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OZET

Amac: Iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasari, olustugu dokuda inflamasyon, reaktif oksijen
triinlerinin artis1i, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoza neden olan patolojik bir
durumdur ve bdbrekte olustugunda renal tiibiiler hiicre 6limii ve akut bobrek hasariyla
sonug¢lanabilir. Mitokondriyal tiirevli bir peptid olan humanin (HN)’nin oksidatif stresi
azalttigi, antiapoptotik ve antiinflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. Bu tez
calismasmin amaci renal I/R modelinde HN’nin I/R hasar1 iizerine olas1 etkilerinin ve bu

etkilere aracilik eden mekanizmalarin arastirilmasidir.

Yontem: Sprague-Dawley erkek sicanlar rastgele 4 gruba ayrildi: 1. Sham (yalanci
cerrahi), 2. I/R, 3. HN-Sham, 4. HN-I/R. I/R gruplarinda 45 dakika renal iskemi
olusuruldu ve reperflizyondan 10 dk 6nce 2 mg/kg HN analogu iv olarak uygulandi. 24
saatlik reperfiizyon siirecinde siganlarin idrarlar1 toplandi ve ardindan kan ve doku
ornekleri de toplanarak deney sonlandirildi. Bobrek fonksiyon testleri, bobrekte
inflamasyon, oksidatif stres ve antioksidan sistem parametreleri ile mitokondriyal
fonksiyonlar  degerlendirildi. Bobrek doku hasar1 ve apoptoz  oraninin

degerlendirilmesinde histopatolojik yontemler kullanild.

Bulgular: I/R gruplarinda kan iire azotu, serum kreatininin, idrar albumin diizeyleri ile
sodyum ve potasyum atilimlar1 yiiksek; kreatin Kklirensi ise diisiik bulundu ve HN
tedavisinden etkilenmedi. I/R grubunda bobrek dokusunda yiiksek bulunan
malondialdehit diizeyi ve miyeloperoksidaz aktivitesi HN tedavisiyle azaldi. Yine I/R
grubunda azalmis bulunan glutatyon diizeyi ve siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi de
HN-IR grubunda 6nemli diizeyde artis gosterdi. Ayrica mitokondriyal kompleks 1
aktivitesi ve ATP diizeyleri HN-I/R grubunda I/R grubuna gore yiiksekti. I/R grubunda
artan apoptotik hiicre yiizdesinin HN-I/R grubunda énemli diizeyde azaldig1 saptandi.

Sonuc: HN’nin renal I/R hasarini, oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu azaltarak,
antioksidan savunma sistemini ve mitokondriyal fonksiyonlar1 koruyarak hafiflettigi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Humanin, renal iskemi reperfiizyon, oksidatif stres



ABSTRACT

Objective: Ischemia/reperfusion (I/R) injury causes acute tubular necrosis and renal
failure, initiates mechanisms such as inflammation, formation of reactive oxygen
species, apoptosis and mitochondrial dysfunction. A mitochondrial-derived peptide HN
has been reported to reduce oxidative stress and mitochondrial dysfunction. It has been
demonstrated that HN has antiapoptotic and anti-inflammatory effects. The aim of our
study is to investigate the effects of HN on renal I/R damage.

Method: Sprague-Dawley male rats were divided into 4 groups (n=48); 1. Sham, 2. I/R,
3. HN-Sham, 4. HN-I/R. Pseudo-Surgery was performed in Sham groups; In I/R groups,
renal artery ligation performed for 45 minutes, followed by reperfusion for 24 hours. HN
treatment (2mg/kg/iv) was administered 10 minutes before reperfusion. During the 24-
hour reperfusion period, the urine of the rats was collected and then the experiment was
terminated by collecting blood and tissue samples. Renal functions, inflammation,
oxidative stress, antioxidant capacity and mitochondrial functions were investegated

Histopathological methods were used to evaluate kidney tissue damage and apoptosis.

Results: Blood urea nitrogen, serum creatinine, urine albumin levels and sodium and
potassium excretions were found to be high and creatine clearance was low in the I/R
group and; were not affected by HN treatment. Glutathione levels, superoxide dismutase
and catalase enzyme activity, which decreased in the I/R group, were significantly
higher in the HN-1/R group. It was found that the myeloperoxidase activity of the I/R
group was higher than the HN-I/R group. Adenosine triphosphate levels and
mitochondrial complex 1 activity levels were higher in the HN-1/R group than in the I/R
group. It was determined that the increased percentage of apoptotic cells in the I/R group

decreased significantly in the HN-I/R animals.

Conclusion: HN may play a role to attenuating renal I/R damage by reducing oxidative
stress, inflammation and apoptosis, improving antioxidant capacity and mitochondrial

functions.

Key words: Humanin, renal ischemia reperfusion, oxidative stress
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1. GIRIS

Renal iskemi ile ortaya ¢ikan ani doku hasar1 akut bobrek hasari olarak adlandirilir
(Johnson ve ark., 1993; Hall ve ark., 2021). Bobrek transplantasyonu, enfeksiyonlar,
vaskiiler tikanmalar veya hidronefroz gibi durumlar ile renal iskemi gelisebilmekte ve bu
durum akut bobrek hasarmna neden olabilmektedir (Stravodimos ve ark., 2009; Requido-
Moura ve ark., 2015). Iskemik dénemde dokuya gelen kan akismin azalmasiyla birlikte,
dokunun oksijenlenmesinin de azalmasina bagl olarak mitokondriyal disfonksiyon
baslar ve hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) miktarlar1 azalir. Bu durum hiicrelerin
metabolik faaliyetlerinin bozulmasina ve hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin
tiretiminin artmasma neden olur. Hasarli dokudan ve &zellikle nekrotik hiicrelerden
sitokinler ve kemokinler salinirak inflamatuar hasarin baslamasma aracilik eder.
Iskemiyi takiben gerceklesen reperfiizyon doneminde hasarli bdlgede ROS ve
proinflamatuar sitokinlerin daha da artmasiyla, 16kositlerin aktivasyonu ve dokuya gocii
meydana gelir (Sharfuddin ve ark., 2011). I/R’nin ardinda olusan mikrovaskiiler
degisimler ve endotel disfonksiyonu da hasara katkida bulunur. Nekrotik ve apoptotik
Olim yolaklarmin aktivasyonuyla bobrekte tiibiiler hiicre kayb1 gerceklesir ve tiibiiler

atrofi bobrek fonksiyonlarinin bozulmasiyla sonuglanir.

Bobrek dokusu metabolik aktivitesi yiiksek ve mitokondrilerden zengin bir dokudur.
Mitokondriler apoptoz ve otofaji gibi programlanmis hiicre 6liimii yolaklarinda aktif rol
oynar. Renal I/R hasarma bagl gelisen mitokondriyal disfonksiyon; organelin sismesi,
kristalar ve zarlar arasi1 bosluklarin artmasi ve mitokondriyal fonksiyonun azalmasi ile
karakterize bir siiregtir. Mitokondriyal disfonksiyon sonucu hiicrenin ihtiya¢ duydugu

enerji tiretilemez (Szeto, 2017).

I/R ile olusturulmus deneysel akut bobrek hasar1 modellerinde serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu hasar, hiicrenin apoptoza ya da nekroza girerek 6lmesine
neden olabilmektedir. Ozellikle renal iskemi sirasinda tiibiiler nekroz baslica hiicre
oliimiinii seklidir. Fakat renal I/R siireci birlikte degerlendirildiginde apoptotik

yolaklarla gerceklesen hiicre kaybinin da akut bobrek yetmezligi gelisiminde 6nemli rol



oynadig1 bilinmektedir (Saikumar ve ark., 2003) (Havasi ve ark., 2011; Gokhan ve ark.,
2020; Jun ve ark., 2020).

Humanin (HN) hiicresel strese yanit olarak iiretilen mitokondriyal tiirevli bir peptittir. 24
aminoasitli HN 2001 yilinda Alzheimer hastalarinda amiloid beta plaklarinda tespit
edilerek tanimlanmistir (Hashimoto Yuichi ve ark., 2001a; Hashimoto Yuichi ve ark.,
2001b). Sitoprotektif etkileri ortaya konan HN bobrek, kalp iskelet kasi, beyin ve
karaciger gibi ¢esitli dokularda fizyolojik olarak iretilmektedir (Muzumdar ve ark.,
2009; Chin ve ark., 2013). HN’nin hiicre zarinda yerlesmis G proteini bagli formilpeptid
benzeri reseptor (FPRL) -1/2° ye baglanarak ya da trimerik kompleks (CNTFR/WSX-
1/gp 130 ) reseptorlerine baglanarak etki gosterdigi bulunmustur (Hashimoto Yuichi ve
ark., 2009; Lee ve ark., 2013).

HN’nin sitoprotektif etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alismada peptidin hiicre i¢inde ¢esitli
mekanizmalarla ROS iiretimini azaltarak etki gosterdigi tespit edilmistir (Minasyan ve
ark., 2017; Yang X. ve ark., 2018; Cai ve ark., 2021). HN’nin I/R hasar1 gibi ROS
iiretiminin arttig1 ve hiicresel biyoenerjetik mekanizmalarin bozuldugu hiicresel stres
kosullarinda koruyucu gorev aldigi disiiniilmektedir. Endojen HN seviyelerinin
miyokardiyal I/R hasari ile degisebilecegi gdsterilmistir (Thummasorn Savitree ve ark.,
2016). Beyin, kalp ve bagirsak dokusunda I/R hasar1 iizerine HN’nin etkileri incelenmis
ve bu calismalarda HN’nin ROS iiretimini azalttigi, antioksidan sistemi gii¢lendirdigi,
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkiler gostererek I/R hasarma karsi koruyucu bir rol

iistlendigi ortaya konmustur (Thummasorn Savitree ve ark., 2016).

Literatiirdeki bu bilgiler géz oniine alindiginda HN’nin, bdbrek I/R hasarinda doku
hasarint iyilestirmeye yoOnelik etkilerinin bulunmasi muhtemeldir. Farkli bobrek
patolojilerinde antioksidan ve antiapoptotik etki gostereren HN’nin bobrek dokusunun
akut hasarlanmasi durumundaki etkileri daha once arastirilmamustir (Liu C. ve ark.,
2019). Calismamizda HN’nin bobrekte I/R hasarinim patofizyolojisini olusturan etmenler

iizerine olasi etkilerinin ortaya konmas1 amag¢lanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobregin Fonksiyonel Anatomisi

Bobrekler retroperitonial olarak 12. trokal ve 3. lumbar vertebralar seviyesinde, bilateral
olarak yerlesmis organlardir. Yaklasik ortalama bir bobrek agirligi 115-170 gr arasinda
degisir ve ortalama 12cm x 6¢cm X 2,5cm’lik hacim kaplar (Hall ve ark., 2021). Her bir
bobregin orta kisminda bobrek arterlerinin, venlerinin, lenflerin, sinirlerin ve ireterin
girdigi ve/veya ¢iktig1 hilum adi verilen ¢ukur bir bolge bulunur (Marieb ve ark., 2017).
Esnek olmayan fibroz bir kapsiille kapli olan bobrekler sagittal kesitte {i¢ bolgeye ayrilir;
korteks, medulla ve papilla (Rhoades ve ark., 2017).

Bobrek

Nefron

Sekil 2.1. Bobregin yapist ve kisimlar1 (Britannica, 2023).

Graniillii goriiniime sahip olan korteks tabakasi bobrek kapsiiliiniin hemen altinda yer
alir. Tim glomeriiller, tiibiillerin kivrimli boliimleri ve kortikal toplayict kanallar

kortekste bulunur.

Dis ve i¢ medulla olarak ikiye ayrilan medulla, tiibiilleri ve kan damarlarini i¢eren 8-10
adet koni seklindeki bobrek piramidinden olusmustur (Boron ve ark., 2019). Bu

piramitlerin tabani korteks-medulla sinirindan baglar ve papillada son bulur. Renal
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papillalar idrar1 minor kalikslere bosaltir, mindr kaliksler birleserek major kaliksi
olusturur ve idrar buraya iletilir. Major kaliksten idrar renal pelvise aktarilir. Kaliksler,
renal pelvis ve ireterler kasilabilir eleman igeren duvarlara sahiptir ve idrar akisini

saglayan peristaltik hareketlerden sorumludur (Rhoades ve ark., 2017).

Bobreklerin iglevsel birimleri nefron olarak adlandirilir her borekte yaklagik 1 milyon
kadar nefron bulunur (Hall ve ark., 2021). Bobrekler farkli yerlesimleri nedeniyle
degisik islevsel roller iistlenen {i¢ farkli tip nefron igerir: Siiperfisyal, mid-kortikal ve
jugstamediiller nefronlar. Tim nefronlarm ¢ogunlugunu olusturan siiperfisyal ve
midkortikal nefronlar kisa henle kulbuna sahiptir ve henle kulplar1 ancak dis medullaya
kadar ulagabilir. Jugstamediiller nefronlar ise nefronlarin sekizde birini olusturur ve i¢
medullaya kadar inebilen uzun henle kulblarina sahiptir (Hommos ve ark., 2017; Hall ve
ark., 2021).

2.1.1.Bobregin Kanlanmasi

Kalp debisinin yaklasik %22’sini alan bobrek tek bir renal arter ile beslenir (Hall ve ark.,
2021). Hilustan bobrege giren renal arter 6nce anterior ve posterior dallarma ayrilir.
Bunlar da sirasiyla interlobar arterler, arkuat arterler ve kortikal radiyal (interlobiilar)
arterlere ayrilir (Pallone ve ark., 1998). Interlobiiler arter dallar1 kortekse girer ve aferent
arteriyolleri olusturur. Olusan ¢ok sayida aferent arteriyoliin her biri glomeriiler kapilleri
meydana getirir. Glomeriiler kapillerler birleserek efferent arteriyol seklinde devam eder
(Boron ve ark., 2019). Kortikal nefronlarin tiibiillerini besleyen peritiibiiler kapiller ag
ise efferent arteriyol tarafindan olusturulur (Rhoades ve ark., 2017). Jugstamediiller
glomertillerin (JG) arteriyolleri medullanin kan akimmdan sorumludur. Peritiibiiler
kapillerler ile medullanin derinliklerine kadar uzanan ve konsantre idrar {iretiminde

gorevli olan U seklindeki vaza recta bu arteriyollerden kéken alir (Wallace, 1998).

Aferent arteriyol ile gelen kan, glomeriillerde ultrafiltrasyon gergeklestikten sonra
efferent arteriyole gecer. Geri emilim, nefronu gevreleyen peritiibiiler kapillerler
vasitasiyla gergeklesir ve buradan gegen kan Once kiigiik venlere oradan da renal vene
akarak bobregi terk eder (Costanzo, 2018).



Peritiibiiler Kapiller
Efferent Arteriol

Sekil 2.2. Bobregin kanlanmasi
2.1.2. Bobregin Fonksiyonlari

Bilinen en dnemli gorevi atik maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi olsa da bir¢ok hayati
fonksiyon bobrekler tarafindan siirdiiriilir. Fonksiyonlar1 asagida, basliklar halinde,

kapsamli sekilde 6zetlenen bobreklerin en 6nemli fonksiyonu idrar olusumudur.

Buna ek olarak; hormon salgilama, sivi-elektrolit dengesinin ve arteriyel basmcin
diizenlenmesi, asit-baz dengesinin saglanmasi gibi birgok hayati fonksiyonda major

roller iistlenir (Meyer, 1989).
Idrar Olusumu

Bobrek arterleri ile bobrege giren kan, bobreklerde siiziilerek Once ultrafiltrata
donistirilir. Nefron kisimlart boyunca akan ultrafiltrat, idrar haline getirilerek bobregi

terk eder.

Idrar olusumunun ana bilesenleri: 1.Filtrasyon 2. Geri emilim 3. Sekresyon 4. Atilmadir.
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Sekil 2. 3. idrar olusumu (Lepowsky ve ark., 2017).
-Filtrasyon

Idrar olusumu filtrasyon ile baslar. Filtrasyon olarak ifade edilen islem; kan yoluyla
bobreklere gelen maddelerin  hemodinamik prensipler dogrultusunda glomeriiler
kapillerlerden protein igermeyen bir sivi olarak bowman kapsiillerine siiziilmesi

islemidir (Hall ve ark., 2021).

Glomertiler filtrasyon bariyeri molekiiler bir siizge¢ olarak is gorerek kiiglik
molekiillerin siiziilmesine izin verirken, plazma proteinleri gibi biiyiik molekiillerin filtre
olmasina izin vermez (Rhoades ve ark., 2017). Glomeriiler filtrasyon bariyerini Kkat
ederek siiziilen sivi; glomeriiler filtrat ya da ultrafiltrat olarak isimlendirilir ve madde
konsantrasyonlari (proteinler hari¢) plazmaninki ile olduk¢a benzerdir (Costanzo, 2018).
Glomertiler filtrasyon bariyeri ili¢ tabakadan olusmaktadir; glomeriiler kapillerlerin
fenestrali endoteli, bazal membran ve ayaksi uzantilara sahip genislemis epitelyal

hiicreler olan podositler (Marieb ve ark., 2017).

Yetiskin saglikli bir insanda glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) 125 ml/dakikadir. GFR
bobrek kan akis hizi ile yakindan iliskilidir ve bu hiz1 etkileyen birgok mekanizma ile
diizenlenebilir (Wallace, 1998).



-Geri Emilim

Glomertiler filtrat bowman kapsiiliinii terk ederek tiibiiller boyunca ilerlerken; sirasiyla
proksimal tiibiil, henle kulbunun inen ve ¢ikan kollar1, distal tiibiil ile toplayici kanallar
kat eder (Costanzo, 2018). Bu akis boyunca ultrafiltrat igindeki ¢6ziinmiis maddeler ve
su; tiibil hiicreleri tarafindan, emici kuvvetlerin etkisi altinda, hiicre zarinda bulunan
tastyicilar araciligi ile geri alinir (Rhoades ve ark., 2017). Tibiil hiicrelerine segici
sekilde aliman maddeler, tiibiillerin etrafin1 saran peritiibiiler kapillerlere iletilir ve bu
sekilde ultrafiltratin igerigi degistirilir. Tiibliler geri emilim pasif ve aktif transport

mekanizmalarini barindirir (Hall ve ark., 2021).

Farkli tiibiil segmentleri farkli 6zelliklere sahip epitelyal hiicrelerle dosenmistir. Bu
hiicreler farkli yapisal ozellikler gosterir Ornegin siki ya da gevsek hiicre-hiicre
baglantilar1 i¢erebilir, hiicrelerin apikal membranlarmin fircamsi kenar ¢ikintilar1 yap1 ve
yogunluk olarak farklilik gosterebilir. Ayrica metabolizmalari, icerdikleri enzimler,
reseptorler ve zar tastyict proteinleri farklilik gosterir. Bu nedenle farkli tiibiiler
segmentler farkli emilim ve sekresyon ozellikleri gdsterir. Diger bir degisle tiibiiller
boyunca soliitlerin ve suyun emilimi sabit degildir (Vallon ve ark., 2006). Ornegin
fizyolojik kosullarda filtre edilen sodyumun %99’undan fazlasi geri emilir. Geri emilen
sodyumun yaklasik olarak %70°1 proksimal tiibiilden, %20’si ¢ikan kalin henleden,
%06’s1 distal tiibiilden ve %3’ toplayici kanallardan geri emilmektedir (Rhoades ve ark.,
2017).

Proksimal Tiibillerde Geri Emilim

Toplam geri emilimin biiylik kism1 (yaklasik %70’1) proksimal tiibiillere gergeklesir.
Filtre edilen glukoz ve amino asitlerin tamami proksimal tiibiilden geri emilir. Ayrica
H,O, Na*, CI', K, Ca*? ve HCO;3;’m emilimi de baslica proksimal tiibiilde gerceklesir
(Marieb ve ark., 2017).

Proksimal tiibiiliin ilk yarisinda Na® apikal membrandan; sekonder aktif transport
mekanizmasiyla aminoasit, glukoz ve fosfat kotransport tastyicilar1 araciligi ile birlikte

taginir; tiibiiliin ikinci yarisinda bu maddelerin konsantrasyonu azalir ve Na*; CI” iyonlar1



ile birlikte emilir. Buna ek olarak Na*; H*/Na" zit tasiyicisi ile de aktif olarak geriemilir
(Vallon ve ark., 2017). Bazolateral memranda ise Na"K*ATPaz ile interstisyal bosluga
pompalanir (Vallon ve ark., 2020).

Proksimal tiibiil suya oldukc¢a gecirgendir; Na® emilimini su emilimi takip eder.
Dolayisiyla proksimal tiibiilde su geri emilimi igin siiriicii kuvvet Na* emilimidir. Su
akuaporinler araciligryla transseliiler yolla ya da dogrudan paraselliiler yolla bazolateral
tarafa ulasir. Proksimal tiibiilde suyun ve soliitlerin ayni oranda birlikte emilmesi

nedeniyle tiibiiler siv1 plazma ile izoozmotik kabul edilir (de Wardener, 1969).

Glukoz transportu apikal membrandan sodyum glukoz kotransport tastyicilari (SGLT)
aracilg ile gerceklesir. Proksimal tiibiilde iki farkli SGLT vardir; yiliksek kapasite diisiik
affiniteye sahip SGLT 2 (1 Na" ile 1 glukoz tasir) ve yiiksek affinite diisiik kapasiteye
sahip SGLT 1 (2 Na' ile 1 glukoz tasir). Fizyolojik kosullarda filtre olan glukozun
%97’si SGLT 2 ile %3’ SGLT 1 ile olmak tizere hemen hemen tamami geri emilir.
Glukoz bazolateral membrandan glukoz tasiyicist (GLUT) 1 ve 2 araciligi ile

kolaylastirilmis difiizyon ile tasmnir (Vallon ve ark., 2017; Ahmad ve ark., 2021).

Amino asitler de glukoz ile benzer sekilde yalnizca proksimal tiiblilden, apikal
membrandan Na" ile birlikte sekonder aktif transport yoluyla; bazolateral membrandan

ise kolaylastirilmis diflizyonla taginir (Fotiadis ve ark., 2013).
Henle Kulbundan Geri Emilim

Henle kulbu fizyolojik olarak farkli fonksiyonlara sahip ii¢ bdlge igerir; inen henle,
cikan ince henle ve ¢ikan kalin henle. Inen ve c¢ikan ince henle kisimlar: fircams: kenar
icermez ve buradaki hiicreler diisiik metabolik aktiviteleri nedeniyle ¢ok az mitokondri
icerir (Ahmad ve ark., 2021). Bununla uyumlu olarak ince henle kisimlarinda esas olan
tasinma sekli basit difiizyondur. Suyun yaklasik %20’si inen henleden geri emilirken
¢ikan henle suya gegirgen degildir (Costanzo, 2018).

Cikan kalin henle; aktif tasima mekanizmalarina olanak saglayacak sekilde, yiiksek
metabolik aktiviteye sahiptir. Na*, K" ve CI iyonlar1 apikal membrandan Na/2CI/K
tastyicisiyla geri emilir. Ek olarak; Ca*?, Mg*?, HCO;  gibi iyonlar da ¢ikan kalin henle
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kulbunda geri emilir. H/Na" zit tasiyicisi ile sodyum emilimi ve hidrojen sekresyonu
tiibiiliin bu segmentinde de gergeklesir. Suya gegirgen olmayan bu kismda soliitlerin

emilmesiyle tiibiiler siv1 seyreltilmis olur (Hall ve ark., 2021).
Distal Tiibiilde Geri Emilim

Distal tiibiil ¢ikan kalin henle kulbu ile benzer sekilde suya gegirgen degilken soliitlere
gecirgendir. Sodyum ve kloriir iyonlar1 Na*/CI" kotransport tasiyicisi ile hiicre igine
alinir. Bazolateral membrandan tasmirken sodyum Na”K*ATPaz pompasi araciligi ile;

kloriir ise klor kanallar1 ile interstisyal araliga iletilir (Boron ve ark., 2019).

Sekil 2.4. Bobrek tiibiillerinde geri emilim ve sekresyon
Kortikal Toplayic1 Kanallardan Geri Emilim

Distal tiibiiliin son kisimlar1 da onu takip eden kortikal toplayici tiibiillerle benzer
Ozelliktedir. Yapisinda iki farkli hiicre barindirir; esas hiicreler ve interkale hiicreler
(Hall ve ark., 2021). Bu bélgelerin suya gegirgenligi, aquaporin-2’nin ekspresyonunu ve

apikal memranina translokasyonunu uyaran antidiiiretik hormonunun (ADH) varligina



baghdir (mekanizma 2.1.2.2. baghiginda agiklanmistir). Aquaporin-2 ile hiicreye giren su
bazolateral plazma membraninda bulunan aquaporin-3 ve aquaporin-4 ile interstisyal

alana gecer (Nedvetsky ve ark., 2009).

Esas hiicreler bazolateral membranda Na"”K*ATPaz pompasi aktivitesine bagli olarak
ozel Na* kanallar1 (ENaC) araciligiyla sodyumu emerken, potasyumu tiibiil liimenine
difiizyon ile gonderir. Burada sodyumun emilim hizi aldesteron ile kontrol edilir (Booth

ve ark., 2002).

Interkale hiicreler karbonik anhidraz enzimi igerir; bu enzim H,O ve CO,’nin H" ve
HCO3”e doniisiimiinii katalizler. H' ATPaz pompasi araciligi ile H* iyonunu tiibiile
sekrete ederken HCOj3 iyonunu bazolateral membrandan CI" ile zit sekilde tasinir
(Hamm ve ark., 2015).

Mediiller Toplayici1 Kanallardan Geri Emilim

Mediiller Toplayic1 Kanallarin suya gecirgenligi kortikal toplayici tiibiillerle benzer
sekilde ADH’a baghdir. Farkli olarak bu bdlge iireye de gecirgendir; bu 6zellik burada

idrarin yogunlagsmasina katki saglar (Bankir ve ark., 2017).
-Sekresyon

Tibiiler sekresyon; bir¢ok salgilama mekanizmasi ile ilaglar, toksinler ve belirli endojen
maddelerin, peritubiiler kapiller aglardan alinarak, tiibiil i¢inde bulunan ultrafiltrata
eklenmesidir. Ayrica bazi maddeler tiibiil hiicrelerinde sentez edilerek de sekrete
edilebilir. Bu sekilde istenmeyen maddelerin idrar ile atilmasi saglanir (Rhoades ve ark.,

2017). Tubiiller boyunca farkli maddeler farkl: tiibiil segmentinden sekrete edilebilir.

Metabolizma son iirlinii olan organik asitler ve bazlar, ilaglar ve toksinler gibi
maddelerin ¢ogu proksimal tiibiil hiicrelerince 6zel tasiyicilar1 araciligiyla salgilanir
(Hall ve ark., 2021). Distal tiibiilin son kismu ve kortikal toplayici tiibiillerde geri
emilim bashg: altnada agiklanan mekanizmalar ile H" ve K" iyonlar1 sekrete edilir. H*
iyonlar1 benzer sekilde mediiller toplayici kanallarca da sekrete edilir (Rhoades ve ark.,
2017).
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-Atilma

Tiibiillerde geri emilim ve sekresyon islemlerine tabi tutulan ultrafiltrat, toplayict
kanallara akar ve burada son halini alir. Toplayict kanallarin renal pelvise bakan
kisimlart kaynasir ve idrar1 piramitlerin papillalar1 araciligi ile mindr kalikslere iletir
(Marieb ve ark., 2017). idrarin nihai bilesenleri hem siiziilmiis (ve geri emilmemis) hem
de sekrete edilmis maddelerden olusur. Glomeriillerden yaklasik 180 litre/giin hizinda
stv1 filtre olsa da yaklasik 179 litresi geri emilime ugrar, ancak 1 litre civarinda sivi

idrar olarak atilir (Costanzo, 2018).
Siv1 - Elektrolit Dengesinin Diizenlenmesi

Viicutta elektrolitlerin ve viicut suyunun homeostatik dengesi, siv1 giris ¢ikis dengesine
baglidir (Boron ve ark., 2019). Bobrekler ekstraseliiler sivi hacmini baslica elektrolit
dengesini diizenleyerek; ekstraseliiler stvi osmolaritesini ise su dengesini kontrol ederek

diizenler (Rhoades ve ark., 2017).

Bobreklerden su atilimi arjinin vazopressin (antidiiiretik hormon - ADH) hormonu
tarafindan kontrol edilir. On hipotalamustaki osmoreseptdr hiicreler, plazma
osmolaritesinin artmasi durumunda, biziilir ve supraoptik ve paraventrikiiler
¢ekirdekteki hiicrelerin uyarilmasma neden olur (Hall ve ark., 2021). Boylece ADH
salgilanir ve kan yoluyla bobreklere tasinir. Bobrek toplayici kanallarinda suyun geri
emilimini vazopresin 2 (V2) reseptorleri araciligiyla artirir (Nielsen ve ark., 1993). ADH
kortikal ve mediiller toplayic1 kanal hiicrelerinde V2 reseptoriine baglanarak hiicre igi
siklik adenozin monofosfat (CAMP) miktarmi artirir. Artan cAMP, protein kinaz A
(PKA) aktivasyonuna neden olur. PKA sitoplazmik vezikiillerdeki aquaporin-2
kanallarinin membrana translokasyonunu saglar (Nedvetsky ve ark., 2009). Cekirdekte
ise transkripsiyon faktorlerini aktive ederek aquaporin-2 sentezini uyarir (Hasler ve ark.,
2009; Salhadar ve ark., 2021). Buna ek olarak mediiller toplayici kanal hiicrelerinde ayni
mekanizmayla iire transporterlarmi da atirir ve ultrafiltrattaki tirenin geri emilimini
saglar. Intrestisyal alana gegen iire medulla osmolaritesini artirrr. Bu da suyun geri
emiliminde artiga neden olur (Nielsen ve ark., 1993). ADH salinimi kan hacim

degisikliklerine bagli olarak da degisir. ADH salgismnin diizenlenmesi araciligi ile idrar
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hacmi diizenlenerek sivi dengesi homeostazi saglanir (Bankir ve ark., 2017; Marieb ve
ark., 2017).

Stvi1 elektrolit dengesinin saglanmasinda bobrekler tizerinde etkili bir diger hormon atrial
natritiretik peptitdir (ANP) (Costanzo, 2018). Kan hacmindeki artis atriumlarin
genislemesine neden olur. Genisleyen atriumlarda bulunan gerim reseptdorleri uyarilir ve
ANP salgilanir. ANP bobreklerde Na™ geri emilimini regiile eder. Bobrek kan akimmi ve
GFR’yi artirir, mediiler toplayici kanallar yoluyla Na® geri emilimini engeller
(Bekheirnia ve ark., 2006). Neticede bobreklerden su ve tuz kaybi gergeklesir. ANP bu
etkisiyle kan basincini disiiriilmesinde de rol oynar (Atlas ve ark., 1986).

Su ve elektrolit dengesinin bir diger diizenleyicisi tuz tutucu sistem olarak da tanimlanan
renin-anjiotensin-aldosteron sistemidir. Bobreklerden salgilanan reninin baslattigi bir
dizi reaksiyon sonucu olusan anjiyotensin (Ang) Il adrenal korteksi uyararak aldosteron
salgilanmasmi saglar (Booth ve ark., 2002). Aldosteron, distal tiibiil hiicrelerinde
Na */K * ATPaz miktarin1 ve Na*/CI" geri emilimini artirir (Radi, 2019). Bununla birlikte
Ang II direkt olarak proksimal tiibiilden Na* geri emilimini uyarr. Ang 1l ek olarak

ADH salmimini ve susamay1 da uyararak sivi hacminin artigina katki yapar.
Arteryel Basincin Diizenlenmesi

Bobreklerce gergeklestirilen renal diizenleme mekanizmalar1 kan hacmini degistirerek
kan basicinin uzun siireli kontroliinde gorev alir (Mimran, 1988). Bobrekler kan basinct

homeostazina direkt ve dolayli olarak iki farkli sekilde katki sunar.
-Direkt Renal Mekanizma

Hormonlardan bagimsiz gergeklesen mekanik bir mekanizmadir. Otoregiilasyon olarak
anlandirilan bu mekanizmaya goére kan hacmi ya da basinci arttiginda GFR artar.
Tiibiillerde akis hiz1 yiiksek olan ultrafiltrat yeteri kadar hizli diizeyde geri emilemez.
Idrar miktarinda artis gerceklesir; kan hacmi ve dolayisiyla kan basinci diiser (Hall ve
ark., 2021).
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-Dolayh Renal Mekanizma

Bobrekler renin-anjiotensin-aldosteron sistemi araciligiyla kan basincini diizenleyebilir.
Kan basincinin azalmasma cevaben 6zellesmis hiicreler olan JG (jugstaglomeriiller)
hiicrelerden renin salgilanir (2.1.2.5.te bu mekanizma agiklanmistir). Renin,
anjiyotensinojenden bir peptit bagini kopararak anjiyotensin I olusumunu saglayan bir
proteazdir. Akciger kapiller endotelinde yiiksek aktivite gdsteren anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE) Ang I’i aktif form olan Ang II’ye doniistiir (Boron ve ark.,
2019). Ang Il dort farkli yolla kan hacmini artirarak arteriyel kan basincimin

diizenlenmesine aracilik eder.

1.Adrenal korteksi uyararak aldosteron salgilanmasima neden olur. Aldosteron renal Na*
geri emilimini artirir. Na* emilimindeki artis su emilimini artirir ve bu da kan hacminin

artigina neden olur (Booth ve ark., 2002).

2. Arka hipofiz bezini uyarir ve buradan ADH salgilanmasini saglar. ADH su geri

emilimini artirir (Bankir ve ark., 2017).

3. Hipotalamustaki susama merkezini uyararak su tiiketiminin artisina neden olur.

Boylece kan hacmi artar (Todini ve ark., 2023).

4. Ang II efferent arteriolde vazokonstriikksiyona neden olur, bunun sonucunda
glomeriiler kapiller basing ve filtrasyon fraksiyonu artar. Sonugta peritiibiiler

kapillerlerde artan onkotik basing nedeniyle siv1 geri emilimi artar (Helal ve ark., 2012).

Ang II kan hacmini artirarak kan basincini artirmanin yani sira periferik vaskiiler direnci

artirarak da kan basincinin artisia neden olabilir (Hall ve ark., 2021).
Asit — Baz Dengesinin Korunmasi

Insan viicudunda asit-baz dengesi hassas sekilde ayarlanir ve ¢ok dar bir aralikta tutulur
(arteriyel pH 7,36 ile 7,44 arasinda). Viicutta metabolik siireglerden siirekli halde
tretilen asitler kan pH’> smin diigmesine neden olur (Hamm ve ark., 2015). Asit

kaynaklarmin basinda metabolizmada tiretilen CO, gelir, bundan bagka beslenme ile
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aliman makro besinlerin metabolizmas1 nedeniyle ortaya ¢ikan ugucu ya da sabit asitler

de 6nemli asit kaynaklaridir (Costanzo, 2018).
Ug basamakli bir savunma hatt1 kan pH’ sinin korunmasida rol oynar.

1. Kimyasal tamponlama
Viicut s1v1 boliimlerinde ve kemiklerde bulunan, konjuge asit baz ¢iftlerini iceren
kimyasal tamponlar hizla devreye girmeleri nedeniyle kan pH’sin1 sabit
tutulmasmda ilk koruma hattidir. Bu tamponlar pH degisimlerine bagh H*
iyonunu baglayarak ya da serbest birakarak fonsiyon gosterir. H,PO, (fosfat
tamponu), HCO3/CO, tamponu ve protein tamponlar pH diizenlemesinde is
goren baslica tamponlardir (Rhoades ve ark., 2017).

2. Solunumsal diizenleme
Kan pH’sinda meydana gelen azalmalara cevaben dakikalar icinde devreye giren
solunumsal diizenleme volatil asitlerin viicuttan COj;’ye doOniiserek
uzaklastirilmasini icerir. Kan-beyin bariyeri H* ya da HCO3  iyonlarmna gecirgen
olmadig igin kanda H* iyonu artismin, beyin omurilik sivisinda karsilig1 yoktur.
Santral kemoreseptorer CO; artisina yanit vererek solunumu uyarir ve
hiperventilasyona neden olur (Nattie ve ark., 1986; Esquivel ve ark., 2010).
Akcigerlerde H ve HCO3 iyonlar1 karbonik anhidraz enzimi araciligiyla H,O ve
COy-e doniisiir ve olusan CO;’nin artan ventilasyon ile uzaklastirilmasi saglanr.
Respiratuvar kompensasyon kan pH’smin diizenlemesinde ikinci koruma hattini
olusturur. Bu koruma hatt1 kimyasal tamponlama sistemlerinden daha gii¢lii olsa
da akcigerler dis1 nedenler ile olusan H' artis1 solunumsal diizenleme ile
tamamiyla diizeltilemez (Palmer ve ark., 2023)

3. Bobrek ile diizenlenme
Kandaki fazla H* iyonu diger koruma hatlar1 ile kismen etkisiz hale getirilse bile,
bu iyonun viicuttan tamamen uzaklastirilmasi ancak bobrekler aracilign ile
saglanabilir. Bobrekler fazla H" iyonunu idrarla atarken, ek olarak fazladan
HCOjzolusturarak da pH diisiisiinii engeller. Bobreklerle atilan H' ‘in ¢ok azi
serbest formdadir, H" ‘in ¢ogu tamponlarla birlikte ya da NH,4" ile atilir. Buna ek

olarak fosfat, kloriir ve siilfat gibi kuvvetli asitlerden serbest kalan anyonlar da
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idrar yoluyla uzaklagtirilir. Kan pH’inda artis gergeklestiginde HCO3™ atiliminda
da artig yasanir, bu sekilde kan pH’1 diizenlenir (Dussol, 2014).

Hormon Salgilama

Bobreklerin  endokrin fonksiyonlar1 {i¢ hormonun salgillanmasini igerir: renin,

eritropoietin ve kalsitriol (1,25-dihidroksikolekalsiferol) (Peart, 1977).

Her bir nefronda ¢ikan kalin henle kulbu bir kivrim olusturur ve glomeriillerde arteriol
duvari ile temas eder. Jukstaglomeriiler aparat olarak adlandirilan bu alan makula densa,
mezenjial hiicreleri ve JG hiicreleri igerir (Boron ve ark., 2019). JG hiicreler reninin
inaktif formu olan prorenini tiretir. Kan basinci sensorii olarak gorev yapan JG hiicreleri
prorenini, proteolitik 6zellikteki renine doniistiiriir ve sitoplazmik vezikiillerde depolar.
Azalan renal perflizyon basmnci ve hiponatremi, renin salinimma neden olan ana
etmenlerdir (Morganti, 2019). Hiicre i¢i artan cAMP’ye bagl ekzositozla salinan renin,
karacigerde {iiretilen ve dolasimla bobrege gelen anjiyotensinojenden preteolitik olarak
Ang I olusumunu saglar, ACE Angl’i Ang II’ye doniistiiriir. Giiclii bir vazokonstriktor
olan Ang II’'nin bobreklerdeki en Onemli etkisi adrenal korteksin glomeruloza
hiicrelerinden aldosteron salmimimi uyarmasidir. (Carey ve ark., 1997) (lwai ve ark.,
2009).

Eritropoietin, renal kortikal peritiibiiler interstisyel hiicreler tarafindan hipoksik
kosullara cevaben tiretilir. Eritropoietin hormonu eritropoezi ve kemik iliginde kirmizi

kan hiicresi olusumunu uyarir (Acharya ve ark., 2018).

Bobrekler paratiroid hormonunun etkisi altinda D vitamininin aktif formunun
uretiminden sorumludur (Haussler ve ark., 1977; Peart, 1977). Bir prohormon olan D3
Vitamini (kolekalsiferol), ciltteki 7-dehidrokolesteroliin giines 1s1gindaki ultraviyole
iginlart ile etkilesimi sonucu sentezlenir (Plum ve ark., 2010). Olusan bu prohormon
karacigerde  hidroksile  edilir ve  25-hidroksikolekalsiferol  dretilir.  25-
hidroksikolekalsiferol daha sonra bobrek proksimal tiibiillerinde 1a-hidroksilaz enzimi
ile 1-25 dihidrolksikolekalsiferole hidroksile edilir (Stamp, 1973). Aktiflestirilmis D

vitamini, niikleer bir reseptdr araciligiyla etki gostererek kalsiyum ve fosfor
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homeostazisinde gorev alir (Acharya ve ark., 2018). Bagirsak epitel hiicrelerinde Ca*?
baglayici bir protein olan kalbindin sentezini uyarir ve ince bagirsakta gergeklesen Ca*?

emilimininde 6nemli rol oynar (Lambers ve ark., 2006)

e

HO' = >
7-Dehidrokolesterol

Karaciger
25-hidroksilaz D

~

HO TPTH HO OH

25 hidroksivitamin D3 \G/lu-ﬁ»dihidroksi vitamin D3

Bébrek
25-OH-D-1o-hidroksilaz

Sekil 2.5. D vitamini biyosentezi (Plum ve ark., 2010)

Bobrekler Ca®  konsantrasyonundaki degisikliklere dogrudan cevap verir. Paratiroid
hormonu diisik Ca®  konsantrasyonlarina cevaben artar ve bobreklerde 1-25
dihidrolksikolekalsiferol iiretimini saglar (Lips, 2006). Bunun tersi de gegerlidir; Ca"
konsantrasyonlar1 arttiginda paratiroid hormonu baskilanir ve bdbrekler paratiroid
hormon yoklugunda 25-hidroksikolekalsiferoliin 1-25 dihidrolksikolekalsiferol yerine D
vitamininin inaktif formu olan 24-25 dihidrolksikolekalsiferole doniistimii gergeklesir
(Hall ve ark., 2021).

Bunlarin yani sira Na* geri emilimini inhibe ederek natriiirezi arttiran prostaglandin E2
ve bradikinin; trombositlerin iiretimini ve aktivasyonunu uyaran trombopoetin; spesifik
bir ANP tipi olan tirodilatin de bobreklerce tiretilir (Acharya ve ark., 2018) (Vallon ve
ark., 2006).
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Glikoneogenez

Glukoneogenez, aminoasitler, gliserol, laktat gibi 6ncli maddelerden glukoz tiretimidir
(Costanzo, 2018). Glukoneojenezin bir sonucu olarak glikozun dolasima salinmasini
saglayacak enzim olan glukoz-6-fosfataz aktivitesine sahip oldugu igin bobrekler
karaciger ile birlikte dolasima glukoz saglar (Sahoo ve ark., 2023).

Glikoneogenezin ana kaynagi karaciger olsa da bobrek de bu reaksiyonu gergeklestirme
yetenegine sahiptir. Oyle ki uzun sureli aclik durumunda karaciger ile bdbreklerin
glukoz iiretme kapasitesi benzerdir (Hall ve ark., 2021), hatta uzayan aglik durumunda
hepatik glukoneogenezin azaldigi renal glukoneogenezin ise 2-3 kat arttigi gosterilmistir
(Bjorkman ve ark., 1980).

Bobrekler giinde yaklasik 15-55 gr glukoz iiretir. Bobreklerde glukoz salinimi renal
korteksle smirhdir, renal medulla ise hizli sekilde glukoz harcayan bir dokudur (Vallon
ve ark., 2017). Bu durum bobrekten net glikoz salmimimin normal kosullar altinda
karacigere gore daha diisiik gozlenmesinin nedenidir. Laktat, glutamin ve gliserol,

insanlarda bobrekler igin ana glukoneojenik kaynaklardir (Gerich ve ark., 2001).
2.2. Akut Bobrek Hasan
2.2.1.Tanim

Akut bobrek hasar1 (ABH) GFR’de gerceklesen ani azalma ile tanimlanan bir dizi
sendromu barindirir (Reis, 2020) Perflizyon basincindaki azalmaya paralel olarak
gelisen GFR’nin azalmasi, basta serum kreatininin (Cr) ve kan iire nitrojeni (BUN)
olmak iizere azotlu atiklarin kanda birikmesine neden olur. ABH tanisi bu azotlu atik

uriinlerin kanindaki seri 6l¢timlerine dayanir (Edelstein, 2008).

GFR’nin azalmasiyla kanda biriken azotlu atiklar, bobrek parankiminde de birikerek
bobrek hasarinina neden olur. 48 saat iginde bobrek fonksiyonlarinda hizli bir diisiis
meydana gelir ve bu durum ABH olarak isimlendirilir. ABH GFR’de daha fazla diisiise,
GFR’deki diisiis ise hasarin daha da siddetlenmesine neden olur ve bu olaylar kisir

dongii seklinde devam eder. ABH sivi-elektrolit homeostazinin siirdiiriilememesi
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sebebiyle kritik hale gelir (Thadhani ve ark., 1996). Daha onceleri akut bobrek
yetmezligi olarak bilinen ABH, kronik bobrek hastaligina ya da son donem bobrek
hastaligina doniisebilir (Murugan ve ark., 2011). Yiiksek mortalite ve morbidite ile
iligkili bulunan ABH nedeniyle yilda 2 milyondan fazla 6liim gergeklesmektedir (Farrar,
2018).

Tiibiiler hiicre hasar1 ve vaskiiler endotel hasari ile seyreden ABH patofizyolojisi;
oksidatif stres, renal hiicre apoptozu ve nekrozu, mitokondriyal disfonksiyon ve

inflamasyon gibi birgok hasar mekanizmasini baridirir (Basile ve ark., 2012).
2.2.2. Akut Bobrek Hasar Etiyolojisi
Klinik olarak ABH ii¢ ana etiyolojiye ayrilabilir: postrenal, renal ve prerenal.

Postrenal ABH adindan da anlasilacagi gibi bobrekten sonra gelen yapilarda gerceklesen
bozukluklar nedeniyle bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu durumlardir (Jones, 2012).
Postrenal ABH'nin nedenleri arasinda tireter taslari, norojenik mesane, papiller nekroz,
retroperitoneal fibrozis asiklovir veya indinavir gibi ¢esitli maddelerin ¢okelmesine bagh
intratiibiiler tikanma, erkeklerde prostat hiperplazisi/kanseri ve kadmlarda jinekolojik
kanserler yer almaktadir (Lam ve ark., 2012; Perazella ve ark., 2022). Idrar akisini
engelleyen idrar yolu tikanikliklar1 sonucu tiibiillerde sivi basinci artar ve buna bagh
olarak GFR azalir. Akut idrar yolu tikanikligi bobrek kan akisinin bozulmasina ve yine
GFR'nin azalmasma katkida bulunan inflamatuar siireglere de yol agabilir (Ronco
Claudio ve ark., 2019). .

Renal ABH, intrarenal ABH olarak da isimlendirilir. Bobrekte kan damarlart tiibiilleri ve
glomertilleri de igerebilen, kisacasi bobregin kendisinde gerg¢eklesen bozukluklardan

kaynaklanir (Turgut ve ark., 2023).

Bobreklere giden kan akimimin azalmasindan kaynaklanan prerenal ABH en sik
karsilasilan ABH nedenidir ve iskemik ABH olarak da isimlendirilir Normalde
bobreklere dakikada 1100 ml kan ulasir (kalp debisinin %20-25’1). Viicut sivilarinin ve
bunun i¢inde ¢dziinmiis maddelerin konsantrasyonlarmin hassas sekilde ayarlanabilmesi

icin GFR’nin korunmas sarttir (Hall ve ark., 2021). Glomeriillere gelen kan akiminin
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azalmasi, GFR’de diisiise neden olarak bobrek hasari tablosunu baglatabilir (Stein,
1992).

ABH bazi durumlarda birden ¢ok nedenle baslayabilir 6rnegin prerenal hasar ve

intrarenal hasar ayn1 anda bulunabilir.

Kardiyak

Akut Dekompanse
Operasyonlar

Kalp Yetmezligi

Sok

Sepsis -

Trombotik y
Mikroanjiyopati ——=

Toksinler Tikanmalar

Kanser
Glomeriilonefrit =

Son Dénem
Bdbrek Yetmezligi

Sekil 2.6. Akut bobrek hasari etiyolojisi (Ronco Claudio ve ark., 2019).

Sekil 2.6’de bahsedilen bir¢ok neden bobreklere gelen kan akiminin azalmasini igerir.
2.2.3. iskemik Akut Bobrek Hasar

Yiiksek mortalite oranlariyla iliskilendirilen ABH nin yaygin bir nedeni renal iskemidir.
Bobrek transplantasyonu, enfeksiyonlar, vaskiiler tikanmalar veya hidronefroz gibi
durumlarda renal iskemi gelisebilmekte ve bu durum akut bobrek hasarina neden
olabilmektedir (Bohmova ve ark., 2001; Wan ve ark., 2003; Requido-Moura ve ark.,
2015; Poston ve ark., 2019). Bobrekler normal sartlar altinda kan akisindaki azalmalara
cevaben GFR’yi diizenleme yetenegindedir ancak vaskiiler tikanmalar gibi kompanse
edilemeyen bir durumda oksijen ve metabolik substratlarin bobrege ulasimi yetersizdir
(Ronco C. ve ark., 2016). Bu nedenle tiibiil hiicreleri, hiicresel metabolizma igin gerekli

ATP'yi iiretmeye devam edemez (Versteilen ve ark., 2004).
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Iskemik ABH patofizyolojisinde bobrekte hasarm basladigi ilk yer tiibiiler epitel
hiicreleridir. Ozellikle proksimal tiibiil hiicreleri bobrekte iskemik hasardan en ¢ok
etkilenen hiicrelerdir. Bunun bir nedeni yiiksek metabolizmaya sahip olmalar1 ve
anaerobik glikoliz kapasitelerinin gorece diisik olmasidir (Sutton, 2009). Bir diger
neden ise dig medullada bulunan proksimal tiibiil segmentlerinin mikrovaskiiler
yapilanmasmm ¢ok zayif olmasidir. iskemi sonlandiginda bile bu bdlgeler yeterli
perflizyonu almakta gecikir. Lokal mikrovaskiiler akisin azalmasi hipoksinin devam

etmesine yol agarak hasara katkida bulunur (Sharfuddin ve ark., 2011).

Iskemi siiresince hiicresel metabolizmanin bozulmasi sonucu tiibiil hiicreleri siser, hiicre
iskeleti degisiklikleri meydana gelir ve fonksiyonlar1 bozulur (Flores ve ark., 1972;
Molitoris, 2004). Tim nefron segmentlerinde iskeminin neden oldugu hiicre sismesi,
baslica luminal membrandan alman Na® miktar1 degismezken ATP yoksunluguna bagl
olarak bazolateral membarndaki Na'/K* ATPaz pompasmin aktivitesinin ve hizmmn
azalmasindan kaynaklanir (Greger, 1987). Bu durum renal tiibiiler hiicre kaybma ve
bobregin fonksiyonlarmi1 = silirdiirememesine neden olur. Metabolik atik iiriinler
uzaklastirilamaz; su ve elektrolit dengesi saglanamaz (Pefanis ve ark., 2019). Hasarm
uzamasi durumunda tiim bobrek islevlerinde bozulma goriiliir; eritropoietin iiretimi
azalr ve D vitamininin 25-hidroksilasyonu ger¢eklesemez. Viicutta olusan elektrolit
birikimi hizla renal fonksiyonlar1 bozar. ABH’nin devam etmesi sonucunda metabolik

asidoz ortaya ¢ikabilir. (Sharfuddin ve ark., 2011).

Proksimal tiibiil hiicrelerinden vazokonstriksiyona ve hiicre adhezyon molekiillerinin
asir1 ekspresyonuna neden olan proinflamatuar sitokinler salinir ve dokuya 16kosit hiicre
infiltrasyonu gerceklesir (Bonventre ve ark., 2003). Endotel fonksiyonlarinda
bozulmanin baglamasi ve inflamasyonun gelismesi ABH’y1 siddetlendirir. Dahas1
bobrek yeniden kanlansa yani reperfiizyon saglansa bile bobrek hasarlanmasi devam
eder. I/R hasar1 olarak bilinen bu durum, temelinde bir¢ok mekanizmay1 barindirir

(Basile ve ark., 2012).

I/R hasar1 ve patofizyolojisinde rol oynayan mekanizmalara asagida daha ayrintili olarak

yer verilmistir.
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Iskemi/Reperfiizyon Hasar

I/R hasar1 organlarm fonksiyonunu bozan hipoksi ve takiben reperflizyon sirasinda
ortaya ¢ikan giicli inflamatuar yanit ve yaygin oksidatif stres ile iligkilidir

(Kanagasundaram, 2015).

Iskemik dénemde dokuya gelen kan akimmin azalmasiyla dokunun oksijenlenmesinin
azalmasina bagli ATP miktar1 azalir ve mitokondriyal disfonksiyon baslar; hiicrelerin
metabolik faaliyetleri bozulur (Pabla ve ark., 2022). Oksijen yoklugunda hiicrelerin
aerobik metabolizmas1 sekteye ugrar, anaerobik metabolizma baskin hale gelir.
Anaerobik yolla ATP iiretimi sonucu meydana gelen laktat birikimi ve diger metabolik
atiklarin uzaklastirilamamasi hiicrenin asidik hale gelmesine neden olur ve bir siire sonra
enerji tiretimi tamamen durur (Kosieradzki ve ark., 2008). Hiicrelerde ROS, sitokinler ve
kemokinler gibi hasarin baslamasina aracilik eden maddeler de birikmeye baslar (Kinsey

ve ark., 2008).

Reperflizyon fazi aerobik metabolizmay1 tekrar kazandirip bobrek hiicrelerinin pH'sini
ve boyutunu normallestirir. Fakat ayn1 zamanda yeniden baslayan kan akimi dokularda
serbest radikallerin olusumu ile de iliskilidir. Burada ROS kaynaklar: tiibiiler epitel
hiicrelerine ek olarak nétrofiller ve endotel hiicreleri gibi hiicrelerdir (Johnson ve ark.,
1993). Iskemiyi takiben gerceklesen reperfiizyon doneminde; hasarli bolgede ROS
iretimi, lokositlerin aktivasyonu ve gog¢ii meydana gelir; bdylece doku hasarmi
siddetlendiren bir kaskad baslamis olur. Sonug¢ olarak inflamasyonun artmasi doku

hasarmi daha da arttirir (Eltzschig ve ark., 2011).

Iskemi sirasinda fonksiyonlarmi yitirmis mitokondriler doku tekrar oksijenlendiginde
bile hala yeterli ATP’yi iiretemezler (Stromski ve ark., 1986). iskemi sirasinda
mitokondriyal fizyonun artmasi, mitokondirilerin sisme sonucu normal yapi ve
biitiinliigiinii koruyamamasi normal fonksiyonlarini siirdiiremeyen mitokondirilerin
olugsmasmma neden olur (Wang J. ve ark.,, 2020). Buna ek olarak mitokondriyal
komplekslerin aktiviteleri iskemi swrasinda azalir ve reperflizyonda oksijen
saglandiginda bile kompleks aktivitesi diisiik seyreder. Tiim bunlar dokuda ATP’ nin

titkenmesi ve ROS iiretiminde artis ile sonuglanir (Duann ve ark., 2017). Buna ek olarak
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I/R sirasinda hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin aktivitelerinin azaldigi, bazi
durumlarda tamamen islevsiz kaldig1 goriiliir. Tiim bu mekanizmalar beraberce I/R
hasarmi sekillendirir (Singh ve ark., 1993).

2.2.4. /R Hasarmn Patofizyolojisi
2.2.4.1.Vaskiiler Degisimler

I/R hasarindan bdbrek hiicreleriyle birlikte vaskiiler hiicreler de etkilenir. Iskemiyi
takiben bobrek mikrovaskiiler sistemde degisimler ve vaskiiler endotel tabakasinda
bozulmalar meydana gelir (Basile ve ark., 2012). Mikrovaskiiler yogunlukta iskeminin
siddetine bagli olarak %20-50 azalma goriiliir ve bu durum renal fonksiyonlarm kalict
kaybina, kronik bobrek hastaliginin gelismesine zemin hazirlayabilir (Horbelt ve ark.,
2007). Endotel hiicrelerinde gergeklesen kayip sonucu endotelyal hiicre-hiicre
baglantilart bozulur ve hiicre etkilesimleri zayiflar. Buna ek olarak selektinler gibi
adhezyon molekiillerinin artmasiyla, 16kosit-endotel etkilesimleri de artar ve bu durum
endotel gegirgenliginin artmasmna neden olarak endotel disfonksiyonuna katki saglar
(Basile ve ark., 2012).

Bobregin mikrovaskiiler yogunlugunda ortaya ¢ikan azalmaya I/R hasarma bagl olarak
meydana gelen vaskiiler endotel hiicre apoptozu da katkida bulunur. iskemik hasar
takiben endotelyal hiicre katmani saglam kaldiginda bile bu hiicrelerde proapoptotik
proteazlarin aktivasyonunun meydana geldigi gosterilmistir. Sonugta iskemi ya da erken
reperflizyon sirasinda goriilen endotel hiicre apoptozu mikrovaskiiler yogunlugun

azalmasi ile sonu¢lanir (Kwon ve ark., 2009; Sutton, 2009).

I/R hasarinda oldugu gibi mikrovaskiiler yapmm kaybiyla Karakterize patolojik
durumlarda, mikrovaskiiler yeniden sekillenme doku onarimi igin gereklidir. Bu
mikrovaskiiler yeniden yapilanma vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi
anjiyogenik faktorler araciligiyla meydana gelir. VEGF anjiyogenez ve vaskiiler
korumanin giiglii bir diizenleyicisidir. Bobrekte iskeminin neden oldugu VEGF
sentezindeki degisiklikler halen tartismali olmakla birlikte, I/R uygulamasi ile VEGF
tretiminin arttig1 tespit edilmistir (Banai ve ark., 1994; Kanellis ve ark., 2000). Bu
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bilgiye zit olarak I/R hasar1 sonrasinda VEGF protein (Horbelt ve ark., 2007) ve mRNA
seviyelerinin artmadigini ortaya koyan c¢alismalar da bulunmaktadir (Kanellis ve ark.,
2000). Vannay ve ekibi, iskemi sonrasi bobreklerde VEGF protein seviyeleri artarken
MRNA ekspresyonlarimin artmadigini bildirmistir (Vannay ve ark., 2004). Bu sonuglar
yolagim tanslasyonel asamada diizenlendigini diisiindiirmektedir. I/R hasarinda VEGF
seviyelerinin diizenlenmesi ile ilgili olarak literatiirde farkli bilgiler yer alsa da, Basile
ve arkadaslarinm yaptig1 bir calismada VEGF yolaginin inhibisyonunun, I/R sonrasinda
goriilen bobrek mikrovaskiiler yogunlugundaki azalmaya katkida bulunabilecegi
gosterilmistir (Basile ve ark., 2008). Ekzojen VEGF uygulamasinin renal I/R hasarindan
sonra vaskiiler yapiyr koruyabildigini ve bobrek fonksiyonlarinin iyilestirdigi
gosterilmistir (Leonard ve ark., 2008).

Sonu¢ olarak I/R hasar1 mikrovaskiiler yapmimn seyreklesmesine, gecirgenliginin
artmasina ve endotelyal bariyer fonksiyonunun bozulmasina ve interstisyuma sivi

gegcisine neden olur, bu durum doku hasarmni siddetlendirir (Sutton, 2009).

[/R hasar1 nedeniyle gelisen endotel disfonksiyonu sonucunda, vaskiiler tonusun
diizenlenmesinde rol oynayan endotel kaynakli vazodilatér ve vazokonstriktor
mediyatorler arasindaki denge de bozulur. Endotel kaynakli nitrik oksit gibi vazodilator
maddeler azalirken, endotelin-1, Ang |1, tromboksan A2, prostaglandin H2, lokotrienler
gibi vazokonstriktorler artar ayrica gelisen sempatik tonus artis1 da vazokonstriksiyona
katkida bulunur (Kwon ve ark., 2009; da Silveira ve ark., 2010). Bobregin vaskiiler
yapist nedeniyle, korteksten medullaya dogru olan kanlanma giderek azalir (Verma ve
ark., 2015). Bu nedenle medullaya kan akisi, iskemik hasar sonrasinda toplam bobrek

perflizyonundaki azalmayla orantisiz bir sekilde azalir (Pallone ve ark., 1998).
Inflamasyon

Iskemik ABH ayni1 zamanda inflamatuar bir hastaliktir (Bonventre ve ark., 2004). Renal
[/R durumunda hasarin vaskiiler endotel hiicrelerde ve tiibiiler epitelde morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklerle bagladig1 bilinmektedir (Thurman, 2007). Nekrotik hiicreler
ile hasarli tiibiiler ve endotelyal hiicreler sitokinler ve kemokinler gibi inflamatuar

medyatorlerin liretilmesine neden olur ve bu da l6kositlerin bobreklere infiltrasyonunu
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baslatir. Notrofiller, makrofajlar, dogal dldiiriicii hiicreler ve lenfositler hasarli bobrek

dokusuna sizarlar (de Bhailis A ve ark., 2021) .

Hasarli bobrekte inflamatuar yanitlar ilk olarak renal vaskiiler endotel hiicrelerinde
baglar (Tanaka ve ark., 2017). Ardindan tiibiiler epitel hiicreleri de inflamatuar
modiilatorleri tiretmeye baslayarak bu yanita katkida bulunur. Dokuya immiin hiicrelerin
ulagmasi ile Iokositler ve renal tiibiiler hiicreler tarafindan salinan timor nekroz faktori
a (TNF-a), interlokin (IL) 1, IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinler hasarli bobrekte
inflamasyon yanitini artirir (Thurman, 2007).

Nekrotik hiicrelerden salinan hasarla iligkili molekiiler modeller (DAMP) ve hipoksi ile
indiiklenebilir faktorler (HIF), dolasimdaki immiin hiicreleri hasarli dokuya ¢eken ana
faktorlerdir ve hasarin erken asamalarinda dogustan gelen bagisiklik sistemini aktive
ederler (Bonventre ve ark., 2011). Daha sonra iskemik bobrekte kompleman sistemi
aktive olur. Kompleman sisteminin aktivasyonu, bir dizi biyoaktif tiriiniin (C4a, C3a ve
Cb5a, C5b-9 gibi) serbest birakilmasini saglayarak inflamatuar etkiler gosterir (Malek ve
ark., 2015).
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Sekil 2.7. Bobreklerde I/R hasarmin sonucu olarak inflamasyon geligimi.
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Iskemik ABH’da nétrofiller, dendritik hiicreler, monositler/makrofajlar, T ve B
lenfositleri rol oynar ve hasarin derecesine gore bu bagisiklik hiicrelerinin bobrekteki
yogunluklar1 degisir (Heinzelmann ve ark., 1999). Bununla birlikte M2 makrofajlar ve
diizenleyici T hiicreleri, inflamasyonun baskilanmasinda ve doku onariminda gorev alir.
Bu diizenleyici hiicreler antiinflamatuar sitokinler olan ve hasara karsi olusan immiin
yanit1 hafifleten 1L-10 ve doniistliriicii biiylime faktorii (TGF)-f'nin {iretiminden
sorumludur (Thurman, 2007).

Renal interstisyumdaki notrofillerin orani, reperfiizyonun ilk 30 dakikasinda yogun
sekilde artar ve yaklasik 24 saatte en yiiksek seviyeye ulasir (Awad ve ark., 2009).
Endotel hiicrelerinde eksprese edilen bir adhezyon molekiilii olan vaskiiler adhezyon
proteini-1, kemotaktik faktor olarak davranarak renal I/R hasarinda hidrojen peroksit
iretimi yoluyla dokuya notrofil infiltrasyonunu artirir (Tanaka ve ark., 2017). Hasarli
dokuda nétrofiller yapisal apoptoza girerek tanmir hale gelir ve doku makrofajlar
tarafindan fagosite edilir (Savill ve ark., 1989). Bu sekilde apoptotik hiicrelerin
fagositozla ortadan kaldirilmasi da dogustan gelen bagisiklik uyaranlarina bagl olarak
pro-inflamatuar yanitlar1 tetikleyebilir (Filardy ve ark., 2010).

Oksidadif Stres
-I/R hasarinda ROS olusumu

Oksidatif stres, doku hasarindan kaynaklanan serbest radikal iiretimindeki artis olarak
tamimlanmaktadir (Peake ve ark., 2004). ROS'lar, yapilarinda en az bir eslesmemis
elektron bulunduran, hiicrelerde lipit ve proteinler ile reaksiyona girerek hiicrelerin yap1
ve fonksiyonlarinda bozulmaya neden olan molekiillerdir. Hidroksil radikali (OH:),
stiperoksit anyonu (O, ) hiicrede en ¢ok firetilen serbest radikellerdendir. Hidrojen
peroksit (H,O,) ise bir serbest radikal olmasa da radikal tiretiminde gorev alarak

oksidatif strese katki saglar (Kaminski ve ark., 2002).

Normal bobrek fonksiyonlari sirasinda mitokondriyal solunum zinciri ve nikotinamid

adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlar bobrekteki serbest radikallerin ana
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kaynagidir ve siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler
iiretilen bu ROS’lara kars1 ilk savunma hattin1 olusturur (de Bhailis A ve ark., 2021).

I/R srrasinda hasarhi dokuda biiyiik miktarlarda ROS iiretilir ve bu durum baslica
oksidatif fosforilasyonun yavaslamasma neden olarak ATP tiikenmesi ile sonuglanir.
Bunun yani sira hiicre i¢i sitoplazmik kalsiyum artar ve membran fosfolipit
proteazlarmin  aktivasyonu gergeklesir. ROS’taki artis membran lipitlerinin
peroksidasyonu artirir, birgok proteinin, DNA'nin ve mitokondriyal deoksiriboniikleik
asit (DNA)’nin oksidatif hasarina neden olur. Tim bu etkiler hiicrede ATP’nin
tilkenmesine, hiicre ie mitokondrilerin biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarinin bozulmasina,

apoptozun artigina katkida bulunur (Malek ve ark., 2015).

Iskemi sirasnda hasarli bobrek hiicreleri tarafindan iiretilen serbest radikaller dokuda
oksidatif stresi baslatan faktordiir. Ancak reperflizyon periyodunda, yeniden kan akimi
saglandiktan sonra iiretilen radikallerin I/R hasarina katkis1 ¢ok daha biiyiiktiir. Buna ek
olarak endotel hiicreleri ve reperflizyon fazinda dokuya infiltre olan inflamatuar hiicreler
de ROS iiretimine katkida bulunur (Henson ve ark., 1987). Reperfiizyon sirasinda
uretilen serbest radikallerin biiyiik Ol¢iide notrofil kaynakli oldugu bilinmektedir
(Kaminski ve ark., 2002).

Hiicrelerde O, molekiiliiniin elektron alarak indirgenmesi ile olusan O+~ nin ana kaynag1
mitokondrilerdir. Enerji tiretim asamasinda goriilen elektron sizintilar1 Oy:~ olusmasina
neden olur. Iskemi sirasmnda baslayan ve reperfiizyon doneminde de devam eden
mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle elektron sizintilar1 ve buna bagli serbest radikaller
artar. Iskemi durumunda mitokondriyal aktivitede azalma goriilse de elektron sizintilar

devam eder ve daha fazla serbest radikal uretilir.

I/R hasar1 dokuya nétrofillerin ve diger inflamatuar hiicrelerin migrasyonuna neden olur
(Li Z. ve ark., 2022). Hasarli hiicreler ve inflamatuar hiicrelerin neden oldugu
proinflamatuar sinyaller, notrofillerin plazma memranlarinda bulunan NADPH oksidaz
enzimi araciligiyla ROS iiretimine katki saglar. Uretilen ROS genellikle Oy "dur ve
interstisyal araliga serbestlenir (Weiss, 1989). Bu O,-"lar1 daha sonra OH-, H,0, ve
hipokloroz asit gibi diger ROS'lara doniistiiriilebilir (Henson ve ark., 1987).
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-iI/R hasarinda antioksidan savunma sistemleri

Normal kosullarda hiicresel metabolizma nedeniyle iiretilen diisiik miktarlarda ROS,
savunma sistemleri tarafindan hizla temizlenir. Bu savunma sisteminde goérev alan
baslica enzimler SOD, glutatyon peroksidaz (GPx), CAT’dir ve bu enzimlerin

aktivitelerinin azalmasi, I/R patofizyolojisine katkida bulunur.

SOD serbest radikallerin temizlenmesinde en etkili endojen antioksidan enzimdir ve
asagida da gosterildigi gibi; bir O,-" yiikseltgeyerek molekiiler oksijen olustururken bir

digerini H,0,'ye indirgenmesini kataliz eder (Kaminski ve ark., 2002).
O+ 0y +2H" — H, 02+ O

GPx; asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi, selenyum varliginda glutatyon (GSH)’dan
glutatyon disiilfid (GSSG) tretirken ayn1 zamanda H,0O,-den su iiretilmesini saglayan

antioksidan enzimdir.
GSH + H,0, — H,0 + GSSG

Iskemi sirasinda bobrekte SOD ve GPx seviyeleri degismezken enzim aktivitelerinin
azaldig1 bildirilmistir (Singh ve ark., 1993). Buna ¢k olarak renal iskemi sonrasinda
onemli bir hiicre i¢i antioksidan olan GPx substrati GSH’in seviylerinin de diistiigi

bilinmektedir (Wang B. ve ark., 2010).

Hiicrede peroksizomlar tarafindan {iretilen CAT enzimi H,O2in su ve oksijene

ayrilmasini katalizler.
2H,0, — 2H,0+ O,

Iskemi srrasinda bébrekte CAT protein seviyeleri degismese de enzim aktivitesinin 90
dakikalik renal iskemi ile yaklasik %35 azaldigi gozlenmistir (Gulati ve ark., 1992).
Reperfiizyon sirasinda ise hem enzim sentezindeki azalma hem de proteolitik aktivitede
goriilen artis CAT protein seviyelerinin de azalmasma neden olur. Bunun sonucunda
reperflizyon periyodunda CAT aktivitesinin daha fazla azaldig1 gozlenir (Singh ve ark.,
1993).
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Iskemi sirasinda CAT disindaki antioksidan enzim aktiviteleri degismese de reperfiizyon
periyodunda ve sonrasinda SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde diislis goriiliir, bu durum reperflizyonda oksidatif stres kaynakli hasarin

siddetlenmesine katkida bulunur (Singh ve ark., 1993).
Mitokondriyal Disfonksiyon

Hiicre iginde enerji iretiminden sorumlu olan mitokondriler; hiicre i¢i kalsiyum
depolanmasi ve homeostazisi, apoptotik yolaklarin diizenlenmesi gibi gorevleri de
yerine getirmektedir (Ng ve ark., 2021). Bununla birlikte mitokondriler, ROS {iretiminde
de baslica rohi tstlenmektedir. Normal sartlarda enerji tiretimi sirasinda elektron
transport zincirindeki (ETZ) elektron sizintilar1 nedeniyle iiretilen az miktarda serbest
radikalin, hiicrenin redoks durumunun korunmasinda fonksiyon gdsterdigi

diistiniilmektedir (Pabla ve ark., 2022).

Bobrek dokusu metabolik aktivitesi yiiksek bir dokudur ve kalpten sonra en zengin
mitokondriyal igerige sahiptir (Bhargava ve ark., 2017). Renal sistemde yer alan
hiicreler farkli mitokondriyal ig¢erige, morfolojiye ve zar potansiyeline sahiptir. Bunun
baslica nedeni hiicrenin enerji iiretim tercihidir (Ahmad ve ark., 2021). Ornegin madde
tasinim1 i¢in yiikksek enerjiye ihtiya¢ duyan ve glikolitik kapasiteleri diisiik olan
proksimal tiibiil epitel hiicreleri, bu enerjiyi neredeyse tamamen mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon yoluyla ftretir ve bu durumla uyumlu olarak yiiksek mitokondri
yogunluguna sahiptir. Buna karsin inen ve ¢ikan ince henle kulbu epitel hiicreleri,
vaskiiler endotel hiicreleri ve podositler daha yiiksek glikolitik kapasiteye, daha diistik
mitokondriyal icerige sahiptir (Wirthensohn ve ark., 1986). Bu durum I/R hasar1 gibi
direkt mitokondrileri etkileyen bir hasar durumunda mitokondrilerden zengin hiicrelerin
daha fazla hasar almasina neden olur. Gergekten de gerek mikrovaskiiler yapilanmalari
gerekse mitokondriyal disfonksiyondan daha fazla etkilenmeleri nedeniyle proksimal
tiibiiler epitelyal hiicreler bobrekte I/R hasarindan en fazla etkilenen hiicrelerdir

(Sharfuddin ve ark., 2011).

Normal bobrek dokusunda mitokondriyal igerik denge halindedir, enerji ihtiyaglarina

cevaben mitokondriyal biyogenez devam ederken diger yandan hasarli mitokondriler
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ortadan kaldirilir ve bu sekilde mitokondriyal homeostaz siirdiiriilir (Ahmad ve ark.,
2021; Su ve ark., 2023).

Renal I/R hasarina bagli gelisen mitokondriyal disfonksiyon; organelin sismesi, kristalar
ve zarlar arasi bosluklarin artmasi, mitokondriyal zar potansiyelinin ve dolayisiyla
mitokondriyal fonksiyonun azalmasi ile karakterize bir siirectir (Duann ve ark., 2017).
Renal mitokondriler I/R hasar1 sonrasi tamamen fonksiyonlarmi yitirebilir.
Fonksiyonunu stirdiirebilen mitokondrilerde yiiksek diizeyde elektron sizintilar1 gdzlenir
ve kompleks I, kompleks I, ATP sentaz gibi ETZ enzimlerinin aktiviteleri azalir. Tiim
bunlarin sonucunda hiicrede {iretilen ATP miktarlar1 azalir. Hasarlanmanmn devam
etmesi durumunda nekrotik ya da apoptotik 6liim yolaklar1 aktive edilebilir ve renal
tiibliler hiicre 6limii gergeklesebilir bunun sonucu olarak da bobrek fonksiyonlarmin
kayb1 gergeklesebilir (Szeto, 2017).

Saglikli hiicrelerde mitokondriyal fizyon (ayrilma/boliinme) ve flizyon (birlesme)
reaksiyonlarinin oram1 dengede tutulur. Hiicrede iskemi durumunda enerji ihtiyacinin
artist mitokondriyal bolinmeyi indiikkler ve I/R hasar1 mitokondriyal fizyon
reaksiyonlarmin artisi ile sonuglanir. Asir1 mitokondriyal boliinme solunum fonksiyonu
gerceklestiremeyen mitokondriyal fragmentlerin olusumu ile sonuglanir (Quiles ve ark.,
2022). Renal I/R sonrast mitokondriyal fiizyon siirecini diizenleyen fiizyon
proteinlerinin aktivasyonun, apoptozu ve doku hasarini azalttig1 ortaya konmustur (Yang
W. ve ark., 2023).

Normal sartlarda hasarlanan mitokondrilerin zar potansiyellerinde azalmalar aracilig ile
tanimarak mitofaji mekanizmalariyla ile ortadan kaldirilir (Su ve ark., 2023). IR hasar1
sonrasinda bobrek dokusunda ROS artisma bagli olarak mitokondriyal DNA hasar1
gerceklesir ve mitokondriyal membran potansiyeli azalir. I/R hasar1 sonrasinda mitofaji
mekanizmalar1 devreye girer ve hasarli mitokondrilerin yok edilmesi saglanir. Renal I/R
modelinde deneysel olarak mitofajinin baskilanmasinin hiicre apoptozu ve bdbrek
hasarm artirdig: gosterilmistir. I/R ile artan mitofaji yoluyla hasarli mitokondrilerin
ortadan kaldirilmasinin  bobreklerde gelisebilecek fonksiyon bozukluguna karsi

koruyucu bir rol iistlendigi diisiiniilmektedir (Li N. ve ark., 2018).
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Diger faktorlerin I/R Hasaria Katkisi
Nitrik oksit

NO endotel hiicrelerinden salinarak difiize olabilen biyoaktif bir molekiildiir. Yarilanma
omrii ¢cok kisa olan NO giiclii bir vazodilatordiir. NO nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
araciligiyla iretilir (Moncada ve ark., 2006). Renal vaskiiler fonksiyonlarda gorev alan
iki farkli NOS izoenzimi bulunur; endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS
(iNOS) (Kone ve ark., 1997) . Renal I/R, renal sistemde yer alan endotel hiicrelerinin
hasar gormesine neden olur. Hasarli endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesi baskilanir ve

buna bagli olarak eNOS kaynakli NO azalir (Bonventre ve ark., 2003).

Renal I/R hasarinda diisiik konsantransonlarda NO’nun vazdilatasyonu saglayarak,
trombosit agregasyonunu baskilayarak, iskemik dokuya gdcen lokositlerin endotele
adhezyonunu azaltarak ve antioksidan etki gostererek iskemik hasar1 azatligi
gosterilmistir (Phillips ve ark., 2009). Ayni sekilde nitritin de renal I/R hasarinda bobrek
fonksiyonlarimi koruyucu etkilerinin bulundugu ortaya konmustur (Tripatara ve ark.,
2007) Nitritin bu etkiyi iskemik kosullarda ksantin oksidaz ve NOS enzimleri
aracihigiyla NO’ya doniistiiriilerek gosterdigi diisiiniilmektedir (Millar ve ark., 1998).

Renal I/R gibi oksidatif stres kosullarinda eNOS inhibisyonuna kars1, iNOS aktivasyonu
gerceklesir. iNOS aktivasyonu yiiksek konsantrasyonlarda ve daha uzun siirelerde NO
iiretimi ile sonuglanir (Pararajasingam ve ark., 1999). I/R da artan siiperoksit anyonu NO
ile birleserck, DNA hasarmma ve lipit peroksidasyonuna neden olan peroksinitritin
olusumuna neden olur. Uzun siireli NO maruziyeti miyokondriyal solunum kompleksleri
iizerine baskilayict etkiler yapar, hatta bu durumun kompleks 1’in kalic1 inhibisyonuna
neden olarak sitotoksik etki gosterebilir (Goligorsky ve ark., 2002) (Kiiciik ve ark.,
2012; Malek ve ark., 2015).

Renin Anjiyotensin Sistemi

Daha 6ne agiklandig1 gibi I/R hasar1 endotel hiicrelerinde ve vaskiiler fonksiyonlarda
degisikliklere neden olur. I/R hasar1 sonras1 Ang II gibi vazokonstriktdr ajanlar artar ve

bu durum vaskiiler direncin kalic1 olarak artmasi ve GFR’nin azalmasi ile sonuglanir.
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(Bonventre ve ark., 2003). Ang Il renal etkilerini anjiyotensin tip 1 (AT1) reseptorleri
tizerinden gosterir. Yapilan galismalarda AT1 reseptor antagonistlerinin renal iskemiye
bagh gelisen oksidatif stresi azalttigi ve renal I/R hasarmda bobrek fonksiyonlarmi
korudugu bildirilmistir (Kontogiannis ve ark., 1998; Seifi ve ark., 2015).

I/R sonras1 Ang II diizeyleri renin-anjiyotensin sisteminin aktivasyonu yoluyla artar. Bu
sistemin aktivasyonu Mas reseptorleri tizerinden etki gdsteren Ang 1-7’nin de artmasina
neden olur (Iwai ve ark., 2009). Fizyolojik rolleri heniiz tam olarak aydinlatamasa da
Ang 1-7’nin, bradikinin ve NO diizeylerini artirarak vazodilatasyona neden oldugu
bilinmektedir (Nakamoto ve ark., 1995; Brosnihan ve ark., 1996; Fernandes ve ark.,
2001). AT1 reseptorlerini antagonize ederek de etki gosteren Mas reseptor
aktivasyonunun renal I/R hasarina karsi renoprotektif etkiler gosterdigi bildirlmistir
(Kostenis ve ark., 2005; Barroso ve ark., 2012)

2.2.5. I/R Hasarinda Hiicre Oliim Yolaklar

Iskemik hasarm ardindan bdbrek dokusunda hem apoptotik hem de nekrotik hiicreler
goriilir. I/R ile olusturulmus akut bobrek yetmezligi modellerinde, oksijen
yoksunlugunun ve serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasar, hiicrenin apoptoza ya
da nekroza girerek 6lmesine neden olabilmektedir. Ozellikle renal iskemi sirasinda
gelisen tiibiiler nekroz dokudaki hasarin kaynagini olustursa da renal I/R hasarmmn akut
bobrek yetmezligi ile sonuglanmasinda patolojik apoptoz mekanizmalarinin rolii

biiyiiktiir (Saikumar ve ark., 2003).

Hiicrenin apoptoz ile mi yoksa nekroz ile mi 6lecegini hiicre i¢i ATP seviyeleri belirler.
Hiicresel hasar fazla ise apoptotik yolak icin gereken enerji saglanamayacaktir ve hiicre
nekroz ile pargalanarak 6lecektir. Fakat eger enerji saglanabilirse hiicre kendisini aktif
olarak yok edecegi, yangi yaniti olusturmayan, apoptoz yolaklarina girebilecektir
(Gokhan ve ark.,, 2020). Bu ayrinti hasarlanmis hiicrelerin 6liim sekillerinde
mitokondrilerin ¢ok biiyiik bir rol iistlendigini gdzler Oniine sermektedir. Iskemi
sirasinda hiicre 6liim mekanizmalarinda nekrotik 6liim mekanizmalar1 basrol oynasa da,

reperfiizyon periyodunda dokunun yeniden oksijenlenmesiyle ATP miktarmimn artmasi
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apoptotik hiicrelerin daha fazla goériilmesine neden olur. (Havasi ve ark., 2011; Jun ve
ark., 2020).

Nekroz

Iskemik bobrek hasari nedeniyle ortaya ¢ikan fonksiyon kaybu, tiibiiler nekroz ve buna
baglh gergeklesen nefron fonksiyon kaybiyla iliskilidir (Venkatachalam ve ark., 2015).
Iskemi durumunda olusan nekrozda hiicre Oliimiinii baslatan esas faktor ATP

tilkkenmesidir (Kosieradzki ve ark., 2008).

ATP tiikenmesine bagl olarak gerceklesen Na'/K* ATPaz inhibisyonu, hiicrede Na*
birikmesine ve hiicrenin sismesine neden olur. Sisme sonucu hiicrelerin par¢alanmasi ile
olim gergeklesebilir. Bu tip nekrotik hiicre 6liimii bazi eski kaynaklarda onkoz (oncosis)

olarak da isimlendirilse de bu terim giiniimiizde nadiren kullanilmaktadir (Majno ve ark.,

1995).

Nekrotik hiicre dliimiinde lipit peroksidasyonu biiyiik rol oynar. I/R hasar1 sonrasinda
artan oksidatif stres plazma membran lipitlerinin peroksidasyonuna neden olur, bu

durum plazma membran biitiinliigiiniin kaybi ile sonuglanir (Palipoch, 2013).

“Demire Bagli Nekroz” olarak da adlandirilin ferroptotik hiicre 6liimiinde fosfolipit
peroksidasyonuna hiicre iginde biriken demir aracilik eder (Dixon ve ark., 2012). Artan
oksidatif stres sonucu artan Fenton Reaksiyonu sitoplazmada kararsiz bir demir havuzu
olusmasina neden olur ve ferroptozise bagli hiicre 6liimiinii stimiile eder (Liu J. ve ark.,
2023). Ferroptoziste tipik nekrotik hiicre morfolojisinden farkli olarak sitoplazma ve

organellerin sismesi s6z konusu degildir (Li J. ve ark., 2020).

Normal sartlarda demir kaynakli lipit peroksidasyonu GPx4 tarafindan Onlenir. Fakat
iskemi durumunda, sisteinin hiicre igine alinamasindan sorumlu sistin/glutamat zit
tastyicisi inhibe olur ve sistein hiicre i¢ine alinamaz. Sistein yokluguna bagli GSH’nin
tilkenmesi, bu savunma sisteminin ¢alisamamasina neden olur (Dixon ve ark., 2012;

Maremonti ve ark., 2022).
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Her ne sekilde meydana gelirse gelsin nekroz durumunda gergeklesen hiicre zari
yirtilmast DAMP'lerin serbest kalmasma yol acar, bu durum apoptozisin aksine

inflamasyonun tetiklenmesine neden olur (Pefanis ve ark., 2019).
Apoptoz

Programli hiicre 6limii anlamma gelen “apoptoz”, homeostazisin saglanmasi igin
gereklidir. Hiicre ¢ogalmasi ve hiicre farklilagmasinda onemli yeri olan bu hiicre
oliimleri fizyolojik bir siirecin sonucudur (EImore, 2007). Bu mekanizma normal sartlar
altinda bir dokuda hasarlanmis hiicrelerin g¢evresine zarar vermeden, immiinolojik
olarak sessiz sekilde, ortadan kaldirilmasint saglar. Hasarli hiicede gergeklesen
biyokimyasal ve morfolojik degisimin ardindan olusan apoptotik hiicrelerin fagositik
hiicrelerce taninmasi ve yok edilmesi gergeklesir (Miiller ve ark., 2004; Gokhan ve ark.,
2020).

Hasarlanmis hiicrelerde kaspazlarin aktivasyonunu igeren patolojik apoptoz ekstrinsik ve

intrinsik yollardan gergeklesebilir;

Ekstrinsik yol adindan da anlasilacagi gibi 6liim sinyalinin hiicre disindan gelmesiyle
aktiflesen apoptoz yoludur. Bu 6liim sinyali T lenfositleri gibi hasarlanmis hiicreleri
tantyan hiicreler tarafindan getirilir. Ekstrinsik yol Fas ligandinin hedef hiicre
yiizeyindeki fas reseptorlerine baglanmasiyla baslatilir. Fas reseptorlerinin ekstraseliiler
domeini ligandmi baglaymca reseptoriin intraseliiler domeininde konformasyonel bir
degisiklik gerceklesir. Fas reseptoriiniin degisime ugrayan intraseliiler domeini hiicre
icinde bulunan Fas ile iliskili 6liim domeini (FADD) adindaki protein ile etkilesime girer
ve bu etkilesim prokaspaz 8’in kaspaz 8’e doniisiimiinii saglar. Bu sekilde ekstrinsik

yolda apoptotik kaspaz kaskadi baslatilir (Kiraz ve ark., 2016).

Intrinsik yolda ise &liim sinyali apoptoza gidecek olan hiicrenin i¢inden gelir. Apoptozun
mitokondriyal yolu olarak da adlandirilan bu yolak B hiicreli lenfoma (Bcl) 2 protein
ailesinin tiyeleri tarafindan diizenlenir (Adams ve ark., 2007). Bcl-2 protein ailesinin
iiyeleri mitokondriyel membranda yerlesmis bulunan iki protein setinden olusur ve

apoptoz bu protein setleri arasindaki denge ile diizenlenir. Bunlar BCL-2, BCL-x gibi
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antiapoptotik proteinler ve (Bcl-2 iliskili protein X) (BAX) , BCL2-antagonist/killer 1
(BAK) gibi proapoptotik proteinlerdir. Hiicrelerde normal sartlar altinda antiapoptotik
proteinler proapoptotik proteinleri baglayarak bloklamaktadir. Fakat I/R hasarinda artan
mitokondriyal hasar durumunda BCL-2 ve BCL-x bloklanir ve BAX ve BAK serbest
hale gecerek mitokondriyal membranda porlar olusturur. Mitokondriyal igerik organel
disina sitoplazmaya geger. Sitozole salinan sitokrom-c, apoptotik proteaz aktive edici
faktor 1 (Apaf-1) admndaki sitoplazmik proteinine baglanarak kaspaz kaskadimni
aktiflestirecek kompleksi olusturur (Gibson ve ark., 2015).

Apoptoz hiicre iginde farkl yollarla da indiiklenebilir, bu programlanmis hiicre 6limiinii
baslatan bagslica sinyal sitoplazmik Ca®" birikimi olarak goriilmektedir (Hajndczky ve
ark., 2003). iskemi srrasmda ATP yoksunlugu sebebiyle Na'/K® ATPaz pompasi
calisamaz ve sodyumu uzaklastiramaz; bu durum hiicre icinde Na® birikmesine neden
olur(Miiller ve ark., 2004). Normal sartlarda hiicre i¢i Na" konsantrasyonu diisiiktiir ve
Na'/Ca** zit tastyicist Na“u hiicre ic¢ine alirken Ca®*‘u sitoplazmadan uzaklastirir.
Ancak iskemik hiicrelerde Na® birikimi gercekesir ve Na*/Ca®* zit tastyicisi ters yonde
calismaya baslar. Bu durum sitozolde Ca®* birikmesiyle sonuclanir. Sitozolik Ca*

birikimi kaspazlar1 aktive ederek apoptozisi baslatabilir (Versteilen ve ark., 2004).
2.3. Humanin

HN hiicresel strese yanit olarak iiretilen mitokondriyal tlirevli bir peptittir ve
mitokondriyal MT-RNR2 geni tarafindan kodlanir. 24 aminoasitli HN, 2001 yilinda
Alzheimer hastalarinda amiloid beta (AB) plaklarinda tespit edilerek tanimlanmistir ve
Alzheimer hastalarinin “insanhigmi” geri kazandirma potansiyeline ithafen “Humanin”
olarak isimlendirilmistir (Hashimoto Yuichi ve ark., 2001a; Hashimoto Yuichi ve ark.,
2001b; Tajima ve ark., 2002). HN mitokondriyal 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA)
icindeki bir agik okuma ¢ergevesindeki 75 baz ¢iftinden kodlanir (Yen ve ark., 2013).
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Sekil 2.8. Mitokondriyal humanin geni. Humanin, mitokondriyal genomdaki 16s ribozomal alt
biriminde bulunan ORF tarafindan kodlanir (Yen ve ark., 2013).

Tanimlandig1 Alzheimer hastaliginda noroprotektif etkileri yogun sekilde arastirilan
HN’nin, daha sonra bir¢ok farkli dokuda eksprese edildigi saptanmis ve calismalar hiz
kazanmigtir. HN’nin etkilerini hiicre membraninda yerlesik reseptorlerine baglanarak
gosterdigi bilinmektedir. Bununla birlikte hiicre i¢inde ¢esitli molekiillerle etkilesime

girerek de hiicresel olaylar1 diizenliyor olabilecegi bildirilmistir (Rochette, 2020).
2.3.1 Humaninin yapisi

HN peptidinin yapist; negatif yiiklii C-terminali (PVKRRA), pozitif yiikli N-terminali
(MAPR) ve merkezi hidrofobik bolge (GFSCLLLLLTSEIDL) olmak iizere {i¢ bolgeden
olusur (Yamagishi ve ark., 2003; Maftei ve ark., 2012 ).

Dizi analizi ¢aligmalari 14 insan HN izoformunun bulundugunu gostermektedir. Buna ek
olarak insan HN'ni sempanzeler, bonomo maymunlari, balina ve farelerdeki HN ile dizi
homolojisi gosterir. Bu bulgu HN'nin tiirler arasinda korundugunu géstermektedir (Zhu
ve ark., 2022). Bununla birlikte HN ile %73 homoloji gosteren bir sican geni
tanimlanmis ve bu genin {iriinii Rattin olarak isimlendirilmistir. Rattinin kesfi benzer
fizyolojik etkilere sahip, HN benzeri peptitlerin bulundugunu gostermektedir (Caricasole
ve ark., 2002).
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HN’nin yap1 analizleri fonksiyonu hakkinda da bilgi verir; HN yapisinda proapoptotik
BAX ve insiilin benzeri biiylime faktorii baglatici protein (IGFBP) 3 ile etkilesime
girmesini saglayan aminoasit rezidiileri barindirir (Ikonen ve ark., 2003; Choi ve ark.,
2007; Hazafa ve ark., 2021). Sitoprotektif etkileri ortaya konan ve plazma
konsantrasyonu yas ile birlikte azalan HN’nin bobrek, kalp, iskelet kasi, beyin, karaciger
ve testis dahil olmak {izere ¢esitli dokularda ve sperm hiicrelerinde fizyolojik olarak
uretildigi bilinmektedir (Muzumdar ve ark., 2009; Moretti ve ark., 2010; Chin ve ark.,
2013).

BAX baglanma IGFBP-3 baglanma bilgesi
aal 24

HN: MAF’RGFSCLLLLT EIDLPVKRRA

Sekil 2.9. Humanin aminoasit yapisi ve aktif bolgeleri (Zhu ve ark., 2022).

Humanin G (HNG) ad1 verilen HN analogu, 14. Pozisyonda yerlesmis olan serin amino
asidinin glisinile degistirilmesiyle olusturulmustur ve HN’den daha potenttir (Hashimoto
Yuichi ve ark., 2001a; Hashimoto Yuichi ve ark., 2001b).

HNG: MAPRGFSCLLLLT[EEIDLPVKRRA

Sekil 2.10. Humanin G’nin amino asit dizilimi (Zhu ve ark., 2022).

2.3.2. Humanin Metabolizmasi

Fizyolojik kosullarda HN'min endojen iiretiminin ve metabolizmasmin ne sekilde
diizenlendigi heniiz netlik kazanmamistir ancak HN’nin kan diizeylerinin fizyolojik ve
cesitli patolojik durumlarda ne sekilde etkilendigi ile ilgili ¢aligmalar stirmektedir.
Kronik hastaliklarda ve yaslanma ile plazma HN seviyelerinin azaldigi bilinmektedir.
Mitokondriyal disfonksiyon ve mitokondriyal solunumda azalma gelistigi bilinen
iskemik kalp hastaligi teshisi almis kisilerde ve koroner endotel disfonkiyonuna sahip
hastalarda plazma HN seviyelerinin belirgin sekilde azaldig: tespit edilmistir (Widmer

ve ark., 2013; Zhloba ve ark., 2018). Ayrica korunmus koroner endotel fonksiyonlarmnin
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dolasimdaki HN seviyeleri ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (Widmer ve
ark., 2013). Insanlarda akut dayaniklilik egzersizi takiben 30 dakika icinde HN plazma
seviyelerinin arttigi, egzersizden 3 saat sonra yiiksek kalmaya devam ettigi
gozlemlenmistir. Akut direng egzersizi ise HN plazma seviyelerini etkilememistir (von
Walden ve ark., 2021). Direng egzersizi ile plazma HN seviyeleri degistirmezken, iskelet
kasinda HN seviyelerini arttig1 belirlenmistir (Gidlund ve ark., 2016).

HN ve anologlariyla yapilan farmakokinetik ¢alismalar HN’nin yar1 émriiniin farelerde
10-30 dk, siganlarda ise 4-24 saaat arasinda oldugunu ortaya koymustur (Chin ve ark.,
2013).

HN anologlarinin ip enjeksiyonlarmin ardindan 10-30 dk sonra kanda pik seviyelere
ulastig1 goriilmiistiir. HN’nin IGFBP-3’e baglanmayan anologlarmin daha diisiikk pik
konsantrasyonlarina sahip oldugu ve plazmadan daha yavas temizlendigi tespit
edilmistir. Bu bulgular dolasimdaki IGFBP-3"in, HN anologlarini baglayarak kandaki
pik noktasi, yarilanma siiresi ve plazmadan temizlenme hizlarimi1 modiile edebildigini
gostermistir. Caligmalar HN analoglarinin  plazmadan temizlenmesini dolasimdaki

IGFBP-3 diizeylerinde azalmanm takip ettigini ortaya koymustur (Chin ve ark., 2013).
2.3.3. Humanin Reseptorleri ve Etki Mekanizmasi

Cesitli calismalarda HN’nin antiapoptotik antiinflamatuar ve antioksidan etkiler
gosterdigi ortaya konmustur, ayrica mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyerek de etki
gosterdigi bilinmektedir (Jin ve ark., 2010). Mitokondriyal genomdan ifade edilerek
iretilen HN hiicre disina salmarak kan dolasimina geger. HN etkilerini otokrin, parakrin
ve endokrin sekilde gosterebilir. Hiicre i¢i proteinler ile direkt olarak etkilesime

girebildigi gibi hiicre membran reseptorlerine baglanarak da etki gosterebilir (Rochette,

2020).

HN’nin bilinen farkl iki reseptorii vardir. Bunlardan ilki formilpeptid benzeri reseptor
(FPRL) -1/2; ikincisi trimerik kompleks reseptoriidiir. Trimerik reseptor; siliyer
norotrofik faktor reseptorii (CNTFR), IL-27 reseptor WSX-1 (WSX-1) ve glikoprotein
(gp) 130’dan olusur (Ying ve ark., 2004; Hashimoto Y. ve ark., 2005). HN’nin periferik
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dokularda heniiz kesfedilmemis alternatif bir reseptdriine baglanarak da etki

gosterebilecegi diistiniilmektedir (Matsuoka ve ark., 2010).
FPRL-1/2 Reseptorii

FPRL-1/2 reseptorii G proteini bagli bir reseptordiir. HN’nin FPRL-1/2 reseptoriine
baglanarak apoptoz sinyal diizenleyici kinaz (ASK) ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
sinyal yolaklarini aktive ettigi ve bu yolla hiicre dis1 sinyalle regiile edilen kinazlarin

(ERK)1/2 fosforilasyonunu uyardigi gosterilmistir (Ying ve ark., 2004).
Trimerik Kompleks Reseptorii

HN trimetrik kompleks reseptoriine baglanarak Janus kinaz (JAK)2/Sinyal doniistiiriicti
ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) yolagmi baslatir.  Lokositler, ndronlar,
kardiyomiyositler gibi ¢esitli hiicre tiplerinde hiicresel stres kosullarinda gosterdigi
sitopotektif ve antiapoptotik etkilerinin trimerik reseptorii tizerinden, JAK2/STAT3
yolag1 araciligiyla gergeklestirdigi ortaya konmustur (Hashimoto Yuichi ve ark., 2009;
Zuccato ve ark., 2019).

Buna ek olarak hiicre iginde BAX ve insulin IGFBP3’e baglanarak da antiapoptotik
fonksiyon gosterdigi bildirilmistir (Guo ve ark., 2003; Ikonen ve ark., 2003; Choi ve
ark., 2007). HN'nin, mitokondrinin dis zarmmda BAX'm translokasyonunu durdurarak
mitokondriyal porlarin agilmasmi engelledigi ve bu sekilde apoptozu inhibe ettigi
bilinmektedir (Ma ve ark., 2018). HN’nin, ek olarak antiapoptotik BCL-2
ekspresyonunu stimiile ederken proapoptotik BAX ekspresyonunu baskiladigi,
dolayisiyla bu sekilde de apoptozu inhibe edebildigi ortaya konmustur (Gottardo ve ark.,
2017; Zaman ve ark., 2019).
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Sekil 2.11. HN sinyal yolagi (Yahne 2021)
2.3.4. Humaninin Fizyolojik Etkileri

HN’ nin hiicresel homeostazda gorevli oldugu; mitokondri ile niikleer genom arasindaki
retrograd sinyallemenin bir pargasi oldugu diistiniilmektedir (Guo ve ark., 2003).
Antiapoptotik etkileri ortaya konmus olan HN’nin hiicresel sag kalimi uyardigi
bilinmektedir. Mitokondriyal fonksiyonlari, mitokondriyal biyogenezi artirarak, zar
potansiyelini ve mitokondriyal enzim aktivitelerini  diizenleyerek korudugu
gosterilmistir. HN’nin sitoprotektif etkilerini inceleyen bir¢ok ¢aligmada, peptidin hiicre
icinde cesitli mekanizmalarla ROS iiretimini azaltarak etki gdsterdigi tespit edilmistir

(Minasyan ve ark., 2017; Yang X. ve ark., 2018; Cai ve ark., 2021).

HN’nin ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlardaki roliinii arastiran ¢alisma sayisi
siirli olsa da literatiirde {izerinde durulan konulara asagida bagliklar halinde yer

verilmistir.
HN’nin Noroprotektif Etkileri

[Ik olarak Alzheimer hastalarinda tamimlanan HN’nin néronlar1 AP kaynakli

sitotoksisiteden korudugu tespit edilmis ve bu etkisine zemin olusturan mekanizmalar

39



yogun sekilde arastirilmistir (Hashimoto Yuichi ve ark., 2001a; Hashimoto Yuichi ve
ark., 2001b; Niikura ve ark., 2004). HN’nin noronlarda da trimerik kompleks
reseptorleri araciligryla etki gosterdigi bulunmustur (Hashimoto Yuichi ve ark., 2009;
Matsuoka ve ark., 2010; Lee ve ark.,, 2013). Yapilan g¢aligmalarda HN ve HN
analoglarinin hiicreleri apoptozdan korudugu tespit edilmistir (Ikonen ve ark., 2003).
Cesitli galigmalarda HN’nin noronlarda Protein kinase B (Akt)'yi ve ERK’i aktive
ederek fonksiyon gosterdigi gosterilmistir (Hashimoto Yuichi ve ark., 2009; Hoang ve
ark., 2010; Wang T. ve ark., 2013; Kim ve ark., 2016). HN’nin hiicre zar1 homeostazini
saglayarak AP’ 1 neden oldugu hiicre membran yapisinda ve fonksiyonundaki
bozukluklar1 hafiflettigi belirlenmistir (Li X. ve ark., 2013). AP ile indiiklenen
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu azalttigi ve mitokondriyal zar potansiyelini
diizenledigi ve mitokondrilerden kaynaklanan ROS iiretimini azalttigi bildirimistir
(Tkonen ve ark., 2003; Jin ve ark., 2010; Li X. ve ark., 2013; Yen ve ark., 2018). HN,
noronlarda N-metil-d-aspartat (NMDA) kaynakli norotoksisiteyi intraseliiler Ca*?
artigini tersine g¢evirerek ve ROS {iretimini inhibe ederek azaltmaktadir (Yang X. ve ark.,
2018).

HN seviyelerinin yasa bagh azaldigi; giiclii bir HN analogu olan HNG ile tedavi edilen
yagh farelerde yasa bagli olarak artan noroinflamasyonu gerilettigi ve bilissel
fonksiyonlarda iyilesme saglandigi goriilmiistiir (Yen ve ark., 2018). Travmatik beyin
hasar1 modelinde de HN’nin anti-inflamauvar etki gosterdigi, astrosit proliferasyonunu

azalttig1 ve kognitif fonksiyonlarin korunmasinda etkili oldugu bulunmustur (Thapak ve
ark., 2024).

Sonu¢ olarak santral sinir sisteminde HN’nin mitokondriyal disfonksiyonu, ROS
tretimini ve inflamasyonu azaltarak ayrica apoptozu baskilayarak néronal sagkalima

katki sagladigi anlagilmaktadir (Thiankhaw ve ark., 2022).
HN’nin Ureme Uzerine Etkileri

Germ hiicrelerinde {iretimi bilinen HN‘nin iireme fonksiyonunda gorev aldigi

diisiiniilmektedir. Oyle ki HN diizeylerinin polikistik over sendromuna sahip kisilerin
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folikiiler sivilarinda azaldigi, sperm hareketliligi ile pozitif korelasyon gosterdigi ortaya
konmustur (Wang Y. ve ark., 2021).

HN’nin Glukoz Homeostazisi Uzerine Etkileri

HN’in trimetrik reseptorii lizerinden STAT3 ekspresyonundaki artis yoluyla pankreasta
beta hiicre sag kalimmin artirdig1 gostermistir (Hoang ve ark., 2010). Pankreas B hiicre
hattinda HN anologunun insiilin salinimini artirdigi bulunmustur. Ayni zamanda
diyabetik sicanlarda HN'nin iv infiizyonunun insiilin duyarliligini artirdigi, kan glukoz
diizeyini azalttig1; intraserebroventrikiiler (icv) inflizyonunun ise hipatalamusta STAT3
aktivasyonu araciligiyla periferal glukoz alimini artirdigi gosterilmistir (Muzumdar ve
ark., 2009).

Diyabetik farelerden izole edilen B hiicrelerinde glukoz ile uyarilan insiilin sekresyonu
HN anologu ile muamele sonucu 2,5 kat artmustir. B hiicreleri tizerine HN anologu
uygulanmasimin da hiicre i¢ci ATP seviyelerini artirdig1 goriilmiistiir. Bu iki etki zamana
bagli incelenmis ve insiilin eksositozunun ATP seviyelerindeki belirgin artislar1 takip
ettigi saptanmistir. HN’nin mitokondriyal fonksiyonlar1 artirarak ATP sentezini artirdigi
diistiniilmektedir (Kuliawat ve ark., 2013). Bu etkide mitokondrilerin roliinii incelemek
isteyen arastiricilar [ hiicre kiltiiri ortamma HN eklenmesinin  mitokondirayal
biyogenezi, peroksizom proliferator ile aktive olan reseptér y koaktivatori-1a (PGC-1a)
araciligi ile artirdigini ortaya koymuslardir. Ayrica fosforile AMP ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) miktarlarinda artis tespit etmis ve AMPK aktivasyonunun PCG-la
protein seviyelerindeki artisa aracilik edebilecegini 6ne silirmiislerdir. Sonug olarak
hiicrelerinde HN uygulamasiyla goriilen ATP artiginin  mitokondriyal biyogenezle

paralel oldugunu belirlemislerdir (Qin ve ark., 2018).

Ayrica aclik kan glukoz regiilasyonu bozulmus prediyabetik hastalarda plazma HN
seviyeleri, saglikli kontrole gore anlamli olarak diisilk bulunmustur (Voigt ve ark.,

2016). Bu bulgular HN’nin glukoz homeostazisinde rol oynadigini diisiindiirmektedir.
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HN’nin Renoprotektif Etkileri

HN’nin streptozotosin ile indiiklenen diyabetik nefropatide bobrek fonksiyonlari {izerine
etkileri arastirilmistir. 16 haftalik HN tedavisi, kan glukoz seviyelerini azaltarak diyabet
kontroliine katki saglamis ve bunun sonucu olarak diyabetik nefropati gelisini
yavaslatmistir. Bu ¢alismada ayni zamanda, BUN ve sCr seviyelerinin ve doku pro-
inflamatuar sitokin diizeylerinin azaldigi, ayrica doku anti-inflamatuar sitokin
seviyelerinin arttig1 da gosterilmistir. Sonug olarak HN’nin diyabetik nefropatide bobrek
fonksiyonlarini koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir (Moin ve ark., 2023).

Endotel hiicrelerinde ifade edilen HN’nin ¢esitli patolojilerde vaskiiler fonksiyonlarda
rol oynadigi disiiniilmektedir. HN anologu ile yapilan tedavinin Apoprotein E
eksikligine sahip transgenik fare aortalarinda apoptozu, aterosklerotik plak gelisimini ve
endotelyal disfoksiyonunu azalttigi gosterilmistir (Oh ve ark., 2011). Bu transgenik
ateroskleroz modelinde, 16 hafta boyunca uygulanan HN tedavisinin bdbrek
fonksiyonlarma etkisi incelenmistir. HN’nin bobrek dokusunda VEGF ve angiopoetin
gibi anjiyojenik proteinlerin ifadesini artirdigi, inflamasyonu ve apoptozu azalttigi
gosterilmistir. HN’nin ateroskleroza baglh gelisen bobrek fibrozunu bobrek korteksi ve
medullasinda kollajen birikimini engelleyerek azalttigi tespit edilmistir. Sonug olarak
HN’nin ateroskleroza baglh gelisen bobrek yetmezliginde doku hasarmi ve
mikrovaskiiler yapiy1 koruyarak renoprotektif etki gosterebilecegi diistiniilmiistiir
(Zhang X. ve ark., 2012).

HN’nin I/R Hasar1 Uzerine Etkileri

HN’nin I/R hasarinda oldugu gibi ROS iiretiminin artt11, mitokondriyal disfonksiyonun
gbzlendigi ve hiicresel biyoenerjetik mekanizmalarin bozuldugu hiicresel stres
kosullarinda koruyucu rol oynadig: diisiiniilmektedir. HN’nin I/R hasar1 iizerine etkileri
ilk olarak serebral I/R modelinde arastirilmis ve iskemiden &nce ve iskemi sonrasmda
icv. HN enjeksiyonunun, apoptozu ve infarkt boyutunu azaltarak noroprotektif etki
gosterdigi tespit edilmistir (Xu ve ark., 2006). HN’nin I/R uygulanan kortikal ndronlarda
SOD enzim aktivitesini arttirdigi ve lipit peroksidasyonunun son iriinii olan

malondialdehit (MDA) miktarlarini ve oksidadif stresi azalttig1 gosterilmistir (Zhao S.-
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T. ve ark., 2012). Total beyin I/R hasarmda HN’nin antiapoptotik etkileri incelenmis ve
noronlarda STAT3 mRNA seviyelerini atirdigi; proapoptotik BAX ve kaspaz 3 protein
seviyelerini azalttig1 ortaya konmustur (Gao ve ark., 2017). Ayrica miyokardiyal iskemi
sonrasinda beyinde ortaya ¢ikan ndronal hasar {izerine HN’nin etkisi de incelenmistir.
Iskemi &ncesi iv HN enjeksiyonunun beyinde ROS iiretimini, mitokondriyal sismeyi
azalttigi ve mitokondriyal membran depolarizasyonu artirrken mitokondriyal fiizyon

orant iizerinde etkili olmadig1 gozlenmistir (Kumfu ve ark., 2016).

Farelerde iskemi veya reperfiizyon sirasinda HN’nin intrakardiyak yolla
uygulanmasmin, miyokardda enfarktiis boyutunu azalttigi ve kardiyak fonksiyonu
iyilestirdigi ortaya konmustur (Muzumdar ve ark., 2010). Kronik kalp hastalarinda
plazma seviyelerinin azaldig1 bilinen HN’nin miyokardiyal I/R hasarma maruz birakilan
sicanlarda da plazma seviyelerinin anlamh sekilde arttigi gézlemlenmis ve bunun bir
kompansasyon mekanizmasi olabilecegi diistiniilmiistiir (Muzumdar ve ark., 2010).
Tersine miyokardiyal I/R ile HN seviyelerinin azaldigmi rapor eden bir diger ¢alismada
bu durumun oksijensiz  kosullarda mitokondrilerin normal fonksiyonlarini
stirdiirememesi sebebiyle ortaya ¢ikmus olabilecegi One siirtilmiisiitiir. (Thummasorn
Savitree ve ark., 2016). HN tedavisinin kalpte I/R hasarina kars1 koruma
saglayabilecegini arastran Thummasorn ve ark; bu korumanin ROS olusumundaki
azalmadan kaynaklanabilecegini gOstermistir (Thummasorn Savitree ve ark., 2016).
Ayn1 ekip HN’nin mitokondriyal kompleks 1 aktivitesini azaltarak ROS iiretiminde

azalma sagladigini 6ne siirmiistiir (Thummasorn Savitree ve ark., 2018).

Bagirsak I/R hasarinda reperfiizyondan 30 dk dnce yapilan HN enjeksiyonunun dokuda
pro-inflamatuar sitokinleri ve MDA diizeylerini azaltugi, SOD ve GPx aktivitelerini
artirdig1 gosterilmistir. Arastrmacilar doku kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin HN
tedavisiyle anlamli olarak azaldigini tespit etmislerdir. Dahast HN’nin, enterositlerde
doku biitiinliigiinii ve fircams1 kenarlar1 I/R hasarmdan korudugu da gosterilmistir

(Abozaid ve ark., 2023).
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2.4. Amag ve Kapsam

Yiiksek mortalite oranlariyla iligkilendirilen ABH’ nin yaygin bir nedeni renal iskemidir.
Iskemiye bagli oksijen yoklugu ya da yoksunlugu hiicre iginde mitokondriyal
disfonksiyonu baslatir ve ATP’nin tiikenmesine neden olur. Kanlanma yeniden saglansa
bile artan ROS iiretimi, inflamasyon ve mitokondriyal disfonsiyonun tetikledigi bir dizi
hasar1 olusur ve sonugta tiibiiler hiicre dliimii gergeklesebilir. Bobrek dokusunda I/R
hasarma bagli gelisen nekroz ve apoptozla tiibiiler atrofi ve vaskiiler kaylp meydana

gelir ve boylece bobreklerin normal fonksiyonlar1 bozulur.

Hiicre i¢ci homeostazda gorevli oldugu bilinen mitokondriyal HN peptidi bir¢ok hiicresel
stres durumunda iretilir ve sagilanir. HN, iskemi gibi stres kosullarinda bozulan
mitokondriyal fonksiyonlar1 diizelterek ve diizenleyerek ROS iiretimini azaltabilir,
antioksidan sistemi gii¢lendirebilir ve apoptozu azaltarak hiicre kaybmi 6nleyebilir.
HN’nin beyin, miyokard ve bagirsak dokularinda I/R hasari iizerine koruyucu ve
iyilestirici etkileri gesitli calismalarda gosterilmistir. Ote yandan HN’nin bazi kronik
bobrek hastaliklar1 {izerine etkileri az sayida calisma ile incelenmis olsa da, ABH

tizerine olas1 akut etkileri heniiz arastirilmamustir.

Bu ¢alismanm amaci, sigan renal I/R modelinde HN uygulamasmmn akut etkilerini ve
etki mekanizmalarin1 ortaya koymaktir. Renal /R, deneysel ABH modeli olarak

kullanilmastir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢aligmada 200-250 gr agirhiginda 8-10 haftalik erkek Sprague-Dawley sicanlar
kullanild. Calismada kullanilan deney hayvanlar1 Akdeniz Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi ve tiim hayvan deneyi
prosediirleri boyunca Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinde, 22+2°C oda sicakligt ve %65-70 sabit nem oranma sahip kosullarda
barindirildi. 12 saat aydinlik-12 saat karanlik giin dongilisii uygulanan hayvanlar,
standart laboratuvar yemiyle beslendi. Hayvanlarin su ve yeme erisimleri ad libitum

olarak saglandu.

Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 2020.08.004
numarasiyla etik onay alinmis ve tiim cerrahi prosediirler Akdeniz Universitesi Deney

Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Ameliyathanelerinde gerceklestirilmistir.
3.1. Gruplandirma
Calismada kullanilan toplam 48 sigan rastgele 4 gruba ayrildi:

1

Sham (n=12)
2- Iskemi/Reperfiizyon (I/R; n=12)

3

Humanin-Sham (HN-Sham; n=12)

4- Humanin- Iskemi/Reperfiizyon (HN-I/R; n=12)

Sham gruplarinda I/R uygulamasma yer verilmezken, IR gruplarinda 45 dk bilateral
renal iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulandi. Ayrica HN-Sham ve HN-I/R gruplarina
iskeminin 35. Dakikasinda, reperflizyondan 10 dk 6nce humanin analogu (HNG) kuyruk
veninden iv (intravendz) yolla verilirken, diger gruplara HNG ¢oziiciisii olarak

kullanilan PBS soliisyonu uyguland1 (Sekil 3.1).
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3.2. Cerrahi Uygulamalar
3.2.1. I/R uygulamasi

Bu amagla, tiim siganlara intraperitonal (ip) ketamin/ksilazin (90/10 mg/kg) anestezisi
uygulandi. Tiim deney gruplarinda HNG ya da ¢6ziiciisiinii (PBS) iv olarak uygulamak
amactyla kuyruk veni 24G kaniil kullanilarak kaniile edildi. Sham ve I/R guplarma HNG
¢oziiciisii olarak kullanilan PBS enjekte edilirken; HN-Sham ve HN-I/R gruplarina
HNG, 2 mg/kg dozunda ve reperflizyondan 10 dk 6nce uyguland.

Sham gruplarinda batin insizyonu yapilarak batin orta hattan acildi, renal arter ve renal
ven ekspoze edildi; damarlara ligasyon uygulanmadan 45 dk beklendi ve siire sonunda
batin 3/0 ipek siiturla dikilerek kapatildi (Wilhelm ve ark., 2001).

I/R gruplarinda batmn orta hattan agilarak renal arterler ve renal venler ekspoze edildi;
damarlara zarar vermeyecek diiz klempler ile renal arterler ve renal venler kapatilarak 45
dk bilateral iskemi uygulandi. Bobrek yeniden konumlandirilarak iskemi boyunca
hayvanin stabil halde kalmasi saglandi. 45 dakikalik iskemiyi takiben klempler
cikarilarak reperfiizyon baslatildi. Cerrahi prosediiriin  sonunda organlar yeniden
konumlandirildi ve batin 3/0 ipek siiturla dikilerek kapatildi (Wilhelm ve ark., 2001).

Tiim siganlar iskemi/yalanci iskemi periyodu boyunca isitici lamba altinda ve anestezi
altinda tutuldu. Cerrahi prosediir boyunca insizyon bolgesi serum fizyolojik ile 1slatilmis
steril gazli bez ile kapatilarak nemli kalmasi saglandi. Tiim siganlar cerrahi uygulama
sonrasinda metabolik kafeslere alindi ve 24 saat reperfiizyon siirecine birakildi.

Reperflizyon periyodu boyunca si¢anlarin 24 saatlik idrarlar1 topland.
3.2.2. Deneyin Sonlandirilmasi

24 saat reperflizyon boyunca toplanan idrarlar, miktarlar1 Olcililerek biyokimyasal
parametrelerin dl¢iimiine kadar -80°C derin dondurucuda (Thermo Forma -86¢ ULT

Freezer) saklandi.
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Reperflizyon siiresinin sonunda ketamin/ksilazin (90/10 mg/kg) anestezisi altinda
siganlarin Gtenazileri gergeklestirildi. Abdominal aortadan viicut kanmin alinmasiyla

Otenazi gerceklestirildi ve bobrek dokulari ¢ikarildi.

Abdominal aortadan alman kan 6rnekleri tiiplere aktarildi ve 2500 rpm (dakikadaki devir
sayis1)’de 10 dk santrifiij (Kubota 5800) edilerek serumlarinin ayrilmasi saglandi. Elde
edilen serumlar biyokimyasal parametrelerin 6lgiimiine kadar -80°C derin dondurucuda
(Thermo Forma -86¢ ULT Freezer)’de saklandi.

Alman bobrek dokular1 serum fizyolojikle yikandi ve kandan armdirilarak tartildi.
Cikarilan dokularm bir boliimii biyokimyasal ve mitokondriyal 6l¢iimlerde kullanilmak
iizere parcalara ayrildi ve parametrelerin dlgiimiine kadar -80°C derin dondurucuda
(Thermo Forma -86¢ ULT Freezer)’de saklandi. Bobrek dokularinin kalan kismi ise
histolojik degerlendirme ve apoptoz tayininde kullanilmak tizere % 10’luk formalin

soliisyonuna alinarak tespit edildi.

Hazirhik Reperfiizyon
10dk
i
— 45 — 24 saat
dk J
HNG
- D i
Anestezi 2mglkg sonl::defrlr:mm
ve numunelerin
Bilateral Oklizyonun toplanmas:
Okliizyon Sonu

Sekil 3. 1. Cerrahi prosediiriin sematik olarak gosterimi.

3.3. Bobrek Fonksiyon Testlerinin Degerlendirilmesi

Idrar ve serumda biyokimyasal &lciimler Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda otoanalizér (Marka: ROCHE COBAS, Model: C502) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu yontemle idrar orneklerinde kreatinin (Cr), albumin, sodyum ve
potasyum miktarlar1; serum orneklerinde BUN, Cr, sodyum ve potasyum ve miktarlari
Olgiildi. Elde edilen veriler kullanilarak asagidaki formiillerle GFR gostergesi olan
kreatinin Kklirensi (Clc,), fraksiyonel sodyum atilimi ve fraksiyonel potasyum atilimi
hesapland: (Tobias ve ark., 1962).
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e Clc, (ml/dk) = Idrar (u) Cr (mg / dl) x idrar akis1 (ml/dK) / serum (s) Cr (mg/dl)

e Fraksiyonel Atilimi1 K (%)= (uK/sK) / (uCr/sCr) X 100

e Fraksiyonel Atilim1 Na (%)= (uNa/sNa) / (uCr/sCr) X 100
3.4. Oksidan Hasar ve Antioksidan Kapasite Parametrelerinin Ol¢iimii
3.4.1. Doku MDA Diizeyi Ol¢iimii

Lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri, MDA’ nin tiyobarbitiirik asit
(TBA) (Sigma-Aldrich, T5500) ile reaksiyonu sonucu belirlenir. Bu amagla 0,2-0,5 g
bobrek dokusu tartildi ve %10’luk triklor asetik asit (TCA) (Merck Millipore,
1008071000) soliisyonu ile 10 kat siispanse edildi. Kii¢iik pagalar haline getirilen doku
sonikator (Bandelin HD2070) ile 10-20 saniye (sn) %65-75 giicte homojenize edildi.
Homojenizasyonun ardindan 3,000 rpm’de ve 4°C‘de 15 dK siireyle santrifiij (Kubota
5800) edildi. Siipernatanlar ikinci seri tiiplere aktarilarak 10000 rpm’de 8 dk daha
santrifiij (Beckman Coulter Microfuge 22R) edildi. Elde edilen siipernatanlara es
hacimde % 0,67’lik TBA eklenerek su banyosunda 15 dk kaynatildi. Olusan reaksiyonun
absorbas degerleri spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 535 nm dalga boyunda
okundu. 1.56x10° M™cm™ diizeltme katsayisi kullamlarak lipid peroksidasyon diizeyi
hesaplandi1 ve nmol MDA/g doku olarak ifade edildi (Buege ve ark., 1978).

3.4.2. Doku GSH Diizeyi Ol¢iimii

Dokudaki endojen antioksidan GSH miktar1 0Olglimii, siilfhidril  gruplarmin
belirlenmesinde kullanilan Ellman ydnteminin modifiye edilmesiyle gerceklestirildi
(Ellman, 1959; Ayka¢ ve ark., 1985). Bu amagla bobrek dokular: tartildi ve %10’ luk
TCA (Merck Millipore, 1008071000) soliisyonu ile 10 kat diliie edildi. Kii¢iik pagalar
haline getirilen doku 6rnekleri sonikatér (Bandelin HD2070) ile %65-75 giigte 10-20 sn
homojenize edildi ve 4 °C<de, 3,000 devirde 15 dk santrifiij (Kubota 5800) edilerek elde

edilen siipernatanlar toplandu.
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Ellman reaktifi 100 ml %21 Na Sitrat (Sigma-Aldrich, S4641) soliisyonu i¢ine 40 mg
5,5'-Dithiobis-2-Nitrobenzoic Acid (DTNB) (Sigma-Aldrich, D8130) eklenerek
hazirlandi. 1 ml sodyum fosfat tamponu (0,3M) (Merck Millipore, 1065860500) i¢ine
125 pl Ellman reaktifi ve 250 ul siipernatan eklenerek karanlikta 10 dk inkiibe edildi.
Ornekler spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 412 nm dalga boyunda okundu.
Diizeltme katsayis1 kullanilarak hesaplanan GSH diizeyi pmol/gr doku olarak ifade
edildi (Aykag ve ark., 1985).

3.4.3.Doku SOD Aktivitesi Ol¢iimii

Ortamdaki siiperoksit radikallerinin SOD aktivitesine bagli olarak gergeklesen
fotooksidasyonunun o-dianisidin HCI ile tespit edilmesi esasma dayanir (Masayasu ve
ark., 1979). Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali,
ortamdaki SOD’un etkisiyle H,O;’ye doniisiir. Bu 6lgtimii gerceklestirmek amaciyla
bobrek dokularr tartilarak (0,2-0,5 g) serum fizyolojik ile 1/10 seyreltildi. Kiigiik pagalar
haline getirilen doku 6rnekleri sonikator (Bandelin HD2070) yardimiyla %65-75 giigte
10-20 sn homojenize edildi ve arindan 10 dk 4000 rpm’de santrifiij (Beckman Coulter

Microfuge 22R) edilerek elde edilen siipernatanlar toplandi.

SOD aktivitesi 6l¢timii i¢in 2,6 ml PBS (50 mM, pH:7,5), 0,1 ml 6 mM odianisidin HCI
(Cayman, 17316) 0,2 ml 0,2 mM riboflavin igeren reaksiyon tamponu hazirlandi.
Reaksiyon tamponuna 0,1 ml silipernatan eklenerek karisimin absorbansi
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 460 nm dalga boyunda okundu. Bu absorbans

degeri reaksiyon oncesi bazal absorbans olarak kaydedildi.

Daha sonra reaksiyon karisimi1 20 W floresans lamba bulunan kabinde oda sicakliginda 8
dakika inkiibe edilerek fotooksidasyon reaksiyonu indiiklendi. Inkiibasyon sonunda
reaksiyonun absorbansi 460 nm dalga boyunda okundu. Bu absorbans degeri reaksiyon
absorbans1 olarak kaydedildi. SOD aktivitesi reaksiyon absorbans degerinden bazal
absorbans degerinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi. U/gr doku olarak ifade edildi (Mylroie ve
ark., 1986).
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3.4.4. Doku CAT Aktivitesi Ol¢iimii

Bobrek dokularinda peroksizomal antioksidan bir enzim olan CAT’1in H,O2’nin, H,O’ya
doniisiimiinii katalizlemesi esasina dayanir. Bu dl¢iimii gerceklestirmek amacryla bobrek
dokulari tartilarak (0,2-0,5 g) serum fizyolojik ile 1/10 seyreltildi. Kiiciik pagalar haline
getirilen doku sonikatér (Bandelin HD2070) ile %65-75 giicte 10-20 sn homojenize
edildi ve 10 dk 4000 rpm’de santrifiij (Beckman Coulter Microfuge 22R) edilerek elde

edilen siipernatanlar toplandi.

CAT aktivitesi 6l¢limii igin reaksiyon tamponu olarak 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0)
icinde %0, 1’lik H,O, (Merck Millipore, 108600) soliisyonu hazirlandi. 0,2 ml reaksiyon
tamponu i¢ine 0,4 ml slipernatan eklendi. Absorbans degeri 0,4 ml siipernatan ve 0,2 ml
50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0) igeren kore kars1 spektrofotometrede (Shimadzu UV-
1601) 240 nm dalga boyunda okundu. CAT aktivitesi 0,004 mM™/mm™ ekstinksiyon
katsayis1 kullanilarak hesaplandi ve U/gr doku olarak ifade edildi (Aebi, 1984).

3.5.Inflamatuvar Belirtecler
3.5.1. Doku MPO AKktivitesi (")l(;ﬁmii

MPO aktivitesinin belirlenmesi, birim zamanda MPO aktivitesine bagl olarak baslatilan
H,0'e bagli gergeklesen oksidasyonun o-dianisidin HCI ile tayini esasina dayanir. Bu
amacla bobrek dokular1 (0,2-0,5 g) tartildi ve %0,5'lik hekzadesiltrimetilamonyum
bromiir (HETAB) (Sigma-Aldrich, H5882) igeren 50 mM potasyum fosfat (Merck
Millipore, 1048731000) (pH: 6.0) tamponu ile 10 kez diliie edildi. Kii¢iik pagalar haline
getirilen doku ornekleri sonikator (Bandelin HD2070) ile %65-75 giicte 10-20 sn
homojenize edildi. Homojenizasyonun ardindan 4 °C'de 40000 G’de 15 dk siireyle
santrifiij (Beckman Optima Ultracentrifuge) edildi. MPO 6l¢iimii i¢in 50 mM PBS
icinde 0,167 mg/ml odianisidin HCI (Cayman, 17316) ve % 0,0005 H,O, (Merck
Millipore, 108600) igeren reaksiyon tamponu hazirland. 37 °C'de 100 pl doku
siipernatani lizerine 2,9 ml reaksiyon tamponu eklendi ve 6 dk boyunca zamana bagh
degisen absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 460 nm dalga
boyunda okundu. MPO aktivitesi U/gr doku olarak ifade edildi (Bradley ve ark., 1982).
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3.6. Mitokondriyal Fonksiyonlarin Degerlendirilmesi
3.6.1. Hiicre ici ATP Diizeyi Ol¢iimii

Dokuda ATP diizeyi 6lgtimii ticari ATP 6l¢tim kiti kullanilarak (Elabscience Katalog
No: E-BC-K157-S) gergeklestirildi. Bu 6l¢limiin algilama esasi1 kreatin kinaz enziminin,
ATP ile kreatinin reaksiyonunu katalizleyerek kreatin fosfat {iretmesi esasmna dayanir.
Ureticinin talimatlarina gore saklanan ve homojenize edilen doku &rneklerinde ATP
diizeylerinin Ol¢iimii gerceklestirildi. Bu amacla kit 6l¢iim protokolii takip edilerek
reaksiyon olusturuldu ve reaksiyon sonunda absorbans degerleri spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601) 636 nm dalga boyunda okundu. Elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak iiretici talimatlarinda belirlenen sekilde hesaplama yapildi ve sonugler gr

doku bagina ATP miktar: seklinde ifade edildi.
3.6.2. Kompleks 1 Aktivitesi Ol¢iimii

Bu amacla homojenize edilen doku Orneklerinde kompleks 1 aktivite diizeyi 6l¢iimii,
ticari kompleks 1 aktivite olgiim kiti (Abcam Katalog No: ab109721) kullanilarak
ireticinin talimatina uygun olarak yapildi. Bu yontemde kompleks | aktivitesi
kuyucuklarda immobilize edilen kompleks I proteininin, NADH (nikotinamid adenin
diniikleotid)’in NAD+’ya oksidasyonunu katalizlemesi ve es zamanli olarak indirgenen

NAD+'1n tayin edilmesi ilkesine dayanmaktadir.

Bu ol¢iimde {ireticinin belirttigi kit protokolii takip edilerek dokular homojenize edildi
ve mitokondriler agiga ¢ikarildi. Ardindan diliisyon tamponu ile seyreltilen 6rnekler kit
plakalarinda 3 saat inkiibe edildi. Bu islem ile kompleks 1 proteinlerinin kuyucularda
tutulmasi saglandi. Kit protokolii takip edilerek kit igeriginde bulunan NADH reaktifi ile
reaksiyon kuruldu ve olusan iiriiniin absorbans degerleri plaka okuyucuda kolorimetrik
olarak 450 nm dalga boyunda 30 dk boyunca olgiildii. Hesaplama kullanilan Kit
protokoliinde aciklandig1 sekilde asagidaki formiil kullanilarak yapildi. Kompleks 1

aktivite diizeyi mg doku basina enzim aktivitesi olarak ifade edildi.

Kopleks I aktivitesi (mOD/min) = (Abs (ilk) — Abs (son) / (dk(ilk)- dk(son))
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3.7. Histopatolojik Analiz

Bobrekte hasar alanmin histolojik olarak belirlenmesi amaciyla Hemotoksilen & Eozin
(H&E) boyamasi yapilan parafin kesitler incelendi ve hasar skorlandi. Tiim histolojik
prosediirler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dalinda

gerceklestirildi.

Bu amagla 4 saat %10’luk formalin soliisyonu i¢ine alinarak tespit edilen bobrek
dokulari, ¢esme suyu altinda yikanarak formalinden armndirildi. Dokular birer giin
stireyle alkol serilerinden gegirildi (%70-%80-%90). Son asamada %100’lik alkolde 4
saat bekletildikten sonra ksilol ile alkoldan arindirilarak seffaflastirma islemi yapildi.
Ardindan 56°C etiivde bulunan parafin igine alind1 ve bir saat bekletildi. Bu islem 3 kez
tekrar edildi. Parafine doyurulan dokular kasetler i¢ine alinarak parafine gomiildii ve
parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklar i¢ine gomiilen bobrek dokulart mikrotoma
(Leica RM2125 RTS) yerlestirilerek Smm kalinhiginda, longitudinal kesitler alindi.
Kesitler su banyosunda diizlestirildikten sonra lam iizerine aktarildi. Kesitler parafinin
uzaklastirilmasi amaciyla iki kez 10’ar dk ksilolden gegirilip 5’er dk swrastyla %100,
%90, %80, %70’lik alkol serilerine alindi. Hazirlanan preperatlarda H&E boyamasi
yapilarak 151k mikroskobu (Zeiss, Primo Star) ile 10x10 ve 40x10 biiytitmede incelendi.
Her gruptan 8-12 kesitte 5 alan rastgele secilerek semi-kantitatif olarak degerlendirildi.
Tiibiillerdeki yapisal degisiklikler; tiibiiler nekroz-atrofi, tiibiiler fircamsi kenar kaybi,
tiibiilerde ve bowman kapsiiliinde dilatasyon ve kast formasyonu izlenerek skorlandi. Bu

skorlama yonteminde;

0 = hi¢

1=9%0-10
2=%11-25
3 =% 26-45
4= % 46-75

5 > 9% 76 olarak kaydedilerek degerlendirildi (Tighe, 1977; Chen ve ark., 2011).

52



3.8. Dokuda Apoptozin Degerlendirilmesi

Apoptozun degerlendirilmesi parafin kesitlerde apoptoz ile olusan DNA kiriklarini tespit
eden TUNEL o6lgtim kiti (Abcam, Katalog No: ab206386) kullanilarak gergeklestirildi.
Bu ol¢iim etiketli deoksiniikleotidlerin DNA fragmentlerinin serbest 3'-OH uglarina

terminal deoksintikleotidil transferaz (TdT) enzimi ile eklenmesi esasina dayanmaktadir.

Apoptozun degerlendirilmesine iliskin tiim prosediirler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Doku apoptoz miktarini tayin
etmek amaciyla 4 saat %10’luk formalin soliisyonu i¢ine almarak tespit edilen bobrek
dokular1 ¢cesme suyu altinda yikandi ve birer