasinin, kalp fonksiyonlarii iyilestirmesi,
miyokard hipertrofisini geriletmesi gibi kalp damar sisteminde de, farkli fizyolojik
etkilerinin oldugu gdosterilmistir (Park ve ark. 1999, Kim ve ark. 2006). Ayn1 zamanda
yapilan deneysel g¢aligmalarda, kalsitrioliin renin yapimini diizenledigi ve vitamin D
reseptoriinlin eksikligine bagli olarak renin ve anjiotensin Il yapiminin artmasi dolayisiyla
hipertansiyon ve kalpte hipertrofi gelisimine yol actigi saptanmistir (Li ve ark. 2002).
Bununla beraber D vitamininin donistiiriicii bliylime faktorii beta (TGF-B) yapiminm
baskilayarak ve hepatosit bliylime faktorii (HGF) yapimint artirarak bobrekte interstisyel
fibrozis gelisimini 6nlemesi sonucunda bobrek fonksiyonlarin1 da korudugu gésterilmistir
(Li ve ark. 2005). Ayn1 zamanda yapilan deneysel calismalarda elde edilen bulgulara gore
I/R hasari ile indiiklenen akut bobrek hasarinda iyilesme sirasinda D vitamini eksikliginin,
vaskiiler bozulmay1 siddetlendirdigi ve inflamasyonu artirmasi gibi tepkilere bagli olarak
akut bobrek hasar1 sonrasi kronik bobrek hastaligina gecise katkida bulunabilecegi

belirtilmektedir (de Braganga ve ark. 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel caligma, kapsamindaki tiim yontem ve uygulamalara iligkin olarak
Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 31/10/2016 tarihli
2016/9-3 no’lu etik kurul karar onayr alindiktan sonra Mustafa Kemal Universitesi
Deneysel Arastirmalar ve Uygulama Merkezi’nde yapildi.

Sunulan yiiksek lisans tez ¢calismasinin histopatolojik incelemeleri Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Riboniikleik asit
(RNA) izolasyonu ve ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) caligsmalari
Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Molekiiler Genetik Anabilim
Dali’nda, biyokimyasal analizler ise Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali’nda, mevcut cihazlar kullanilarak gerceklestirildi.
3.1. Deney Hayvanlarmin Se¢imi ve Bakimi

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, Mustafa Kemal Universitesi Deneysel
Arastirmalar ve Uygulama Merkezi’'nden temin edilen 200-250 gr agirliginda 47 adet
erkek Wistar albino cinsi si¢an kullanildi.

Tiim hayvanlar Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar ve Uygulama
Merkezi’nde, 12 saat gece ve 12 saat giindiiz sirkadiyan ritimde, ortam sicaklig1 24+2°C ve
nem orani %50-60 olacak sekilde 1s1k, 1s1 ve nem kontrollii odalarda tutuldular. Siganlarin

beslenmesinde standart ticari pellet sigan yemi ve sehir igme suyu kullanildi.
3.2. Deney Gruplan

Deneylerin baglangicinda hayvanlarin agirliklar hassas tarti ile belirlendikten sonra
toplam 47 adet sigan, Sham grubunda 7 (n) ve diger gruplarda 10’ar (n) sican bulunacak
sekilde 5 gruba ayrildi. Hayvanlarin genel anestezisi i¢in 10 mg/kg ksilazin (Rompun,
Bayer, Almanya) ile birlikte 60 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye)
kombinasyonu, intraperitoneal (i.p.) olarak abdominal median laparotomi 6ncesi kullanildi.
Grup I (Sham grubu): Kontrol grubu olarak degerlendirilen bu gruptaki deneklere
herhangi bir tedavi verilmedi. Iskemi olusturulmadan yalanc1 cerrahi prosediirii uygulanan
deneklere, bu baglamda anestezi protokolii sonrasi sadece abdominal median laparotomi

yapild1 ve diger gruplarda uygulanan iskemi siiresi géz Oniine alinarak 60 dakika sonra
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laparotomi kapatildi. Ardindan diger gruplardaki reperfiizyon siiresi géz Oniine alinarak 24
saat sonra genel anestezi tekrarlandi daha sonra kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.
Grup II (Iskemi/Reperfiizyon (I/R) grubu): Bu gruptaki dencklere herhangi bir tedavi
verilmedi. Genel anestezi sonrasi laparotomi yapilan deneklerin sol renal pedikiiliine
atravmatik vaskiiler klemp konarak 60 dk. boyunca iskemi uygulandi. Iskemi
sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. Daha sonra 24 saatlik reperflizyon uygulamasina
miiteakip tekrar genel anestezi altinda laparotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu
ornekleri alindi. Sicanlardan 1’inin I/R siirecinde &lmesi neticesinde bu grup igin
laboratuar incelemelerine esas 6rneklem boyutu 9 (n) oldu.

Grup III (Erdostein (Erd) + I/R grubu): Bu gruptaki deneklere, I/R’den yedi giin énce
baslanmak suretiyle oral yoldan 50 mg/kg/giin Erd (Cabuk ve ark. 2007) 6n tedavisi
verildikten sonra anestezi protokoliinii takiben laparotomi sonrasi, sol renal pedikiile
atravmatik vaskiiler klemp ile 60 dk. iskemi uygulandi. iskemi sonlandirildiktan sonra
batin kapatildi. Daha sonra 24 saatlik reperfiizyon uygulamasina miiteakip tekrar genel
anestezi altinda laparotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu ornekleri alindi. Sicanlardan
3’{iniin I/R siirecinde 6lmesi neticesinde bu grup i¢in laboratuar incelemelerine esas
orneklem boyutu 7 (n) oldu.

Grup IV (Vit D + I/R grubu): Bu gruptaki deneklere, I/R’den 7 giin dnce baslanmak
suretiyle intramusukuler (i.m.) yoldan 500 IU/kg/giin D vitamini (Seif ve Abdelwahed
2014) on tedavisi verildikten sonra anestezi protokoliinii takiben laparotomi sonrasi sol
renal pedikiile atravmatik vaskiiler klemp ile 60 dk. iskemi uygulandi. Iskemi
sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. Daha sonra 24 saatlik reperfiizyon uygulamasina
miiteakip tekrar genel anestezi altinda laparotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu
ornekleri alind1.

Grup V (Erd + Vit D + I/R grubu): Bu gruptaki deneklere, I/R’den 7 giin 6nce baslanmak
suretiyle oral yoldan 50 mg/kg/giin Erd ve intramuskuler yoldan 500 [U/kg/giin D vitamini
kombine 6n tedavisi verildikten sonra anestezi protokoliinii takiben laparotomi sonrasi sol
renal pedikiile atravmatik vaskiiler klemp ile 60 dk. iskemi uygulandi. Iskemi
sonlandirildiktan sonra batin kapatildi. Daha sonra 24 saatlik reperflizyon uygulamasina
miiteakip tekrar genel anestezi altinda laparotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu
ornekleri alindi. Siganlardan 2’sinin I/R siirecinde &lmesi neticesinde bu grup icin

laboratuar incelemelerine esas 6rneklem boyutu 8 () oldu.
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Cizelge 3.1. Deney Gruplari ve Ozellikleri

Baslangic Mortalite Deney
GRUPLAR Denek Oram Sonu
Sayisi Denek
Sayisi
1. Grup Sham grubu 7 %0 7
I/R grubu ( 60 dk. Iskemi / 24 10 %10 9
2. Grup saat Reperfilizyon)
Erd + I/R grubu (7 giin oral
3. Grup gavaj ile 50 mg/kg/giin Erd + 10 %30 7
60 dk. Iskemi /24 saat
Reperfiizyon)

Vit D + I/R grubu (7 giin i.m.
4. Grup 500 [U/kg/giin Vit D + 60 dk. 10 % 0 10
Iskemi /24 saat Reperfiizyon)

Erd + Vit D + I/R grubu (7 giin
5. Grup oral gavaj ile 50 mg/kg/giin 10 % 20 8
Erd + i.m. 500 IU/kg/gilin Vit
D + 60 dk. iskemi /24 saat
Reperfiizyon)

3.3. Bobrek i/R Modeli

Biitiin deneklerin anestezisi i¢in 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Almanya) ve
60 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tirkiye) intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi.
Anestezi saglandiktan sonra deneklerin karin 6n duvarindaki tiiyleri tirag edildi ve %10’luk
polivinilpirolidon iyot kompleksiyle (Batticon, Adeka) abdominal bdlgeleri dezenfekte
edildi. Daha sonra dezenfeksiyonun saglandigi abdominal bdlgeye median hat iizerinde
yaklasik 3 cm’lik cilt insizyonu ile laparotomi yapildi. Karin i¢i goriiniir hale getirildikten
sonra karin i¢i organlar steril gazli bez iizerinde kenarlara dogru alinip renovaskiiler yatak
gorlniir hale getirildi. Deneklerin sol bobrek pedikiilii ortaya konulduktan sonra atravmatik
vaskiiler klemp ile klemplenerek kan akimi kesildi ve boylece iskemi baslatildi (Supavekin
ve ark. 2003). Iskemi siirecinin basinda insizyon tek tabaka halinde cift siitiir ile
yaklagtirildi ve iskemi siiresi boyunca acikta kalan karin bolgesi iizerine 1ilik serum
fizyolojik ile 1slatilmis spang oOrtiildii. Daha sonra 60 dakika sonunda klempler alinarak

iskemi sonlandirildi (Aydogdu ve ark. 2005). 24 saatlik reperfiizyon sathasi uygulanacak
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deneklerin ise iskemi isleminin sonlandirilmasi ile laparotomi insizyonu, 3/0 atravmatik
ipek siitiir ile kapatildi ve %10’luk polivinilpirolidon iyot kompleksiyle tekrar dezenfekte
edildi. 24 saatlik reperfiizyon siirecinin sonunda deneklere tekrar anestezi protokolii
uygulanarak, laparotomi insizyonlar1 agild1 ve klemp uygulanan sol bobrek dokulari ile kan
ornekleri alind1 (Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.). Alinan kan 6rnekleri biyokimyasal analizler igin
sogutmali santrifiijde +4 °C* de 4000 rpm’de 10 dk. satrifiij edildi ve elde edilen serum
ornekleri mikrosantrifiij tiiplere alimip, once -20 °C’de bekletildi ve daha sonra 6l¢lim
giinline kadar -80 °C’de saklandi. Kapsiil siyrildiktan sonra alinan sol bobrek dokulari ise,
bistiiri ucu yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye ayrilip elde edilen doku 6rneklerinin bir
kismu histopatolojik analiz i¢in %10’luk formalin soliisyonuna konuldu. Diger kismi ise
oksidatif stres enzim ¢alismalar1 ve molekiiler analizler (RNA izolasyonu ve gen

ekspresyonlari) yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
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oE

linde iske

Sekil 3.1. Bobrek I/R rﬂode mi uygulaas1.
A: Genel anestezi sonrasi siganlarin abdominal bolgeleri tiras edildikten sonra %10’luk polivinilpirolidon
iyot kompleksiyle dezenfeksiyon saglandi ve insizyon gerceklestirildi. B: Laparotomi yapilarak abdominal
organlar goriiniir hale getirilip sol bobrek dokusu ortaya ¢ikarildi. C: Renal arter ve renal venin gegtigi renal

pedikiil disseke edildi. D: Renal arter ve vene klemp uygulanarak 60 dk’lik iskemi siiresi baslatildi.
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Sekil 3.2. Bobrek I/R modelinde reperfiizyon uygulamasi ve iskemik bobrek.

A: 60dk sonunda klemp uzaklastirildi ve morfolojik olarak iskemik bdbrek dokusu goriildii. B: 60 dk’lik
iskemi siiresi sonrasi laparotomi insizyonu 3/0 atravmatik ipek siitiir ile kapatildi. C: 24 saat reperfiizyon
stiresi sonunda iskemik bobrek dokusu. D: 60 dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon siiresi sonunda alinan

iskemik bobrek dokusu.
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3.4. Bobrek Histopatolojik Preparatlarinin Hazirlanmasi

Histopatolojik analiz i¢cin %10’luk formalin soliisyonuna alinan her bdbrek
dokusundan koronal olarak kesilen 6rnekler kasetlere alindi ve fiksasyon sonrasi 6rnekler
rutin histolojik doku takip metodu kullanilarak alkol ve ksilen serilerinden gecirilmek
suretiyle dokular takip edilip parafine gomiildii. Parafin bloklara gémiilen dokulardan
histopatolojik boyama metodu (Hematoksilen-Eozin (H&E)) i¢in mikrotom (Leica Rotary)
yardimi ile 4um kalinliginda kesitler alind1 ve alinan kesitler, standart H&E boyama
protokolii uygulanarak boyandi. Daha sonra hazirlanan preparatlar, x100 biiyiitme ile 151k
mikroskobunda incelenip degerlendirildikten sonra bu preparatlarin fotograflari ¢ekildi.

Histopatolojik incelemeye alinan bdbrek doku drneklerinde I/R hasari, genel doku
kompozisyonu goz oniinde bulundurularak semikantitatif degerlendirme yoluyla skorlandi
(Walker ve ark. 2000, Wu ve ark. 2007). Buna gore ‘‘fircamsi kenar kayb,
ekstravazasyon, vakuolik dejenerasyon, deskuamasyon, tiibiil epitelyum hiicrelerinde
sisme, tiibiiler cast yapilari, tiibiiler dilatasyon, intersitisyel lenfosit birikimi, tiibliler
nekroz’’ diizeylerine dair 0 ile 5 arasinda asagida belirtilen kosullara gore verilen skorlara
dayanarak bobrek hasari belirlendi. Bu skorlamada hasari yayilim1 ve tutulan bobrek alan
yiizdesi derecelendirildi ve parametrelerin degerlendirilmesinde; 0: bakilan parametre
belirtilerinin hi¢ olmayis1 (normal doku) 1: aranilan parametrelerin %25’den daha az
seyretmesi 2: %25-50 arast 3: %50-75 aras1t 4: %75’den fazla olmasi 5: tam kortikal

nekroz seklinde tanimlandi.
3.5. Biyokimyasal Analizler

Deney uygulamalar1 sonunda biyokimyasal analizler icin intrakardiyak yontemle
aliman kan Ornekleri biyokimya tiiplerinde yaklasik olarak 25-30 dakika bekletildikten
sonra sogutmali santrifiijjde +4°C’de 4000 rpm’de 10 dakika siireyle satrifiij edildi.
Santrifiij sonrast elde edilen serum Ornekleri biyokimyasal analizler i¢in mikrosantrifiij
tiiplere alinip, dnce -20°C’de bekletildi ve daha sonra 6l¢iim giinii gelinceye kadar
-80°C’de saklandi. Bununla beraber deney uygulamalar1 sonunda biyokimyasal analizler
icim alinan sol bobrek dokusu ornekleri fizyolojik serumla yikandiktan sonra kurutma
kagidi ile kurutulup cryo tiip igerisinde SOD, CAT, GPx ve MDA diizeylerinin analizi i¢in

Ol¢ciim giinii gelinceye kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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3.5.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Olciimii

I/R deney uygulamalari sonrasi analiz islemleri giiniine kadar -80 °C’de muhafaza
edilen dobrek dokulari, derin dondurucudan c¢ikarilarak tris-HCl tampon ¢ozeltisi ile
homojenize edildikten sonra bobrek dokulari enzim aktivite tayin calismalar1 icin
hazirlandi. Alinan bobrek dokusu homojenatlarinin enzim aktivite 6l¢iimlerinde daha 6nce
yapilan caligmalar referans alindi. Lipid peroksidasyon firiini (MDA), antioksidan
enzimler (SOD, CAT, GPx) ve Bradford yontemine gore total protein miktari, manuel
spektrofotometrik (Shimadzu-UV 260, Germany) olarak 6l¢iildii. Analizler i¢in kullanilan

kimyasallar ve iireticileri asagida sunulmustur:

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ammonium sulfate (NH4)>SO4 Sigma, Almanya SOD, GSH-Px
n-Butanol (C4H100) Merck, Almanya ~ MDA

Bovine Serum Albumine Sigma, Almanya SOD
Kloroform (CHCI3) Merck, Almanya SOD

Cupric chloride (CuCl, 2H>0) Sigma, Almanya SOD

Na EDTA Sigma, Almanya SOD, GSH-Px
Glutathione Rediiktaz Sigma, Almanya GSH-Px
Glutathione-reduced (GSH) Sigma, Almanya  GSH-Px

Hidrojen peroksit %30 (H20.)

Merck, Almanya

SOD, GSH-Px, CAT

Reduced NADPH Sigma, Almanya GSH-Px
Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma, Almanya SOD
Potasium dihidrogen phostphate Sigma, Almanya GSH-Px
Sodium azid (NaN3) Merck, Almanya  GSH-Px
Sodium Carbonate (Na2COs3) Merck, Almanya  SOD
Sodium phospate dihydrate Merck, Almanya SOD
2-Thiobarbituric acid (TBA) Sigma, Almanya MDA
Xantine (CsHaN4O2) Sigma, Almanya SOD
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Xantine Oxidase (XO) Sigma, Almanya SOD

Hydrochloride acid (HCI) Sigma, Almanya MDA
Triclor acetic acid (TCA) Sigma, Almanya MDA
Sodium phosphate monohydrate Sigma, Almanya  Tampon
Sodium dihydrogen phosphate Sigma, Almanya  Tampon
decahydrate

Tris (NH2C(CH20H)3) Sigma, Almanya Tampon

3.5.1.1. Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Tim islemler Oncesinde calisma siiresince kullanilacak malzemeler saf suda
temizlendi. Doku homojenizasyonu i¢in tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 7.5, 0.2 Mm); Tris
soliisyonu (0.2 Mm) ve HCI soliisyonu 50 / 39.9 (v/v) oraninda karnistirilarak hazirlandi.
Daha sonra derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen bdbrek dokular1 alinarak buzu
cOziilmeden kesilip tartildi. Bistiiri ile kesilen dokular cam tiiplere alindi. Cam tiip
icerisindeki doku {izerine eklenecek tris-HCI tampon miktari, kesilen bobrek dokusu
miktariin 9 katt olacak sekilde hesaplandi ve cam tiipteki dokuya eklendi.
Homojenizasyon islemi sirasinda dokularin bozulmamasi i¢in cam tiipler, igerisinde buz
olan kaba alindiktan sonral6.000 devir/dakika hizda homojenizator (IKA, Germany) ile 3
dk homojenize edildi. Elde edilen homojenatin bir boliimii MDA miktarinin lgiimii i¢in

mikrosantrifiij tiipe alind1 ve dl¢iim yapilana kadar -20 °C°de saklandu.

Homojenatin kalan1 3220 rpm / 30 dakika + 6 °C sogutmali santrifiijde (NUVE
Centrifuge 5403) santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlarin bir
kismi CAT, GPx, SOD ve protein Olglimleri i¢in mikrosantrifiij tiipe alindi ve 6lgiim
yapilana kadar -20 °C’de saklandi. Siipernatantin diger kalani ise 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile (Sun Y. ve ark. 1988) vortexlenip cam tiipte 3220 rpm’de 40
dakika +4°C’de santrifiij edildi. Boylece cam tiipte iistte olusan etanol faz1 alinarak protein

ve SOD enzim aktivite tayini i¢in analiz yapilana kadar -20 °C’de saklandh.
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3.5.1.2. Malondialdehid (MDA) Miktarinin Tayini

Lipid peroksidasyonunun son {irlinii olan MDA 0l¢timii Hammouda ve ark.’in
(1995) c¢alisma metoduna gore gerceklestirildi. MDA miktarinin  Olglimii  igin
mikrosantrifiij tiipte -20 °C’de muhafaza edilen homojenat kullanilarak analiz yapild.
Calisma oncesinde su banyosu (Benmari; Thermomix BU) 90 °C’ye 1sitildi ve 6lgiim
sirasinda  kullanilacak reaktifler [%10’luk trikloroasetik asit (TCA) ve % 0,675
tiobarbitiirik asit (TBA)] hazirlandu.

TBA i¢in 0,675 gr % 0,675’lik TBA alinip tizerine 100 ml su eklendi. TCA i¢in ise
10 gr %10’luk TCA almp 100 ml suda ¢ozildi. Aym zamanda 1,1,3,3
Tetramethoxypropone ile farkli konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Kor tiipiine 500
ul distile su, numune tiiplerine ise 500 pl homojenat eklendikten sonra hem koér hem
numune tiiplerine 2500 pl %10’luk TCA eklendi. Daha sonra tiiplerin agizlar1 sikica
kapatilip 1iyice karistirildi. Daha sonra bagli olan MDA nin proteinlerden serbestlestirilip
proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla cam tiipler, 6nceden 90°C’ye kadar 1sitilmis su banyosu
icindel5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda tiipler su banyosundan alinarak soguk su ile
sogutulduktan sonra 3.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Her tiipte iistte
olusan siipernatanttan 2’ser ml alinip baska bos tiiplere aktarildi. Bu tiiplerin iizerine 1
ml% 0.675 TBA ¢ozeltisi eklenip ayn1 sekilde agizlari sikica kapatildiktan sonra, total
MDA’nin TBA ile sicak ve asidik ortamda renkli kompleks olusturacak sekilde reaksiyona
girmesi i¢in cam tiipler, 90°C’lik su banyosunda tekrar 15 dakika inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda tiipler su banyosundan alinip soguk su ile sogutuldu ve bu sogutma islemi sonrasi
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda kore karsi her numunenin absorbansi 6l¢iildii.

Boylece TBA-MDA’nin olusturdugu renkli kompleksin 532 nm dalga boyunda
verdigi absorbans degeriyle dogru orantili olarak ekstinksiyon katsayisindan (1.56 x 10° M-
''em™) faydalanilarak ve diliisyon faktdrii de dikkate almarak nmol/mL cinsinden MDA

sonuglar1 hesaplandi (Hammouda ve ark. 1995).

Bradford Protein Ol¢iimii: MDA konsantrasyon miktarin1 hesaplamak i¢in homojenattan
protein tayini yapildi. 50 mg BSA (s1gir serum albumini) 50 ml suda ¢oziilerek Bradford
standart ¢ozeltisi hazirlandi. Haziralanan standart ¢ozeltiden 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 diliie
oranlariyla farkli konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki her

bir standarttan 20 pl almip tizerine 1000 pl Bradford reaktami (Brillant Blue G-250)
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eklendikten sonra 595 nm dalga boyunda standartlarin absorbanslar1 dl¢iildii. Bobrek doku
ornekleri MDA 6lgiimii i¢in 1/75 oraninda, SOD, CAT ve GSH-Px ol¢limii i¢in 1/50
oraninda diliie edildi. Farkli konsantrasyonlardaki her bir 6érnek dokudan 20 pl alinip
tizerine 1000 pl Bradford reaktani (Brillant Blue G-250) eklendikten sonra 595 nm dalga

boyunda 6rneklerin absorbanslari dl¢iildii.
3.5.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enziminin Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivite 6l¢iimii, Sun ve ark.’nin ¢alisma
metodu (1988) ile Durak ve ark.’m (1993) tarifledigi modifikasyonun protokollerine
uygun olacak sekilde, 6nceden hazirlanan bobrek doku homojenat slipernatantinin etanol
fazinda tayin edildi. Bu ¢alisma protokollerine gére SOD enziminin aktivite 6l¢iimi,
ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile lretilen siiperoksitin nitro blue tetrazoliumu (NBT)
indirgemesi esasina dayanir. Ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile olusan siiperoksit
radikalleri (O2’) ortamdaki NBT’yi rediikte ederek renkli formasyon olustururlar ve olusan
bu renkli formazon 560 nm’de maksimum absorbansi verir. Enzimin olmadig1 ortamda bu
indirgeme gergeklesmekte ve sonugta mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD enzimi
varliginda ise NBT indirgenmesi gerceklesmeden mavi-mor renk degisiminin
olugsmamastyla beraber sonugta SOD enzim miktar1 ve aktivitesine bagl olarak acik renk
olusur. Boylece enzim bulunmayan (kor) deger ile enzim bulunan numune absorbans

degerleri hesaba katilmaktadir.

Sonuglarin hesaplanmasi: Enzimin % inhibisyonu = (Absksr — Absnum) / Absksrx 100
(Absksr: Absorbans kor; Absnum: Absorbans numune)
Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesi
olup sonuglar doku i¢in; U/mg protein, eritrosit i¢in; U/gr Hb, plazma i¢in; U/mL seklinde
ifade edilir.

3.5.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enziminin Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin aktivitesi, Paglia ve Valentina’nin
(1967) tarif ettikleri protokole uygun sekilde dnceden hazirlanan bobrek doku homojenat
stipernatantinda calisildi. Bu yontem, GSH-Px’in hidrojen peroksit (H202) varliginda
rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizlemesi
esasia dayanir. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG,

50



glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px enzim aktivitesi
NADPH’in NADP"ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasmm 340 nm’de

okunmasiyla hesaplandi.

GSH-Px NADPH  Gluayon  NADP*
rediiktaz
2GSH+H,0: —» 2H,0 + GSSG 7 2GSH

Enzim {initesi, birim zamanda okside olan NADPH’in mikromol miktar1 olarak
hesaplanip sonuglar, U/g protein olarak ifade edildi.

3.5.1.5. Katalaz (CAT) Enziminin Aktivite Tayini

Katalaz enzim aktivitesi Aebi’nin (1974) ¢alisma metodu uygulanarak Onceden
hazirlanan bobrek doku homojenat silipernatantinda tayin edildi. Bobrek dokusu
homojenatlarina ilave edilen H>O>, homojenatta bulunan katalaz enzimi tarafindan su
(H20) ve oksijen (O2) molekiillerine pargalandi ve H>O>’nin ortamdan uzaklagsmasi esasina
gore Olciim yapildi. H2O2’nin katalaz enzimi tarafindan bu ayrigmasi, ultraviyole (UV)
spektrumda absorbans azalmasi seklinde kendini gosterdi ve absorbanstaki bu azalma CAT

enziminin aktivitesi ile orantili sekilde ifade edildi. Reaksiyon su sekildedir:

Katalaz
HO — 5 HO+%0;

UV spektrofotometre analizinde H>O>’nin, maksimum absorbanst 240 nm dalga
boyundadir. pH’1 7,50 mM olan fosfat tamponunun iizerine 10-20 pl H>O» ekleyerek,
H,0; 'li fosfat tampon ¢ozeltisinin optik dansitesi (OD) 0.500 nm oluncaya kadar devam
edildi. Fosfat tamponunun doku homojenatlarina eklenmesiyle 240 nm dalga boyundaki
absorbans diisiisii her 10 sn’de dir defa olmak iizere 2 dk siire ile kaydedildi. Hesaplamada
1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin en yiiksek (OD1) ve en diisiik (OD,) degerleri
dikkate alindi.

Sonuglarin hesaplanmasi: K = {[2.3 x log (OD1/ ODy)] /At (sn)}
K/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 1000]
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3.5.1.6. Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

TOS analizi, Erel (2005) tarafindan tarif edilen metodun protokoliine uygun olarak,
TOS ticari kiti (Rel Assay Diagnostics; Katalog no: RL0024) kullanmilarak Olympus AU 400
biyokimya otoanalizoriinde ¢aligildi. Erel’in TOS ¢aligma metodu, 6rnekte bulunan oksidanlarin
miktariyla ilgili olarak rengin siddetini spektrofotometrik olarak 6l¢en kolorimetrik yontem

esasina dayal1 olup birimi umol H>O» Equivalent/L’dir.

3.5.1.7. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

TAS analizi, Erel (2004) tarafindan tarif edilen metodun protokoliine uygun olarak,
TAS ticari kiti (Rel Assay Diagnostics; Katalog no: RL0017) kullanilarak Olympus AU 400
biyokimya otoanalizoriinde ¢alisildi. Erel’in TAS ¢alisma metodu, serbest radikallere karsi analiz
orneklerindeki antioksidanlarin renk olusumuyla ilgili spektrofotometrik olarak Olgiilen

kolorimetrik yontem esasina dayali olup; birimi pmol Trolox Equivalent/L’dir.

3.5.1.8. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Hesaplanmasi

Orneklerin TOS degerlerinin, yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlanmas1 [OSI =
(TOS, pumol H20, Eg/L) / (TAS, umol Trolox Eg/L) X 100] ile organizmadaki
oksidan/antioksidan dengeyi gdsteren OSI degerleri hesaplandi (Aycicek ve ark. 2005).

3.5.2. Kretainin ve Ure Analizi

Serumda {ire, kreatinin diizeyleri Olympus AU 400 cihaz orjinli hazir kitler

kullanilarak kolorimetrik yontemle Sl¢iilmiistiir.
3.5.3. TGF- p1, UII ve EPO Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum Orneklerinde TGF-B1 tayini, Bioassay Technology Laboratory Rat
Transforming Growth Factor Bl elisa kit (Katalog no: E0779Ra); UII tayini Bioassay
Technology Laboratory Rat Urotensin II elisa kit (Katalog no: EO879Ra); Eritropoietin
hormon diizeyi ise Bioassay Technology Laboratory Rat Erythropoietin elisa kit
kullanilarak bu kitlerin ¢aligma protokollerine uygun olacak sekilde Sandwich Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile ¢aligilda.

TGF- B1 ve EPO o6l¢iimleri i¢in birim pg/ml, U-II i¢in birim ng/ml kabul edildi.
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3.6. TRPM Gen ifadelerinin Analiz Islemleri

I/R deney uygulamalar1 sonrasi molekiiler analizler (RNA izolasyonu ve gen
ekspresyonlari) i¢in cryo tliplerde -80 °C’de muhafaza edilen bobrek dokulari, derin
dondurucudan ¢ikarilarak RNeasy Mini Kit (Katalog no: 74104, QIAGEN, Germany)
protokoliine uygun olacak sekilde lizis soliisyonu ile par¢alanip homojenize edildi. Daha
sonra elde edilen homojenat 6rneklerinden kit protokolii esas alinarak RNA izolasyonu

yapild1.

QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda yapilan qRT-PCR CT verilerinin analizi RT?
Profiler PCR Array Data Analysis v3.5 yapildi. Artislarda 2’nin {istiindeki, azalmalarda ise
2'nin altindaki Fold regulation degerleri anlamli kabul edildi. Beta Actin "housekeeping

gen" olarak normalizasyonda kullanildi.

3.6.1. Dokularin Homojenizasyonu ve Total RNA izolasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen bobrek dokulari, derin dondurucudan alinip onceden
sogutulmus olan 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine, yaklasik olarak 25 mg olacak
sekilde donmus bobrek dokusu eklendi. Daha sonra tiiplerin igerisinde bulunan dokularin
tizerine 600 pl igcinde B-mercaptoethanol bulunan Lysis Buffer pargalama solusyonu
eklendikten sonra tiipe 1 adet sogutulmus ¢elik bilye konuldu ve 4 dk boyunca dokularin
parcalanmasi (QIAGEN, TissueLyser LT, Germany) saglandi. Dokular homojenize olmus
sekilde yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tlipine alind1 ve 3 dk, 10000 rpm de santrifiij
(Sigma 3-30 K, Germany) edildi. Boylece santrifiij sonunda dokular homojenize olmus bir

sekilde izolasyon asamasi i¢in hazirlandi.

Homojenize olmus doku drneklerinin RNA izolasyon islemleri:

Santrifiij sonunda tiip i¢indeki {ist faz, yeni bir steril 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
alindi. Lizata 600 pl %70 etanol eklendi ve iyice karigmasi igin pipetaj yapildi. 700 pl
slipernatant etanol karigimi, altinda 2 ml toplama tiipleri bulunan filtreli tiip (RNeasy spin
column) i¢ine pipetlendi. Daha sonra 15 sn, 8000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
alttaki toplama tiipleri (collection tube) yenisi ile degistirilerek alt faz atildi. Ornegin geri

kalan1 i¢in de bir 6nceki adim tekrarladi.
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RNeasy spin column’a 700 pl RW1 buffer eklendikten sonra, 15 sn boyunca 8000
g‘de santrifiij edildi ve santrifiij sonunda alt faz atildi. RNeasy spin column yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildikten sonra iizerine 500 ul RPE buffer eklendi ve 15 sn, 8000
g‘de santriflij edildikten sonra alt faz tekrar atildi. RNeasy spin column’a 500 pul RPE
buffer eklendi ve 2 dk, 8000 g‘de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alt faz atildi. RNeasy
spin column yeni toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrenin kurumas: i¢in 1 dk, 10.000
rpm’de santrifiij edildikten sonra RNeasy spin column yeni 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe
yerlestirildi ve iizerine 50 pul RNase-free water eklenip 1 dk, 8000 g‘de santrifiij edildi.
RNA verimini arttirmak i¢in RNeasy mini column’a 20 pl daha RNase-free water eklendi
ve 1 dk 8000 g‘de santrifiij edildi.

Elde edilen RNA'larin kalite ve miktar tayini spektrofotometrede (Thermo
Scientific, Multiskan Go) yapildi. Daha sonra her 6rnege igerigindeki RNA miktara gore
RNase free-water eklenerek RNA diliisyonu gerceklestirldi. Boylece izolasyon iglemleri
sonunda elde edilen RNA’lar cDNA sentezi i¢in hazirlanmis olup dl¢lim yapilana kadar -

80 °C’ de sakland.
3.6.2. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi i¢in, cDNA sentez kiti (QuantiTect
Reverse Transcription Kit, Qiagen, Germany; Katalog no: 205311) ve BIO-RAD, T100,
Thermal Cycler cihazi kullanilarak reverse transkripsiyon yontemiyle ¢cDNA sentezi
gerceklestirildi.

cDNA sentez kiti protokoliine uygun olacak sekilde izole edilen RNA’lar 0,2°lik
polimeraz zincir reaksiyon (PCR) tiiplerine konularak ilk basta genomic DNA (gDNA)
eliminasyonu i¢in agagidaki tabloda gosterildigi gibi toplam hacim 14 pl olacak sekilde

reaksiyon hazirlandi ve gDNA eliminasyon iglemi asagidaki kosullarda gerceklestirildi.
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Cizelge 3.2. gDNA eliminasyonu i¢in kullanilan karisim igerigi

Karisim Miktar (pl)
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2ul
Template RNA 10 pl
RNase-free water 2 ul
Toplam 14 pl

Daha sonra BIO-RAD, T100, Thermal Cycler cihazi kullamlarak 42 °C’ de 2 dk
inkiibe edildikten sonra tiipler hemen buz blogu iizerine alindi. Sonra cDNA sentez
asamasi icin kit protokolii esas alinarak toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon

hazirlandi. ¢cDNA eldesi i¢in bir tiip icerisinde 6 pl revers transkripsiyon karigimi

hazirlandi.
Cizelge 3.3. cDNA sentezi i¢in kullanilan karisim icerigi Cizelge 3.4. cDNA tepkime kosullari
Karisim Miktar (ul) ¢DNA Tepkime Kosullari

Reverse-transcription master mix

42 °C’ de 15 dk
Quantiscript Reverse Transciptase I ul

Quantiscript RT Buffer, 5x 4 pl 95 0C” de 3 dk
RT Primer Mix 1 ul

4°C de 0
Toplam 6 pnl

Hazirlanan 6 pl cDNA sentez karigimi ile 14 ul RNA (gDNA eliminasyon islemi
uygulanan) birlestirilerek toplam 20 pl olacak sekilde cDNA sentez karisimi hazirlandi.

Uygulanan karisim ve tepkime kosullarinda, izole edilen RNA’dan cDNA sentez
islemi gerceklestirildi. Daha sonra Elde edilen cDNA o6rnekleri tizerine 90 pul Nuclease-free

water eklenip sulandirildi ve -20 °C’de sakland.
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3.6.3. Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

RNA izolasyonu ve cDNA sentez protokollerinin uygulamalar1 sonunda elde edilen

cDNA orneklerinden, TRPM 6, 7 ve ‘ev’ geni (house keeping) B-Actin (Ella Biotech,

Deutschland) gen transkripsiyon diizeyleri

yontemiyle (QIAGEN Rotor-Gene Q, Germany) calisildi.

‘kantitatif real time’ PCR (qRT-PCR)

TRPM 6, 7 ve B-Actin gen transkripsiyonlari, tabloda belirtilen calismada

kullanilan gen bolgelerine ait primer dizilerine uygun olacak sekilde QuantiTect SYBR

Green PCR kit ( Qiagen, Germany; Katalog no: 204143) protokolii esas alinarak QIAGEN

Rotor-Gene Q (Germany) cihazinda qRT-PCR yontemiyle ¢aligildi.

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan gen bdlgelerine ait primer dizi bilgileri

Tm  Uzunluk

Gen Kullanilan Primer Dizileri (°C) (bp)
B-Actin Left 5°-CCC GCG AGT ACA ACCTTCT-3 58.8 19
B-Actin  Right 5°-CGT CAT CCA TGG CGA ACT-3’ 56.0 18
TRPM6  Left 5’-GCA AGA ACT GGC TTT CCG TG-3’ 59.4 20
TRPM6  Right 5’-ATC CGG GTC CTC TTG CAT CT-3’ 59.4 20
TRPM7  Left 5’-AGA CGC TTT CCG ATA GAT GG-3’ 57.3 20
TRPM7  Right 5’-CTA TCC AGG ATT TCT GGG ACAT-3> 584 22

Cizelge 3.6. qRT-PCR i¢in kullanilan karisim igerigi

Karisim Miktar (ul)
QuantiTect SYBR Green PCR 12,5 ul
Master Mix*
Forward primer I ul
Reverse primer I ul
RNase-Free Water 55ul
Toplam 20 pl
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Elde edilen cDNA orneklerinin her birinden 5 pl alimip PCR-strip tiiplerine
aktarildiktan sonra her bir 6rnege 20 pl qRT-PCR karisimi eklendi. Toplam hacim 25 pl
olacak sekilde qRT-PCR reaksionu QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda gergeklestirildi ve

sonuglarm analizi, ACt degerleri kullanilarak yapildi.

Cizelge 3.7. TRPM 6 genine ait qRT-PCR reaksiyon kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95°C 15 dk

2. Denaturasyon 94 °C 15sn 40

Baglanma 53°C 30 sn

(Annealing)

Uzama (Extension) 72 °C 30 sn

Cizelge 3.8. TRPM 7 genine ait qRT-PCR reaksiyon kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95°C 15 dk

2. Denaturasyon 94 °C 15sn 40

Baglanma 52°C 30 sn

(Annealing)

Uzama (Extension) 72 °C 30 sn

Cizelge 3.9. B-Actin genine ait QRT-PCR reaksiyon kosullar1

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95 °C 15 dk

2. Denaturasyon 94 °C 15sn 40

Baglanma 53°C 30 sn

(Annealing)

Uzama (Extension) 72 °C 30 sn
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3.7. Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel analizler —“Graphpad Prism 7~ bilgisayar programi kullanilarak
yapilmigtir. Parametrik veriler ortalama =+ standart sapma, parametrik olmayan veriler ise
ortanca ve 25-75 persentil olarak ifade edilmistr. Verilerin normalitesi “Kolmogrov-
Smirnov testi” ve homojenitesi “Brown Forsythe testi” ile degerlendirilmistir. Parametrik
veriler i¢in “tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi” sonrasi “Tukey ¢oklu karsilagtirma
testi” ve parametrik olmayan veriler i¢in”Kruskal-Wallis testi” sonras1 “Mann-Whitney U

testi” kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, siganlarda I/R uygulamasiyla deneysel iskemik akut bobrek
yetmezligi modeli, 5 gruba ayrilmis 41 adet sigcan tlizerinde calisildi. Deneysel uygulamalar
sonunda, reperfiizyon siirecinin baglatilmasindan 24 saat sonra biitiin denekler anestezi
protokoliine uygun olacak sekilde, genel anesteziye alinip histopatolojik incelemeler,
molekiiler genetik ve biyokimyasal parametrelerin analizleri i¢in deneklerin sol bobrek

dokular1 ve kan ornekleri alindi.

Bobrek dokusu o6rneklerinin histopatolojik degerlendirmesinde 0-5 arasinda
skorlama yapilarak 6rnekler degerlendirildi. Ayn1 zamanda elde edilen bobrek dokularinda
SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzimlerin aktivite dlgiimleri ve lipid peroksidasyonu
tirtinii olan MDA miktar1 manuel olarak spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii. Bununla
beraber ayrica molekiiler genetik analizler icin TRPM 6, 7 ve p-actin genlerinin
transkripsiyon diizeyleri, deneklerin alinan bobrek dokularinda RNA izolasyonu ve cDNA
sentez islemleri sonrasinda qRT-PCR yoOntemiyle analiz edildi. Ayrica deneklerin alinan
kan oOrneklerinden iire, kreatinin, TGF-B1, UIl, EPO hormon diizeyi, TAS ve TOS

parametrelerinin seviyelerinin degerlendirmesi yapildi.
4.1. Histopatoloji inceleme Sonuglari

Calismamizda bobrek  dokularinin  histopatolojik  incelemelerinde, doku
kompozisyonu gz 6niinde bulundurularak semikantitatif degerlendirme sonucu 0-5 skalasi
kullanilarak I/R hasar1 derecesi skorlandi. Histopatolojik incelemede deneklerin bdbrek
dokusu oOrneklerinin patolojik incelenmesinde, fircamsi kenar kaybi, ekstravazasyon,
vakuolik dejenerasyon, deskuamasyon, tiibul epitelyum hiicrelerinde sisme, tiibular cast
yapilari, tiibular dilatasyon, intersitisyel lenfosit birikimi, tiibular nekroz parametreleri
dikkate almarak normal bobrek dokusu ile I/R yapilmis bobrek dokusu &rnekleri
karsilagtirilip semikantitatif olarak 0-5 arasinda skorlandi. Bu skorlamada hasarin yayilimi
ve tutulan bobrek alan yiizdesi derecelendirildi ve parametrelerin degerlendirilmesinde; 0:
bakilan parametre belirtilerinin hi¢ olmayisi (normal doku) 1: aranilan parametrelerin
%25’den daha az seyretmesi 2: %25-50 aras1 3: %50-75 arast 4: %75’den fazla olmasi 5:
tam kortikal nekroz seklinde tanimlandi (Walker ve ark. 2000, Wu ve ark. 2007).
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Bu skorlama tablosuna goére gruplarin bobrek hasari derecesini gosteren histopatolojik
skorlama sonuglar1 ve istatistiki veriler ¢izelge 4.1. ve gruplarin bdbrek dokusu

histopatolojik goriintiileri sekil 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Gruplarin histopatoloji skorlama sonuglari

GI GII GIII GIV GV
Sham I/R Erd+i/R Vit D+i/R Erd+Vit
D+i/R

1 0 1 3 1 0

2 0 2 1 2 3

3 0 4 0 1 1

4 0 3 1 0 0

5 0 4 2 4 2

6 0 5 1 2 1

7 0 4 1 3 1

8 0 3 - 3 1

9 0 3 = 1 -

10 0 < P 1 -
Median 0 3 1 1,5 1
(%25-%75) (0-0)° (2,5-4) (1-2)° (1-3)° (0,25-1,75)"

[/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D. *: vs. I/R; p <0.05

Calismamizda sham grubunun histopatoloji skorlarmin, I/R grubuna kiyasla daha
iyi oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p< 0.05). Erd+I/R, Vit D+I/R ve
Erd+Vit D+I/R tedavi gruplari ile karsilastirildiginda I/R grubunda, vakuolik dejenerasyon,
deskuamasyon, tubiil epitelyum hiicrelerinde sisme ve tubiilar nekroz parametrelerinin
anlamli derecede arttig1 gozlemlendi (p<0.05). Bununla beraber bu histopatolojik
parametrelerinin ise I/R grubu ile karsilastirildiginda Erd+I/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit
D+I/R tedavi gruplarinda anlamli derecede azaldig1 gozlemlendi (p<0.05). Tedavi gruplart
kendi aralarinda karsilastirildiginda ise bu histopatolojik parametrelerin her ii¢ tedavi
grubunda azaldigi ancak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi saptandi

(p>0.05).
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Sekil 4.1.Gruplarin bobrek dokusu histopatoloji goriintiileri

A: Sham grubu bobrek dokusu 6rneginde normal bobrek histolojik goriiniimii (H&E, x200).

B: 1/R grubuna ait bobrek dokusu 6rneginde iskemik degisiklikler; vd: vakuolik dejenerasyon, n: nekroz, d:
deskuamasyon, c: tiibiiler kast formasyonu (H&E, x200).

C: iskemi 6ncesi Vit D verilen gruba ait doku 6rneklerinde kismen diizelmis bdbrek histolojik goriiniimii
(H&E, x200).

D: iskemi oncesi sadece Erd ve Vit D+Erd verilen gruba ait doku &rneklerinde belirgin diizelmis bobrek
histolojik gériiniimii (H&E, x100).
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4.2. Biyokimyasal Degerlendirme Sonuglar:
4.2.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Sonuglari
4.2.1.1. MDA, CAT, GSH-Px, SOD

Calisma gruplarina ait doku MDA degerleri gruplar arasinda incelendiginde I/R
grubunun istatistiksel olarak en yiiksek degerlere sahip oldugu belirlendi (p<0.001). Ayn1
zamanda I/R grubu ile karsilastirildiginda Erd+i/R, Vit D+/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi
gruplarinda ise MDA o6l¢limlerinin anlamli derecede azaldigi gozlemlendi (sirasiyla
p<0.001, p<0.001, p<0.001). Ancak tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
MDA o6lgiimlerinin her {i¢ tedavi grubunda azaldigi ancak aralarinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik olmadig1 saptandi (p>0.05).

Deney gruplarma ait CAT ve GSH-Px enzim aktivite Ol¢iimleri incelendiginde;
sham grubu ile karsilagtirildiginda I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriildii (p<0.001). /R grubu ile karsilastirildiginda Erd+I/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit
D+I/R tedavi gruplarinda ise bu antioksidan enzimlerinin her ikisinin seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli artis1 gézlemlendi (sirastyla p<0.001, p<0.001, p<0.001). Ancak
tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda CAT ve GSH-Px diizeylerinin her ii¢
tedavi grubunda artmis oldugu ancak istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir farklilik

olmadig1 saptandi (p>0.05).

Deney gruplarina ait SOD enzim aktivite dl¢iimleri incelendiginde; sham grubu ile
karsilastinildiginda I/R grubunda istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma gériildii (p<0.01).
I/R grubu ile karsilastirildiginda Erd+I/R, Vit D+I/R gruplarinda SOD enzim aktivitesinin
istatistiksel olarak anlamli artis1 gézlemlendi (sirasiyla p<0.001, p<0.01). Ancak Erd+Vit
D+I/R grubunda I/R grubuna kiyasla istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmadi
(p>0.05).

Birbirini tamamlayic1 6zellige sahip olan CAT, SOD ve GSH-Px antioksidan
enzimlerinin spekrofotometrik yontemle doku diizeyinde yapilan Olgiimler sonucu elde

edilen istatistiki sonuglar ¢izelge 4.2°de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Gruplarin oksidatif stres enzimlerinin istatistiksel verileri (Ort+SS)

GI GII GIII GIV GV

Sham /R Erd+i/R Vit D+i/R Erd+VitD+I/R
MDA 401£24 904477 433£22%" 439£20°™7 385+16°
(nmol/g-
protein)
CAT 106£5.1  66+£2.3*""  108+5.8°™"  96+4.2™ 106+4.5%"""
(k/g-protein)
GSH-Px 441197 185£6.1"" 40118 4304207 342416
(U/g-protein)
SOD 943+30  781+25%  1006+36°""""  912+20°* 885+27

(U/g-protein)

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D;
a: vs. Sham; b: vs. I/R ; ¢: vs. Erd+Vit D+I/R *: p < 0.05; **: p< 0.01; ***: p < 0.001

4.2.1.2. TAS, TOS ve OSI

Deney gruplarma ait olan serbest radikallere karsi viicudun total antioksidan
kapasitesini 6lcen TAS ve oksidan dengenin totalde degerlendirilmesini saglayan TOS
6l¢iimii ile beraber TOS degerlerinin yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlanmasiyla elde

edilen OSI degerleri sekil 4.2., sekil 4.3. ve sekil 4.4’te gdsterilmistir.

2.0

n
.

TAS (pmol Trolox Eg/L)
=

Sham

IR
IR+Erd
IR+Vit D

IR+Erd+Vit D

Sekil 4.2. Gruplar aras1i TAS degerlerinin karsilastiriimasi

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D; *: vs. I/R; #: vs. Vit D+I/R, p < 0.05
Degerler ortanca ve %25-%75 olarak sunulmustur. Kesikli ¢izgiler ortancayi ifade etmektedir.
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Deney gruplarma ait TAS Ol¢iimleri incelendiginde, sham grubu ile
karsilastinildiginda I/R grubunda anlamli olmayan bir azalma goriildii. I/R grubu ile
karsilastiildiginda  Erd+I/R, Erd+Vit D+I/R tedavi gruplarinda ise TAS seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli artis1 gozlemlendi (p<0.05). Ayni1 zamanda tedavi gruplart kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise TAS seviyesinin Vit D+I/R tedavi grubuna kiyasla sadece
Erd tedavisi uygulanan grup ile Erd ve Vit D’nin birlikte uygulandig1 tedavi gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 saptandi (p<0.05).

40

S %k %k

Z 30 |

o 1

=" 20 T

1 F M A
= 10 |
N

o

=0

/R

Sham
Erd+I/R
Vit D/I/R

Erd+Vit D+I/R

Sekil 4.3. Gruplar aras1t TOS degerlerinin karsilagtirilmasi (Ort£SS)
[/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D; **: vs. I/R; p<0.01

Calisma gruplarma ait TOS &l¢iimleri gruplar arasinda incelendiginde I/R grubunun
istatistiksel olarak en yiiksek degerlere sahip oldugu belirlendi (p<0.01). Ayn1 zamanda I/R
grubu ile karsilastirildiginda Erd+i/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi gruplarinda ise
TOS 6l¢iimlerinin anlamli derecede azaldig1 gozlemlendi (p<0.01). Ancak tedavi gruplari
kendi aralarinda karsilastirildiginda TOS o6l¢iimlerinin her ii¢ tedavi grubunda azaldig

ancak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi saptandi (p>0.05).
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Sekil 4.4. Gruplar aras1 Oksidatif Stres Indeks (OSI) degerlerinin karsilastiriimasi (Ort£SS)
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D; ***: vs. I/R; p<0.001

OSI 6lgiimleri gruplar arasinda incelendiginde, tiim gruplara kiyasla /R grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 saptandi (p<0.001). Ayn1 zamanda I/R grubu ile
karsilastinildiginda ise Erd+I/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi gruplarinda OSI
Ol¢timlerinin anlamli derecede azaldigi gozlemlendi (p<0.001). Ancak tedavi gruplar
kendi aralarinda karsilastirildiginda OSI degerlerinin her {i¢ tedavi grubunda azaldig1 ancak

istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir farklilik olmadig1 saptandi (p>0.05).
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4.2.2. Ure ve Kreatinin

Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde bakilan iire ve kreatinin diizeylerinin istatistiki

verileri ¢izelge 4.3., sekil 4.5. ve sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Ure ve Kreatinin diizeylerinin istatistiki verileri (Ort+SS)

GI GII GIII GIV GV
Sham i/R Erd+i/R Vit D+i/R Erd+Vit D+i/R
Ure 19+3.1°" 44+11.0 2840 40 23+6.0°" 26+4.1°"

(mg/dl)

Kreatinin  0.52£0.047°"*  0.68+0.022  (.60+0.054**"  0.58+0.041**  0.58+0.064""
(mg/dl)

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D
a: vs. Sham; b: vs. I/R ; *: p < 0.05; **: p< 0.01; ***: p <0.001
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Sekil 4.5. Gruplar aras1 Ure diizeylerinin karsilastiriimasi (Ort£SS)
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D; ***: vs. I/R; p <0.001
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Deney gruplarma ait iire diizeyleri incelendiginde, tiim gruplara kiyasla I/R
grubunun istatistiksel olarak en yliksek degere sahip oldugu belirlendi (p<0.001). Aym
zamanda I/R grubu ile karsilastirldiginda Erd+i/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi
gruplarinda ise iire seviyesinin anlamli derecede azaldigr gézlemlendi (p<0.001). Ancak
tedavi gruplari kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise iire seviyesinin her ii¢ tedavi

grubunda azaldigr ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:

saptand1 (p>0.05).
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Sekil 4.6. Gruplar aras1 Kreatinin diizeylerinin karsilastiriimasi (Ort+=SS)
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D; vs. I/R; *: p<0.05; **: p<0.01

Deney gruplarina ait kreatinin diizeyleri incelendiginde, tiim gruplara kiyasla I/R
grubunun istatistiksel olarak en yiiksek degere sahip oldugu belirlendi (p<0.01). Aym
zamanda I/R grubu ile karsilastirildiginda Erd+i/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi
gruplarinda ise kretinin seviyesinin anlamli derecede azaldigi goézlemlendi (sirasiyla,
p<0.05, p<0.01, p<0.01). Ancak tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
kreatinin seviyesinin her {i¢ tedavi grubunda azaldig1 ancak istatistiksel olarak aralarinda

anlaml bir farklilik olmadig1 saptand1 (p>0.05).
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4.2.3. TGF-1, U-II ve EPO

Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde bakilan EPO hormon diizeyleri, U-II ve TGF-31

diizeylerinin istatistiki verileri ¢izelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. U-II, TGF-B1 ve EPO diizeylerinin istatistiki verileri (Ort=SS)

GI GII GIII GIV GV

Sham IR Erd+i/R Vit D+i/R Erd+Vit D+i/R
U-I1 047340258  1.46£0.311*""  1.29+0.365*"  1.15+0.266%" 1.12+0.172%
(ng/ml)

:l: a*** b* b** :l: b***

TGF-81 179440 286+72 211424 208426 194431
(pg/ml)
EPO 242441 295436 236+£19"* 249427 264+28
(pg/ml)

I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D
a: vs. Sham; b: vs. I/R ; *: p <0.05; **: p<0.01; ***: p <0.001

Calisma gruplarina ait U-II diizeyleri gruplar arasinda incelendiginde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p < 0.05). Sham grubu ile karsilastirildiginda I/R grubu ve
diger tedavi gruplarinda U-II diizeyinin anlamli derecede arttig1 saptandi (p < 0.05). Ayrica
I/R grubu ile karsilastirildiginda Erd+I/R, Vit D+/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi gruplarinda
U-II diizeyinin azaldig1 ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlendi
(p>0.05).

Deney gruplarina ait TGF-B1 diizeyleri gruplar arasinda incelendiginde tiim gruplara
kiyasla istatistiksel olarak en yiiksek degerin I/R grubunda oldugu belirlendi (p < 0.001).
Ayrica I/R grubu ile karsilastirildiginda ise Erd+I/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi
gruplarinda TGF-B1 diizeylerinin anlamli derecede azaldigi goézlemlendi (sirasiyla,
p<0.05, p<0.01, p<0.001). Ancak tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda TGF-
31 degerlerinin her {i¢ tedavi grubunda azaldig1 ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik olmadig1 saptandi (p>0.05).

Deney gruplarina ait EPO hormon diizeyleri gruplar arasinda incelendiginde tiim
gruplara kiyasla istatistiksel olarak en yiiksek degerin I/R grubunda oldugu belirlendi (p<
0.05). Ayrica I/R grubu ile karsilastirildiginda ise Erd+I/R, Vit D+i/R tedavi gruplarinda
EPO hormon diizeylerinin anlamli derecede azaldigi goézlemlendi (sirasiyla, p<0.001,

p<0.05). Ancak hem Erd hem de Vit D tedavisinin birlikte uygulandigir grup ile diger
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tedavi gruplar1 karsilastirildiginda EPO degerlerinin her ii¢ tedavi grubunda azaldig1 ancak

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi saptandi (p>0.05).

4.3. Gen Ifadesi Sonuclar

gRT-PCR yontemi ile ekspresyon diizeyleri 6l¢iilen TRPM 6, TRPM 7 genine ait
sonuclarin istatistiki verileri sekil 4.7., 4.8., 4.9. ve sekil 4.10.’da gosterilmistir.

Deney gruplarina ait TRPM 6 gen ekspresyon diizeyleri gruplar arasinda
incelendiginde; sham grubu ile karsilastirildiginda I/R, Erd+I/R, Vit D+I/R gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma saptand1 (p>0.05) ancak Erd+Vit D+I/R
grubunda anlaml bir azalis goriildii (p<0,001). Ayrica I/R grubu ile karsilastirildiginda
sadece Erd+Vit D+I/R grubunda anlamli bir azalis gériildii (p<0,05).

Deney gruplarmma ait TRPM 7 gen ekspresyon diizeyleri gruplar arasinda
incelendiginde; sham grubu ile karsilastinldiginda I/R, Erd+I/R, Vit D+I/R, Erd+Vit
D+I/R  gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma saptand1 (p >0.05).
Ayrica I/R grubu ile karsilastirildiginda ise Erd+I/R, Vit D+I/R ve Erd+Vit D+I/R tedavi
gruplarinda herhangi bir analamlilik saptanmadi (p< 0.05).
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Sekil 4.7. Sham grubu ile karsilastirildiginda gruplar arast TRPM 6 gen ekspresyon diizeylerinin

kargilagtirilmasi
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D. ***: p <0.001
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Sekil 4.8. I/R grubu ile karsilastirildiginda gruplar arast TRPM 6 gen ekspresyon diizeylerinin

lgarslllastlrllmam
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D. *: p < 0.05
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Sekil 4.9. Sham grubu ile karsilastirildiginda gruplar arast TRPM 7 gen ekspresyon diizeylerinin

kargilagtirilmasi
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D

TRPM7

Fold Regulation
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Sekil 4.10. I/R grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasi TRPM 7 gen ekspresyon diizeylerinin

kargilagtirilmasi
I/R: Iskemi/Reperfiizyon; Erd: Erdostein; Vit D: Vitamin D
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5. TARTISMA

Bobreklerde I/R sonrasi olusan hasarim fizyopatolojisi oldukg¢a karisiktir. I/R hasari
sonrasinda asir1 miktarda olusan serbest oksijen reaktif iirlinleri, oksidatif strese neden
olur. Hiicre i¢i kalsiyum artisi, hiicre iskeleti ve membran fosfolipidlerinin bozulmasina
onciilik eden proteaz ve fosfolipazlarin aktive olmasi, mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun degismesi ve ATP’nin azalmasi hiicrede oksidatif strese yol acan nedenler

arasinda sayilmaktadir (Aydogdu ve ark. 2005).

I/R hasarmim ¢esitli komponentleri bulunmasma karsin iskemi safhasinda
hipoperfiizyon ve iligkili sekilde metabolik atiklarin birikiminin, reperfiizyon safthasinda
ise hizli O, artisgina bagl asir1 olusan serbest oksijen radikallerinin (SOR) membran
akigkanligini  bozarak hiicreyi fonksiyonel agidan yikmasinin kilit rol oynadigi
diisiintilmektedir (Tong ve ark. 2017). Boylece renal transplantasyon, parsiyel nefrektomi,
renal arter cerrahisi gibi renal kan akimini durudran veya azaltan cerrahi girisimler
sirasinda ortaya c¢ikan I/R hasarinda reaktif oksijen tiirevleri artis gdsterirken antioksidan

savunma sistemi yetersiz kalarak bu durum sonugcta hiicrede oksidatif strese neden olur.

Oksidatif stres durumunda serbest oksijen tiirevleri ve antioksidanlar arasindaki
denge serbest radikaller lehine bozulur (Erdogan ve ark. 2006). Boylece hipoksiye bagli
bobrek hasarinin patogenezinde serbest oksijen radikallerinin ve antioksidanlarin roliiniin
belirlenmesi, antioksidan tedavi denemelerini giindeme getirmistir. Yapilan deneysel
calismalarda bébrek I/R hasarinin engellenmesinde N-Asetilsisteinin, apelin, mannitol gibi
cesitli antioksidan maddeler denenmis ve deneysel olarak I/R hasarini onlemede etkili
olduklar1 gosterilmistir (Aydogdu ve ark. 2005, Bircan ve ark. 2016, Ozliilerden ve ark.
2017).

Mevcut calismada, sigan renal iskemi/reperfiizyon (I/R) modelinde erdostein (Erd)
ve D vitamininin (Vit D) renal fonksiyon ve I/R hasarina etkileri degerlendirilmistir. Bu
kapsamda lipid peroksidasyonunun onemli gostergesi olan malondialdehit (MDA) ve
birbirini tamamlayic1 6zellige sahip antioksidan enzimlerin (SOD, CAT ve GSH-Px) renal
doku diizeyleri Slciilmiistiir. ilaveten serbest radikallere karsi viicudun total antioksidan

kapasitesini gosteren TAS ve total oksidan diizeyini ifade eden TOS degerleri incelenerek
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oksidatif stres indeksi belirlenmistir. Ayrica renal fonksiyonu degerlendirmek amaciyla iire
ve kreatinin diizeyleri ol¢lilmiis, iskemi/reperfiizyon hasariyla iligkileri sebebiyle ise TGF-
B1 ve trotensin-II diizeyleri degerlendirilmistir. Bunlarla beraber apoptotik siireglere

katkilar1 g6z oniinde bulundurularak TRPM 6 ve 7 gen ekspresyon diizeyleri arastirilmistir.

Calisma bulgularimiz renal I/R’nin, lipid peroksidasyonu belirteci MDA’nin
artisina yol acarken antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, CAT ve GSH-Px) diisiise
sebep oldugunu gostermektedir. ilaveten total oksidan kapasitenin artmasi ve ayni
zamanda total antioksidan kapasitenin azalmasi neticesinde oksidatif stres indeksinin (OSI)
arttig1 gozlemlenmistir. Boylece oksidan/antioksidan dengesinin prooksidanlar yoniinde
kaymasi, iire ve kreatinin seviyelerinin artisiyla izlendigi iizere renal fonksiyonlarin
bozulmasiyla sonuglanmistir. S6z konusu fonksiyon bozuklugu histopatolojik
degisikliklerle (deskuamasyon, vakuolik dejenerasyon, tiibiil epitel hiicrelerinde sisme,
nekroz) birliktelik gostermistir. Erd ve D vit 6n tedavileri hem tek baslarina hem de
kombine uygulamada bahsedilen histopatolojik bulgularda iyilesme saglamistir. Aym
zamanda U-II ve TGF-B1 seviyelerinde de azalma sagladigi goriilmiistiir. U-II ve TGF-
B1’in iskemik patolojilerde yiikseldigi ve I/R hasarina katki sunuyor olabilecegi (Alan ve
ark. 2011, Gao ve ark. 2012) hakikatinden hareketle bahse konu azalma Erd ve D vit 6n
tedavilerinin iskemi/reperfiizyon hasar1 agisindan koruyucu etkiye sahip olabilecegi fikrini
desteklemektedir. Her ne kadar tek baglarmma uygulandiklarinda ekspresyon diizeylerini
degistirmemislerse de Erd ve D vit’in kombine uygulamalart TRPM6 iyon kanalinin gen
ekspresyon diizeyini anlamli gsekilde diistirmiistiir. Dolayisiyla kombine tedavinin
iskemi/reperfiizyon hasarina karst koruyucu etkisinde TRPM6 kanal ekspresyonunu

modifiye edici 6zelliginin katkida bulundugu diisiintilebilir.

Bobreklerde deneysel olarak IR hasarmin etkilerini ortaya ¢ikarmak adina belirli bir
I/R siiresine ihtiya¢ vardir. Ancak literatiirdeki mevcut ¢alismalar1 inceledigimizde renal
I/R hasarin1 olusturmaya yonelik karsimiza oldukea cesitli iskemi/reperfiizyon siireleri
cikmaktadir. Buna bagli olarak bizler de literatiirdeki benzer calismalari inceleyerek
calismamizin /R siiresini belirledik (Supavekin ve ark. 2003, Aydogdu ve ark. 2005,
Gonullu ve ark. 2014).

Aydogdu ve ark. (2005) renal iskemi reperfiizyon hasari olusturduklar: ratlarda N-

asetilsistein’in renoprotektif etkisine baktiklar1 ¢alismada, iskemi siiresini 60 dakika

73



reperfiizyon siiresini ise 24 saat olarak uygulamislardir. Gonullu ve ark. (2014) iskemi
reperfiizyon hasarina karsi dexmedetomidine’nin etkilerini arastirdiklar ¢aligmada serbest
oksijen radikallerinin etkinligini gostermislerdir ve mevcut ¢alismada 60 dakikalik iskemi
ve 24 saat reperfiizyon siiresini tercih etmislerdir. Gonullu ve ark. (2014), daha 6nce
yapilan ¢alismalara deginerek (Williams ve ark. 1997, Billings ve ark. 2008) interstisyel
0dem, bozulmus vazoregiilasyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, parankimal hiicre
disfonksiyonu, akut tubular nekroz ve mikrovaskiiler gecirgenligin artis1 gibi histopatolojik
degisikliklerin reperfiizyon sonrasi 24. saatte en iist diizeye ¢iktigin1 ve ayn1 zamanda bu
degisikliklerin klinik siireclerde renal fonksiyon bozuklugunun gostergesi olan serum
kreatinin ve iire diizeyleri ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Bununla beraber Gonullu ve
ark. (2014) aym1 ¢alismalarinda 60 dakikalik iskemi siiresinden sonra renal hasarin ortaya
ciktigin1 gostermislerdir. Bu baglamda biz de ¢alismamizda 60 dakikalik iskemi ve 24

saatlik reperflizyon siiresini tercih ettik.

I/R hasarinm fizyopatolojisinin aydinlatilmas1 ve dnlenmesi i¢in klinik denemeler
Oncesi yeni tedavi protokollerinin bulunmasinda deneysel modellerin énemi son derece
biiyiiktiir. Klinik ¢aligsmalar dncesinde, 6n tedavide etkinligi arastirilan ajanlarm hayvan
deneylerinde mutlaka denenmesi ve incelenmesi gerekmektedir. Bu tiir modellerde test
edilen ve I/R hasarmna kars1 protektif etkileri oldugu saptanan antioksidan ajanlarin klinige
uygulanmasi uzun siireclere dayansa da, c¢esitli patolojik durumlarda ya da cerrahi
islemlerde organ koruyucu olarak tedavi protokollerinde pek ¢ok antioksidan

bulunmaktadir (Sener ve Yegen, 2009).

Literatiirdeki mevcut ¢alismalar1 inceledigimizde bdbrek iskemi reperfiizyon
hasarmin 6nlenmesinde bircok ajan kullamlmistir. Bbrekte olusabilecek I/R hasarinin
Onlenmesinde bu ajanlarin deneysel g¢aligmalarda fayda saglayabilecegi gosterilmistir
(Aydogdu ve ark. 2005, Bircan ve ark. 2016, Ozliilerden ve ark. 2017). Bu tiir maddelerin
deneysel c¢alismalardaki olast koruyucu etkileri goz Oniline alindiginda denenerek
kullanilmasi, farkli antioksidan ozellikteki maddelerin kullaniminin iskemi reperfiizyon
hasarinda etkili olacag: diisiincesi ile ¢calismamizda antioksidan ve antiinflamatuar 6zellige
sahip erdostein (Erd) ve D vitamininin (Vit D) I/R hasarma kars1 olas1 koruyucu etkilerini

arastirmay1 hedefledik.
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Calismamizda etkinligini arastirdigimiz Erd, yapisinda bulunan tiyol gruplari
sayesinde ortamda bulunan serbest oksijen radikallerini (SOR) inhibe ederek ve endojen
antioksidanlarin yapimini arttirarak gii¢lii antioksidan 6zellik gostermektedir (Sirmali ve
ark. 2007). Lee ve ark. (2010) renal I/R hasar1 ¢alismalarinda, Erd’in glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (CAT) diizeylerini arttirarak I/R hasarmni azalttiklar1 ve I/R grubuna
kiyasla iire ve kreatinin seviyelerini diislirerek renal fonksiyonu korudugunu bildirmislerdir
(Lee ve ark. 2010). Tutanc ve ark. (2012) Siklosporin-A ile olusturduklar1 nefrotoksisiteye
karsi, Erd’in enzimatik antioksidan sistem ile SOR’u inhibe ederek bobrekteki toksik etkiyi
azaltigmmi aynt zamanda iire ve kreatinin seviyelerini diislirerek renal fonksiyonu
korudugunu bildirmislerdir (Tutanc ve ark. 2012). Saritas ve ark. (2014) asetaminofen ile
olusturduklar1 hepatotoksisiteye karsi; Erd ve N-asetilsistein’in uygulandiklart grupta total
oksidan kapasiteyi (TOS), histopatolojik degisikliklerle beraber anlamli sekilde
diistirdiikleri ve total antioksidan kapasiteyi (TAS) anlamli derecede arttirarak
karacigerdeki toksik etkiyi azalttiklarini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda hepatoksisiteye
kars1 tek doz Erd on tedavisinin, N-asetilsistein 6n tedavisinden daha etkili oldugunu
belirtmislerdir (Saritas ve ark. 2014). Ugurel ve ark (2017) over I/R hasar1 ¢alismalarinda,
[/R grubunda histopatolojik degisikliklerle birlikte MDA diizeyinin anlamli artis
gosterdigini belirterek, Erd’in uygulandigi grupta MDA diizeyini anlamli diizeyde diisiiriip
katalaz aktivitesini arttirmasi ile oksidatif stresi azalttigin1 gostermislerdir (Ugurel ve ark.

2017).

Calismamizda etkinligini arastirdigimiz diger bir ajan ise antiinflamatuar 6zellige
sahip ve kemik metabolizmasinda 6nemli etkinligi olan D vitaminidir (Vit D). Ekici ve
ark.’in (2009) yaptig1 beyin I/R hasari ¢alismalarinda, dihidroaskorbik asit (DHA) ve D
vitamini kombine uygulamasinin, MDA seviyesini 6nemli derecede azalttigin1 ve glutatyon
(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerini attirmasi ile SOR {iretimini inhibe
edip iskemik serebral hastalikta etkili oldugunu gdstermislerdir (Ekici ve ark. 2009).
Sinanoglu ve ark. (2012) 45 dk iskemi 45 dk reperflizyon uygulamasi ile ratlarda
olusturduklar1 renal I/R hasarma karsi melatonin ve D vitamini 6n tedavilerinin, ayr1 ayri
ve iki ajanin birlikte uygulandig1r grupta serum {ire, kreatinin diizeylerini histopatolojik
degisiklikler ile beraber anlamli olarak azalttiklarini ifade ederek renoprotektif etkisini
degerlendirmislerdir (Sinanoglu ve ark. 2012). Seif ve Abdelwahab (2014) hepatik iskemi

reperfiizyon hasart caligmalarinda D vitamini takviyesinin ¢ogunlukla inflamatuar
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apoptotik yaniti azaltarak koruyucu etki gosterdigini ancak I/R hasarma karst D
vitamininin nasil koruyucu etki gosterdiginin daha ileri caligmalar ile arastirilarak
molekiiler basmaklarinin aydinlatilmasi gerektigini belirtmislerdir (Seif ve Abdelwahab
2014). de Braganca ve ark. (2015) diyet uyguladiklar1 (30 giin) ratlarda 45 dk iskemi ve 48
saat reperfiizyon ile olusturduklari renal I/R hasarma bagl olarak goriilen akut bobrek
hasarinda, D vitamini eksikliginin renal inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve hasarini

arttirdigini bildirmislerdir (de Braganga ve ark. 2015).

Bobrek fonksiyon testleri; bobrek hastaliklarinin teshisi, takibi ve tedavisinde
kullanilan laboratuar bulgularini, bobrek hasarini, bobrege iliskin patolojileri ve bobregin
fonksiyonel durumunu gostermektedir (Govda ve ark. 2010). Calismamizda I/R hasarinmn
bobrekte olusup olusmadigini ve glomeriiler fonksiyonu degerlendirmede, bdbrek
fonksiyonu belirteci olan serum iire ve kreatinin diizeylerini inceledik. Calismada sham
grubuna gore I/R grubunda serum iire ve kreatinin diizeylerinin anlaml sekilde artis, /R
hasar1 sonras1 bobreklerde akut hasarin gerceklestigini gdstermektedir. Ayn1 zamanda I/R
grubu ile karsilastirildiginda Erd ve D vitamininin, ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiklar
kombine grupta serum iire ve kreatinin diizeylerini anlamli derecede azaltmis olduklarini
saptadik. Béylece bu durum Erd ve D vitaminin, renal I/R hasarina olumlu etki ettiklerini
bize gostermektedir. Bununla beraber yapilan benzer ¢alismalarin da bulgularimizla
benzerlik gosterdigini tespit ettik (Aydogdu ve ark. 2005, Sentiirk ve ark. 2010, Chen ve
Wu 2012, Sezgin ve ark. 2013, Gonullu ve ark. 2014, Cakir ve ark. 2017).

Cakir ve ark. (2017) sicanlarda 60 dk. iskemi ve 23 saat reperflizyon uyguladiklar
calismalarinda I/R grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; doku MDA diizeyi, serum
iire ve kreatinin diizeyleri ile beraber bobreklerde glomeruler hasar, konjesyon,
vakuolizasyon, deskuamasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik
degisikliklerin I/R grubunda anlamli diizeyde arttigmni rapor etmislerdir. Sentiirk ve ark.
(2010) siganlarda 45 dk. iskemi 6 saat reperfiizyon siiresini inceledikleri ¢alismalarinda
bobreklerde tiibiil hiicrelerinde sisme, tlibiiler deformasyon tiibiiler liimen igerisinde
nekrotik hiicrelerin artis1 gibi histopatolojik degisiklikler, serum {iire ve kreatinin
diizeylerinin anlaml artis1 ile beraber doku MDA diizeyinin de anlamli artis1 ile bdbrek
hasarinin arttigin1 goéstermislerdir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada antioksidan 6zelligi olan

silimarin /R ile olusan akut bobrek hasarma kars1 koruyucu etkisi oldugunu
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gostermislerdir. Yurdakul ve ark (2010) siganlarda 40 dk iskemi ve 1 saat reperfiizyon
uyguladiklari renal I/R hasar1 ¢calismalarinda; Erd (oral yolla, 10 mg/kg) ve a-tocoferol’in
(intraperitoneal, 10 mg/kg) kombine uygulamalarinin ayr1 ayr1 uygulamalarma gore
iistiinliiklerini degerlendirmislerdir. I/R grubu ile karsilastirildiginda, Erd ve a-tocoferol’in,
doku MDA diizeyi ve histopatolojik degisiklikleri ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiklari
tedavi gruplarinda anlamli sekilde diisiirdiiklerini gostermislerdir. Ayn1 zamanda Erd ve a-
tocoferol’in birlikte uygulandiklar1 kombine grupta I/R hasarina kars1 sinerjitik etki
gostererek daha etkili olduklarin1 gostermislerdir. Sezgin ve ark (2013) sag bobrek
nefrektomisi sonrasi sicanlarda sol renal pedikiilii klempleyerek 45 dk iskemi sonrast 45 dk
reperfiizyon uyguladiklart calismalarinda Vit D3 (intraperitoneal, 0.5 pg/kg) ve
melatonin’i (intraperitoneal, 10 mg/kg) ayr1 ayr1 ve kombine sekilde uygulayarak I/R
hasarmna kars1 etkilerini incelemislerdir. I/R grubu ile karsilastirildiginda, ayr1 ayr ve
birlikte uygulandiklar1 tedavi gruplarinda Vit D3 ve melatonin’in, doku MDA diizeyi,
serum kreatinin ve {re diizeylerini, histopatolojik degisiklikleri anlamli sekilde
diisiirdiiklerini gostermislerdir. Vit D3 ve melatonin’in, hem ayr1 ayr1 hem de kombine
uygulamalarmin I/R hasarma kars: etkili olduklarin1 ancak kombine uygulamanin ayr1 ayri

uygulamaya gore bir listlinliigii olmadigini ifade etmiglerdir.

Ifade edilen ge¢mis ¢alisma sonuglart mevcut ¢alismamizin verileri ile benzerlik
gdstermektedir. I/R sonrasi serum iire ve kreatinin diizeyi ile lipid peroksidasyonunun son
{iriinii olan MDA diizeyinin, sham grubuna kiyasla I/R grubunda anlamli sekilde arttig:
bulundu. Bununla birlikte deney gruplarimizda uyguladigimiz Erd ve D vitamininin, ayr1
ayr1 ve kombine sekilde uygulamalar1 doku MDA diizeyini anlamli sekilde diisiirmelerine
bagl olarak bu iki ajanin, renal I/R hasarda lipid peroksidasyonunu azaltici yonde etki
gostererek olusabilecek hasar iizerine Onleyici yonde katkilarmin olabilecegini
gostermeketedir. Calismamizda serum iire, kreatinin ve MDA diizeyi ile ilgili bulgular
acisindan Erd ve D vitamininin birlikte uygulandigi kombine grubu, ayr1 ayri
uygulandiklar1 gruplar ile karsilastirdigimizda, kombine uygulamanin ayr1 ayri

uygulamaya gore bir listiinligli olmadigini saptadik.

I/R esnasinda bircok metabolik degisiklikler oldugu bilinmektedir. Iskemik
dokunun reperfiizyonu ile reaktif oksijen tiirlerinin liretiminde artis ile birlikte antioksidan

savunma sistemi etkisizlesmeye baslar ve bu durum sonugta hiicrede oksidatif strese neden
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olur. Boylece serbest oksijen tiirevleri ve antioksidanlar arasindaki denge serbest radikaller

lehine bozulur.

Aydogdu ve ark. (2005) N-asetilsisteinin uyguladiklari ¢alismalarinda 60 dk iskemi
ve 24 saat reperfiizyon sonrasi I/R grubunda CAT, SOD ve GSH-Px aktivitelerinde diger
gruplara gore anlamli azalma kaydetmislerdir. Rasoulia ve ark. (2008), yaptiklari
calismada erkek wistar albino siganlarda renal I/R (40 dk/24 saat) sonras1 /R grubunda
CAT, SOD seviyelerinde anlamli bir artis kaydetmislerdir. Benzer bir ¢aligmada Kapan ve
ark. (2009), aortik I/R sonras1 I/R grubunda SOD, CAT aktivitelerinde anlamli derecede
yiikselme bulmuslardir. Sezgin ve ark (2013) sag bobrek nefrektomisi sonrasi siganlarda
sol renal pedikiilii klempleyerek 45 dk iskemi sonras1 45 dk reperfiizyon uyguladiklar
caligsmalarinda Vit D3 (intraperitoneal, 0.5 pg/kg) ve melatonin’i (intraperitoneal, 10
mg/kg) ayr1 ayr1 ve kombine sekilde uygulayarak I/R hasarma kars1 etkilerini
incelemislerdir. Vit D3 ve melatonin’in ayr1 ayr1 ve kombine uygulamalarinda SOD enzim
aktivite diizeyini arttirdiklarimi tespit etmiglerdir.

Yurdakul ve ark (2010) sicanlarda 40 dk iskemi ve 1 saat reperfiizyon uyguladiklar
renal I/R hasari calismalarinda; Erd (oral yolla, 10 mg/kg) ve a-tocoferol’in
(intraperitoneal, 10 mg/kg) kombine uygulamalarinin ayr1 ayr1 uygulamalarma gore
ustiinliiklerini  degerlendirmislerdir. Erd ve a-tocoferol’in ayr1 ayr1 ve kombine
uygulamalarinda SOD enzim aktivite diizeyini arttirdiklarini tespit etmislerdir. Ayni
zamanda Erd ve a-tocoferol’in birlikte uygulandiklar1 kombine grupta I/R hasarma karsi
daha etkili olduklarim1 géstermislerdir. Bircan ve ark. (2016) apelin hormonu uyguladiklari
calismalarinda 45 dk iskemi ve 3 saat reperfiizyon sonras1 I/R grubunda CAT, SOD ve
GSH-Px aktivitelerinde diger gruplara gore anlamli azalma kaydetmislerdir. Cakir ve ark.
(2017) siganlarda sag bobrekte nefrektomi sonrasi sol bobrekte 45 dk iskemi ve 3 saat
reperfiizyon uygulamasi sonras1 hypericum perforatum’un I/R hasarma karsi etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada, SOD, CAT ve GSH-Px aktivite diizeylerinin I/R grubuna kiyasla
hypericum perforatum verdikleri grupta anlamli sekilde artis gostererek I/R hasarina kars

olas1 koruyucu etkilerini gostermislerdir.

Bu calismalarin verileri bizim ¢alismamizin verileri ile benzerlik gostermekte olup
I/R sonras1 doku CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin, sham grubuna kiyasla I/R

grubunda anlamli sekilde azaldigi saptandi. Bununla birlikte deney gruplarimizda
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uyguladigimiz Erd ve D vitamininin, ayr1 ayr1 uygulamalari doku CAT, SOD ve GSH-Px
enzim aktivite diizeyini anlamli sekilde arttirmiglardir. Ayni zamanda Erd ve D
vitamininin kombine uygulamalar1 doku CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinin diizeyini
anlaml derecede arttirdiklar1 tespit edilmis olup Erd ve D vitamininin antioksidan enzim
aktivite diizeylerini arttirarak I/R hasarma karsi koruyucu etkiye sahip olduklar tespit

edilmistir.

Oksidan ve antioksidan kapasitelerinin totalde degerlendirilmesi ile oksidatif stres
artisinda, oksidatif stresin bir gostergesi olarak OSI degerleri hesaplanarak oksidatif hasar
ile ilgili degerlendirme yapilmaktadir (Harma ve Erel 2003). Biz de ¢alismamizda toplam
oksidan kapasiteyi gosteren serum TOS degeri ile toplam antioksidan kapasiteyi gosteren
serum TAS degerlerini inceleyerek OSI degerlerini hesapladik. Calismamizda sham
grubuna kiyasla total oksidan kapasitenin artmasi ve ayni zamanda total antioksidan
kapasitenin azalmasi neticesinde oksidatif stres indeksinin (OSI) I/R grubunda arttif
gozlemlenmistir. Aynt zamanda Erd, D vitamini ve kombine grupta TOS ve OSI
degerlerinin anlamli sekilde azaldig1 saptadi. Gruplar arasinda TAS degerini
inceledigimizde Erd ve kombine grupta, I/R grubuna kiyasla anlamli sekilde artmis oldugu
saptandi. Bununla beraber yapilan benzer calismalarin da bulgularimizla benzerlik

gosterdigini tespit ettik (Tas ve ark. 2013, Saritas ve ark. 2014, Sancak ve ark. 2016).

Iskemiye yanit olarak gergeklesen bir diger olay, viicutta doku oksijenlenmesini
kontrol eden Eritropoietin (EPO) artisidir. Hipoksiyle beraber ortamda O, konsantrasyonu
azaldiginda bdbrek peritiibiiler interstisyel hiicrelerden EPO sentezi baslamaktadir.
EPO’nun, farkli stres ve patolojik kosullar altinda sitoprotektif, anti-apoptotik, anti-
inflamatuar ve antioksidan fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir (Yilmaz ve ark.
2015). Kiris ve ark. (2008) aortik I/R hasarina karst EPO’nun, MDA diizeyini azaltip
antioksidan enzimlerin aktivite diizeylerini arttirarak I/R hasarma karsi koruyucu etki
ettiklerini gostermislerdir. Ates ve ark. (2005) 45 dk iskemi sonras1 iki farkli reperfiizyon
stiresinde (45 dk ve 24 saat) EPO’nun renal hasara kars1 koruyucu oldugunu ve bu etkisine
tirozin kinaz aktivasyonunun aracilik ettigini gostermislerdir. Joyeux-Faure M ve ark.
(2005) EPO’nun, apopitozu ve nekrozu azaltarak miyokardi, I/R hasarina kars1 korudugunu
gostermiglerdir. Sepodes ve ark. (2006) ratlarda EPO’nun oksidatif stresi azaltarak
karacigeri I/R hasarindan korudugunu géstermislerdir. Zhang ve ark. (2015) 30 dk iskemi
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24 saat reperfiizyon ile ratlarda uyguladiklar1 I/R hasarina karst EPO’nun inflamasyonu

baskilayarak I/R hasarini nledigini gdstermislerdir.

Calismamizda I/R grubunda, sham grubuna gére EPO hormon diizeyinin anlaml
sekilde artmis oldugunu bulduk. Erd ve D vitamininin ayr1 ayri ve kombine
uygulamalarinin ise, EPO hormon diizeylerini 6nemli derecede azalttiklarini saptayarak
Erd ve D vitamininin oksidatif stres durumunda, EPO diizeyini arttirmada etkisiz

olduklarini saptadik.

Tibbi literatiire gore plazma U-II diizeylerinin renal yetmezlikte, konjestif kalp
yetmezliginde, diyabette, hipertansiyonda ve portal hipertansiyonda yiiksek oldugu
belirtilmektedir. (Maguire ve ark. 2000, Lim ve ark. 2004, Langhman ve ark. 2004). Onat
ve ark. (2012) siganlarda uyguladiklar1 deneysel akciger fibrozisi modelinde serum U-II,
TGF-B1, endotelin-1 diizeylerinde artis saptamislardir. Tian ve ark. (2008), U-II’nin
diyabette TGF-B1 upregulasyonuna yol agarak renal fibrozis ve hatta diyabetik nefropatiye
sebep olabilecegini belirtmektedirler. Langhamm ve ark. (2004) ve Matsushita ve ark.
(2003), U-II’ nin kalpte ve bobrekte fibrotik etkilerinin oldugunu gdstermislerdir. Dai ve
ark. (2007) ise U-II’'nin TGF-B1 iizerinden kardiyak remodeling ve fibroziste 6énemli bir
role sahip oldugunu ifade etmektedirler.

Calismamizda, sham grubuna gore diger tiim gruplarda, U-II diizeyinin anlaml
sekilde artmis oldugunu bulduk. Erd ve D vitamininin ayr1 ayr1 ve kombine
uygulamalarinin oksidatif stres durumunda, U-II diizeylerini azaltmada herhangi bir

etkileri olmadigini saptadik.

Bébrek I/R hasar ile ilgili yapilan deneysel calisamalarda TGF-B1’in, MAPK
sinyal iletimi ile fibronektin ekspresyonunu arttirmasina bagli olarak bobrek hasarinda
inflamasyon ve fibroziste 6nemli bir faktor oldugu gosterilmistir (Huwiler ve Pfeilschifter
1994, Inoki ve ark. 2000). Alan ve ark. (2010) sicanlarda bobrekte uyguladiklart 60 dk
iskemi ve 9 giin reperfiizyon hasar1 sonrast /R grubunda TGF-B1 diizeyinin artmis
oldugunu gostermislerdir. Mary ve ark. (2012) ¢aligmalarinda TGF-B1’in ilerleyici bobrek
hastalig1 ile iliskili renal fibroziste dnemli bir faktor oldugunu belirtmislerdir. Chen ve ark.
(2015) calismalarinda apelin’in TGF-B1°1 inhibe ederek akut renal hasara kars1 koruyucu

etkisi gosterilmistir.
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Calismanmizda I/R grubunda, sham grubuna gére TGF-B1 diizeyinin anlaml sekilde
artmis oldugunu saptadik. Oksidatif stres durumunda, Erd ve D vitamininin ayr1 ayri ve
kombine uygulamalarinin ise I/R grubuna kiyasla TGF-B1’i 6nemli sekilde azalttiklarini

tespit ettik.

Calismamizin histopatolojik incelemelerinin sonuglar1 degerlendirildiginde diger
tiim gruplara kiyasla I/R grubunda tiibiiler dilatasyon, tiibiil epitelyum hiicrelerinde
niikleus kaybi, vakuolik dejenerasyon, deskuamasyon ve tiibiiler nekroz parametrelerinin
anlamli derecede arttig1 saptandi. I/R grubu ile karsilastirildiginda ise tedavi gruplarinda
bu histopatolojik parametrelerin anlamli derecede azaldig1 gozlemlendi. Ancak Erd ve D
vitamininin ayr1 ayrt ve kombine uygulandiklart gruplart kendi aralarinda
karsilagtirdigimizda, kombine uygulamanin ayri ayri uygulamaya gore herhangi bir

istlinligli olmadigini saptadik.

Bu histopatolojik parametrelerin 6zellikle I/R grubunda 6nemli sekilde artis
gostermis olmasi1 daha dnceki ¢alismalarda elde edilen histopatolojik skorlama degerleri ile
paralellik gostermektedir (Walker ve ark. 2000, Erdogan ve ark. 2005, Wu ve ark. 2007,
Sentiirk ve ark. 2010, Sezgin ve ark. 2013, Cakir ve ark. 2017).

Calismamizin  molekiiler analizinde qRT-PCR sonucu elde edilen gen
ekspresyonlarinin istatistiksel verileri incelendiginde, TRPM 6 ve 7 iyon kanallariin gen
ekspresyonlar1 sham grubu ile karsilastirildiginda, I/R grubunda istatistiksel olarak bir

anlamlilik saptanmadi.

Iskemi/reperfiizyon siirecinde kanal aktivasyonunu inceledigimizde, hiicrede
molekiiler diizeyde ilk diizenlemenin TRPM kanal sayisinin artisi1 seklinde goriilmektedir.
Ancak reperfliizyon esnasinda hiicre Oliimiiniin baglamasi sebebi ile TRPM kanal
ekspresyonlarinin azaldigi karsimiza c¢ikmaktadir. Thomas ve ark. (2004) intestinal ve
renal sistem iizerine yapmis olduklar1 ¢alismalarinda magnezyum akisi lizerine TRPM 6
iyon kanalinin 6énemli rol aldigini ifade etmislerdir. Bununla beraber Mingjiang ve ark.
(2006) arastirmalarinda TRPM 6 aktivitesinin arttirilmasi ile magnezyum ve kalsiyum iyon
akisinda anlamli derecede artis oldugunu bildirmislerdir. Meng ve ark. (2012) renal /R
hasar1 ile ilgili ¢calismalarinda 45 dk iskemi 24 saat reperfiizyon sonrast TRPM 7 kanal

ekspresyonunun arttigin1  gdstermislerdir. Demir ve ark. (2014) miyokardiyal I/R
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caligmalarinda TRPM 6 gen ekspresyon diizeylerinin degismedigini ancak TRPM 7 gen
ekspresyon diizeyinin arttigin1 belirterek TRPM 7 ve miyokardiyal I/R arasinda pozitif bir

iliski oldugunu bildirmislerdir.

Arastirmamizda deney gruplarina ait TRPM 6 ve 7 gen ekspresyon analizlerinde
elde ettigimiz bulgulara gére; I/R grubu ile karsilastirildiginda sadece Erd ve D vitamininin
birlikte uygulandiklar1 kombine grupta TRPM 6 kanali gen ekspresyonunun anlamli bir
sekilde azaldigini tespit ettik.
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6. SONUC

Sonug olarak ¢alismamizda bobrek iskemi reperfiizyon modelinde ortaya c¢ikan
hasarin, Erdostein ve D vitamininin hem ayri1 ayr1 hem de kombine 6n tedavisi ile
biyokimyasal ve histopatolojik olarak diizeldigini ayn1 zamanda bu duruma oksidatif stres
parametrelerinin azalmasinin da eslik ettigini tespit ettik. Bununla beraber ¢alismamizin
molekiiler analizleri sonucunda elde ettigimiz TRPM 6 ve 7 gen ekspresyon diizeylerinin,
farkli  iskemi  reperflizyon siirelerinde  yapilacak daha ileri  ¢aligmalarla
degerlendirilmesinde bulgularimizin 6nemli rol oynayacagi disiiniilmektedir. Ayrica
calisma sonucu elde ettigimiz verilerin renal I/R hasar ile ilgili preklinik ¢alismalara

zemin hazirlamasi agisindan katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.

I/R &ncesi Erdostein, D vitamini ve bunlarin kombinasyon uygulamalarinin, kismi
nefrektomi, renal transplantasyon, renal travmaya cerrahi miidahale gibi I/R’ye neden olan
durumlarda ortaya cikan I/R hasarinmn, ©6nlenmesinde koruyucu etkisi oldugunu

diisiinmekteyiz.
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