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OZET

Giris ve Amag¢: Bobrek iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari, acil ve yogunbakim iinitelerinde
sik goriilen akut bobrek yetmezliginin bir nedeni olup, genellikle etyolojisinde travma,
sok, enfarktiis, sepsis, aort diseksiyonu ve iirolojik cerrahi girisimler gibi bir¢ok faktor
rol oynamaktadir. Calismamizda, bdbrek I/R hasarma bagl bobrek dokusunda olusan
yapisal ve fonksiyonel bozukluklar1 6nlemek i¢in dogal flavonoid olan naringeninin

etkinliginin biyokimyasal ve histolopatolojik olarak incelenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metod: Toplam 24 adet rat ti¢ gruba randomize edildi. Grup 1 kontrol grubu
olarak adlandirildi. Grup 2’deki ratlara ise bobrek I/R modeli olusturuldu. Buna gére sol
bobrek 45 dakika iskemi ve 6 saat reperflizyona maruz birakildi. Grup 3’deki ratlara
benzer prosediirler uygulandi. Bu gruptaki ratlara ek olarak 1 hafta boyunca giinde 50
mg/kg doz oral gavaj yoluyla naringenin tedavisi uygulandi. Deney bitiminde kan ve
doku oOrnekleri analiz edildi. Kan 6rneklerinde tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),
interlokin-1 beta (IL-1p) ve interlokin-6 (IL-6) diizeyleri bakilirken, doku drneklerinde
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), malondialdehid (MDA), kidney
injury molecule-1 (KIM-1) ve neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL)
seviyeleri incelendi. Doku hasarinin derecesini belirlemek amaci ile bobrek doku

ornekleri direk mikroskop altinda skorlama yapildu.

Bulgular: Calismamizda Grup 3’de Grup 2 ile karsilastirildiginda kan biyokimyasal
analizlerinde IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeylerinde dramatik diisiis izlendi (p<0,001). Doku
biyokimsayal analizlerimizde SOD, GPx aktivitelerinin Grup 3’de Grup 2’ye nazaran
ciddi diizeyde arttig1 belirlendi (p<0,001). Yine bobrek dokusunda Grup 3’de MDA

diizeyleri Grup 2’ye nazaran azaldig: tespit edildi (p<0,001). Ote yandan en yiiksek KIM-



1 ve NGAL dizeyi Grup 2’de oldugu gozlemlendi (p<0,001). Histopatolojik
analizlerimizde ise doku orneklerinde incelenen tiibiiler epitelyal diizlesmeler, tiibiiler
dilatasyonlar, niikleer ayrilma, fircams1 kenar kaybi, fokal koagiilatif nekrozlar,
glomeriiler deformiteler, yer yer lokal doku erozyonlari, yaygin konjesyon alanlari ve
inflamatuar infiltrasyon alanlar1 degerlendirildiginde Grup 3’de Grup 2’ye nazaran

iyilesme oldugu tespit edildi (p<0,05).

Sonu¢: Calismamizda naringeninin bobrek I/R hasarmin zararhi etkilerini azalttigi,

bobrek yap1 ve fonksiyonlarint korudugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Naringenin, bobrek, iskemi-reperfiizyon

ABSTRACT

Introduction and Objective: Renal ischemia-reperfusion injury (I/R) is a common cause
of acute renal failure in emergency and intensive care units, and many factors such as
trauma, shock, infarction, sepsis, aortic dissection and urological surgical interventions
play a role in its etiology. In our study, we aimed to examine the protective and
therapeutic effects of naringenin, a natural flavonoid, in rat kidney tissue in terms of
biochemical and histology, in order to prevent structural and functional damage to the

kidney tissue after kidney I/R.

Materials and Methods: A total of 24 rats were randomized into three groups. Group 1
was called the control group. Renal I/R model was created for the rats in group 2.

Accordingly, the left kidney was exposed to ischemia for 45 minutes and reperfusion for



6 hours. Similar procedures were applied to the rats in Group 3. In addition to rats in this
group, 50 mg/kg daily dose of naringenin was administered by oral gavage for 1 week.
At the end of the experiment, blood and tissue samples were analyzed. While tumour
necrosis factor-alpha (TNF- a), interleukin-1 beta (IL-1B) and interleukin-6 (IL-6) levels
were measured in blood samples, superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx), malondialdehyde (MDA), kidney injury molecule-1 (KIM-1) and neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL) levels were examined. In order to determine the

severity of tissue damage, kidney tissue samples were evaluated under direct microscopy.

Results: In our study, a dramatic decrease was observed in IL-1p, IL-6 and TNF-a levels
in Group 3 compared to Group 2 (p<0.001). In our tissue biochemical analyzes, it was
determined that SOD, GPx activities increased significantly in Group 3 compared to
Group 2 (p<0.001). In the kidney tissue, MDA levels were found to be decreased in Group
3 compared to Group 2 (p<0.001). On the other hand, the highest KIM-1 and NGAL
levels were observed in Group 2 (p<0.001). In our histopathological analyzes, when the
tissue samples were scored according to tubular epithelial flattening, tubular dilatations,
nuclear detachment, brush border loss, focal coagulative necrosis, glomerular
deformities, local tissue erosions, widespread congestion areas and inflammatory
infiltration areas, it was classified into Group 2 in Group 3. It was found that there was

an improvement compared to this (p<0.05).

Conclusion: In our study, it was concluded that naringenin reduces the harmful effects

of renal I/R injury and protects kidney structure and functions.

Key words: Naringenin, kidney, ischemia-reperfusion
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1. GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi; acil servis ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda
yaygin izlenen, kisa ve uzun vadede 6nemli morbidite ve mortaliteye yol acan, ani bobrek
kayb1 ile karakterize bir durumdur (1). Uzun siire hospitalize olan hastalarin yaklasik
%5’inin akut bobrek yetmezligi (ABY) ile iliskili patolojiler ile Kkarsilastig
distiniilmektedir (2). Azotlu atik tiriinlerin ve tiremik toksinlerin eliminasyonunun
azalmasina neden olan glomeriiler filtrasyon hizinda ani bir diisiis ile kendini gosteren bu

acil patolojiye, etkili bir sekilde miidahale etmek igin opsiyonel tedavilere ihtiya¢ vardir
3).

Renal iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1i, ABY'nin en énemli nedenlerinden biridir.
Genellikle bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi, sok, akut renal arter tikanikligi

ve diger klinik-cerrahi siireglerde ortaya ¢ikabilir (4).

Renal iskemi, bobrek kan akisinin gegici olarak azalmasi veya durmasit sonucunda
ortaya ¢ikan durumdur (5). Hastane ortaminda, cerrahi, sepsis veya travma nedeniyle
bobregin genel veya lokalize iskemik hasari birgok ABY vakasindan sorumludur (6).
Renal iskemi sonras1 bobrek kanlanmasi kisa bir siire i¢erisinde saglanmaz, iskemi siiresi
uzarsa bobrek dokusunda Thiicresel Dbiitiinliik bozulur, toksik metabolitlerin
uzaklastirilamamasi sonucunda hiicre 6liimii meydana gelir (7). Toksik metabolitlerin
uzaklastirilmasi ve hiicresel yasamin devam ettirilmesi i¢in dokuda reperfiizyon olmasi

sarttir (5).

Iskemi sonrasi tekrar kanlanma baslamasi ile hipoksik kalan dokunun oksijene
kavusmasi, metabolitlerin uzaklastirilmasiyla birlikte hiicresel canliligin devami saglanir.
Ancak paradoksal olarak reperfiizyon ile birlikte sitokin salinimi, daha fazla miktarda
serbest radikallerin olugmasi, 6zellikle nétrofillerin yer aldigi inflamatuar siirecin devreye
girmesi gibi karmasik birtakim mekanizmalarin rol aldigi I/R hasar1 meydana gelir.
Reperfiizyon sonrasi olusan hasar, iskemi sirasinda meydana gelen hasardan daha
tehlikeli olabilmektedir (8-10). Organizmada I/R sonrasi artan serbest radikal diizeyi
oksidatif stres meydana getirmektedir. Serbest radikaller ¢esitli reaksiyonlara girerek
proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi molekiillerde hasara neden olmaktadirlar. Bu

hasarin devam etmesi hiicre 6liimii olarak sonuglanabilmektedir (11).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/uremic-toxin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerular-filtration-rate

Serbest radikaller, diger molekiillerle kimyasal reaksiyonlara karsi oldukca
kararsiz ve aktif olan eslesmemis elektronlara sahip molekiiller veya iyonlardir (12). Bu
kimyasal 6zelliginden dolayi serbest radikaller lipid peroksidasyonunu baslatabilir, DNA
zincirinin kiritlmasina neden olabilir, hiicre zar1 ve dokulardaki neredeyse tiim molekiilleri
oksitleyerek hasarlanmasina neden olabilir. Fizyolojik kosullar altinda viicut i¢in tehdit
olmayip, hatta belirli bir diizeyde viicut i¢in gereklidir. Ancak bu fizyolojik dengenin

bozulmasi serbest radikalleri tehlikeli bir molekiil haline getirir (13).

Serbest radikallerin verdigi hasara kars1 miicadele eden antioksidan savunma
mekanizmasit mevcuttur (11). Viicudun kendi {rettigi antioksidanlara endojen
antioksidanlar denirken, disaridan alinan antioksidanlara eksojen antioksidanlar
denilmektedir. Endojen antioksidanlarin en 6nemlileri enzimatik antioksidanlar olup,
serbest oksijen radikalleri pargalama yetenekleri nedeniyle aktif ve yogun oksidatif
saldirtya kars1 daha etkili koruyucu etkilere sahiptirler (14). Bunlar siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler olup, serbest radikalleri stiptiriicii etkisi ile
ortadan kaldirabilir, organizmay1 oksidatif stresten koruyabilirler. Glutatyon, koenzim
Q10, selenyum, a-lipoik asit, melatonin, C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-
tokoferol), A vitamini, karotenoidler, polifenoller bir kismi endojen bir kismi ekzojen

non-enzimatik antioksidanlardir (13, 15).

Flavonoidler, serbest oksijen radikalleri azaltan narenciye grubu meyvelerde bol
miktarda bulunan fenolik bilesiklerdir. Antioksidatif, sitoprotektif ve diizenleyici
aktivitelerinin yani sira potansiyel kullanimlar1 giiniimiizde genis ¢apta arastirilmaktadir.
Flavonoidlerin dogrudan serbest radikal siiplirme, ge¢is metal iyonu selasyonu, hiicresel
antioksidan savunma enzimlerinin seviyesini arttirdig1 tespit edilmistir (16). Naringenin,
turunggillerde bol miktarda bulunan ve son yillarda bir¢ok ¢alismaya konu olan flavonoid
grubu bir molekiildiir (17). Yapilan c¢alismalarda antidiyabetik, hepatoprotektif,
antimutajenik, antikanserojenik, antiaterojenik, antiinflamatuar ve antioksidan oldugu
ortaya konulmustur (18). Lipid peroksidasyon biyobelirteglerini ve protein
karbonilasyonunu azalttigi gozlenmis, karbonhidrat metabolizmasini regiile ettigi,
antioksidan savunmayi arttirdigi, reaktif oksijen tiirlerini temizledigi ve bagisiklik sistemi

aktivitesini modiile ettigi izlenmistir (19).



I/R tarafindan tetiklenen patofizyolojik mekanizmalar hakkindaki artan bilgiye
ragmen, klinik uygulamada I/R hasarina bagli ABY'nin 6nlenmesi veya azaltilmas igin
etkili terapdtik miidahaleler halen mevcut degildir. Bu nedenle, potansiyel terapdtik
degeri olan faktorleri belirlemeye yonelik calismalara ihtiyag vardir (20). Bu
calismamizda naringeninin yukarida bahsedilen 6zelliklerinden faydalanarak, tek tarafli
bobrek I/R modeli olusturdugumuz ratlarda, oksidatif stres ve bobrek fonksiyonunun
bozulmasinin 6nlenmesinde naringenin tedavisinin etkinligini biyokimyasal ve

histopatolojik olarak arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BOBREK ANATOMISI

Bobrek, T12-L3 vertebra hizasinda karin arka duvarinda, retroperitoneal alanda
yer alan oldukga vaskiiler (kalp debisinin %20'si) bir ¢ift organdir. Sag bobrek karaciger
varligindan dolay1, sol bobrekten daha asagi yerlesimlidir. Bobrekler, her biri 130-150
gr agirhginda, 10-12 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 3-4 cm kalinligindadirlar.
Bobrek, koruyucu bir yag tabakasi olan perirenal yag tabakasi ile gevrili, parlak
fibromiiskiiler bir kapsiil ile kaplidir. Her bir bobregin iki yiizeyi (anterior ve posterior),
iki kutbu (iist ve alt) ve iki sinir1 (lateral ve medial) vardir. Bobrek medialinde renal hilus
bulunmakta olup, vaskiiler yapilar, sinirler, lenfatikler ve igbiikey sekilde ¢ikan renal

pelvis yer alir (21).

Her iki bobrek karm arka duvarinda psoas major kasi iizerinde yer almakta olup,
kuadratus lumborum kasi, transversus abdominis kasi, diyafragma, kostodiyafragmatik
girinti, 11. costa (yalnizca sol bobrek), 12. costa, subcostal sinir, ilioinguinal sinir ve
iliohipogastrik sinir ile iligkilidir. Sol bobrek anteriorda, dalak, bobrekiistli bezi, mide,
pankreas, jejunum, inen kolon ve sol kolik fleksura ile iligkili iken, sag bobrek 6n yiizeyi
karaciger, bobrek iistii bezi, ince bagirsak, sag kolik fleksura ve duodenumun inen kismi

ile iliskilidir (22).
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Sekil-1. Bobreklerin yerlesimi ve komsuluklari (23).

2.1.1. Bobrek Arteri

Bobrekler, aortadan direk ¢ikan genellikle tek renal arterden beslenir. Renal arter
posteriorda bulunan renal pelvis ile renal ven arasindan gegerek bobrege gelmeden iki
(anterior ve posterior) veya daha fazla dala ayrilir. Posterior dal bobregin arka yiiziiniin

orta segmentini beslerken, anterior dal bobrek alt ve iist pol ile 6n yliziin tamamin1 besler
(24).

Renal arter bobrek parankimine girmeden Once segmental arter olarak ayrilir.
Segmental arter, piramitler arasinda interlobar arter olarak devam eder. Piramitlerin
tabanina yakin, tabana paralel donerek yon degistiren arkuat arterleri, arkuat arterler ise
interlobiiler arterleri verir. Interlobiiler arterler glomeriillerin afferent arteriollerini
olusturur. Afferent arterioller glomertillerin kapiller agin1 olusturduktan sonra distal ucu,
tiibiilleri gevreleyen ve peritiibiiler kapiller olarak adlandirilan ikinci bir ag olustururlar.
Ardindan peritiibiiler kapillerler efferent arteriyolleri olusturmak icin bir araya gelir ve
daha sonra sirasiyla interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve bobrek venini

olustururlar (24).



2.1.2. Bobrek Veni

Renal ven, renal arterin anteriorunda renal artere eslik eder. Sol renal ven, sag

renal vene gore daha uzundur. Her iki renal ven inferior vena cavaya dokiiliirler (24).

2.1.3. Bobrek Lenfatikleri ve Siniri

Renal pleksus bobregin sinir agini olustururken, lomber lenf nodiilleri bobrek

lenfatiklerinin drene oldugu yerdir (25).
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Sekil-2. Bobregin arteriyel yapisi (23)



2.2. BOBREK HiSTOLOJISI

Bobregin dis kisminm1 bag dokusu yapisinda bir kapsiil sarmaktadir. Bu kapstil
basing ve hacim degisikligine karsi diren¢ gostermektedir. Bobrek iist polden alt pole
uzunlamasina ortadan ikiye kesildiginde daha koyu olan dis kismi korteks, daha acik olan
renkli i¢ kismi ise medulla olarak adlandirilir. Korteks kisminda glomeriiller, proksimal-
distal kivrimli tiibiiller ve toplayici tiibiiller yer alir. Medullanin kortekse yakin
bolgelerinde de henle kulpu, vaza rekta ve toplayict tiibiillerin terminal uglari
bulunmaktadir. Medulla kisminda bobrek piramitleri adi verilen koni bigimli 8-18 adet
yapilar bulunur. Piramitlerin tabani kortekse bakar. Papilla ad1 verilen piramitlerin apikal
bolgesi ise renal siniise bakar. Papillalar minor kalikslere agilirlar. Min6r kaliksler, renal
pelvisin ana bélmeleri olan ve bobrekte 2 veya 3 adet bulunan major kalikslere agilirlar.
Kaliksler, renal pelvis ve iireter duvarinda bulunan kasilabilir yapi, idrarin mesaneye

dogru ilerlemesini saglar (26).

Bobrekten gegen kanin %90-95°1 kortekste, %5-10"u ise medulladadir. Kortekste
glomeriil ve bowman kapsiiliinii i¢ceren renal korpiiskiil, kivrimli tiibiiller, diiz tiibiiller,
toplayici tiibiiller ve toplayici kanallar yer almaktadir. Bu yapilar bobregin temel
fonksiyonel birimi olan nefronu olusturur. Makroskobik olarak goriilebilen medulladan
cikan ve kortekse dogru vertikal ¢izgilenmeler olarak izlenen kisma medullar 1ginlar
(ferrein) denmektedir. Bu kisim diiz tiibiiller ve toplayici kanallar1 igermektedir.
Medullada diiz tiibiiller, toplayici kanallar ve vaza rekta adi verilen kapiller ag yer
almaktadir. Vaza rektalar tiibiillere paralel uzanip, igerisindeki kan akiginin idrar akim

yoniine zit sekilde ilerlemesiyle idrar konsantrasyonunu diizenlerler (26).

Bobregin islevsel birimi olan nefron, her bir bobrekte yaklasik olarak 1,5 milyon
adet bulunmaktadir. Nefron, renal korpiiskiil ve tiibiillerden olusur. Renal korpiiskiil tek
katli epitel olan bowman kapsiilii ile bu kapsiile giren glomeriil yumagindan olusur.
Renal korpiiskiiliin afferent ve efferent arteriollerin oldugu tarafina damar kutbu denir.
Tiibiiler yapi, bowman kapsiiliiniin proksimal tiibiil ile birlesme yerinden baslar. Bu tarafa
ise idrar kutbu denir. Proksimal tiibiil kortekste kivrimli seyrederken, medullada diiz
seyreder. Daha sonra proksimal tiibiil henle kulpunun inen kalin kismini olusturur. Henle
kulpu ¢ikan kalin kismu distal tiibiil olarak devam eder. Distal tiibiiliin liimeni proksimal

tiibiilden daha genistir. Distal tiibiil, nefronun gergek yapisi olmayan kollektor tiibiillere



acilir. Kollektor tiibiiller ise papillanin area cribrosa denilen yiizeyine agilirlar. Distal
tiibiil, kaynaklandig1 renal korpiiskiiliin afferent arterioliine yakindir. Distal tiibiilde,
arteriole komsu modifiye olmus makula densa adi verilen hiicreler bulunur. Renal
korpiiskiilleri kortekse yakin ve henle kulplari medullaya ancak uzanabilen nefronlara
kortikal, renal korpiiskiilleri medullaya yakin ve henle kulplar1 medullanin derinliklerine
kadar uzanan nefronlara ise jukstamedullar nefronlar adi verilmektedir. (27).

2.3. BOBREK FiZYOLOJISi

Bobrekler viicutta homeostatik dengenin saglanmasi i¢in olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Viicuttaki sivi miktar ve igeriginin, pH’nin, su ve elektrolit dengesinin
diizenlenmesi, metabolizma sonucu meydana gelen artik iriinlerin toksik seviyeye
ulagmadan viicuttan atilmasi gibi iglevleri yani sira, 1,25 dihidroksikolekalsiferol, renin,
eritropoetin gibi hormonlarin salgilanmasi ile kan kalsiyum diizeyi ayarlanmasi, kemik
yapimi, arteryel kan basincinin diizenlenmesi, eritropoezis gibi islevleriyle de viicutta
onemli gorevler Tlstlenmektedir. Viicutta en fazla protein ve piirin bazlarinin
katabolizmas1 sonrast olusan nitrojen artiklari, iire ve tirik asit olarak bobrekten

uzaklastirilirlar (28).

En onemli gorevi sivi elektrolit dengesini saglamak olan bobregin bu islevi
nefronlar tarafindan yapilir. Kalp debisinin yaklagik %22’si bobreklere giderken, bu
dakikada yaklagik 1100 ml kanin bobreklerden gecip glomeriiler filtrasyona ugradigini
gostermektedir. Interlobiiler arterlerden ¢ikan afferent arterioller, bowman kapsiilii
igerisinde glomertiler kapillerleri olusturarak kanin filtrasyonunu saglarlar. Afferent
arterioliin distali, yani bowman kapsiiliinii terk eden kismi efferent arteriol olarak
isimlendirilir. Efferent arterioller, tiibiillerin ¢evresinde idrar akimina zit sekilde akip
hidrostatik basincin diizenlenmesinde rol oynayan peritiibiiler kapillerleri olustururlar.
Hidrostatik basing glomertiler kapillerlerde yiiksek olup (yaklasik 60 mmHg) sivinin
hizlica filtrasyonunu saglarken, peritiibiiler kapillerlerde diisiik seyrederek tiibiiler

reabsorpsiyonu saglamaktadir. Glomeriiler kapillerlerden filtre olan sivi bowman



kapsiiliine, ordan da proksimal tiibiile geger. Bu filtre olan sivida kandaki proteinler

bulunmamakta olup gerisi plazma s1visi ile ayni igerige ve konsantrasyona sahiptir (29).

Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR), bir dakikada bobreklerden siiziilen plazma
miktar1 olarak tanimlanmakta olup birimi ml/dk ‘dir. Erigkin bir insanda GFR yaklasik
olarak 125 ml/dk olup bu da giinde 180 litre kanin bobreklerden siiziildiigi anlamina
gelmektedir. Giinliik idrar miktarinin eriskinde yaklasik 1-1.5 litre oldugu dikkate alinirsa
stiziilen plazmanin %99’unun geri emildigi, %1’inin idrar olarak atildig1 goriilmektedir
(28). Idrar olusumu glomeriiler filtrasyon bariyerinde baslar. Glomeriiler filtrasyon
bariyeri ii¢ tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar; fenestra endotel, glomeriiler bazal
membran ve epitel hiicreleri (podositler). Bu bariyer proteinlerin, albiimin ve negatif
yikli makro molekiillerin idrara gegisini engellemektedir. Ultrafiltratin glomeriil
kapillerlerinden bowman bosluguna ge¢mesini saglayan gii¢, glomeriiler kapillerdeki
hidrostatik basinca karsi bowman boslugundaki hidrostatik basing ile glomertiler kapiller
osmotik basing toplammin arasindaki fark belirler. Bowman boglugundaki osmotik

basing ihmal edilebilir diizeydedir (30).
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Sekil-3. Renal korpiiskiil ve glomeriiler filtrasyon bariyeri (31).



Bowman bosluguna gecen glomeriiler filtrat, renal korpiiskiiliin idrar kutbunda
bulunan proksimal tiibiillere geger. Proksimal tiibiil, kivrimli tiibiil ve diiz tiibiil olmak
tizere iki kisimdir. Proksimal tiibiilde, filtrattaki suyun 2/3’i geri emilir. Ayrica
filtrasyona ugramis sodyum, potasyum, klor, bikarbonat, fosfat ve glikozun 6nemli bir
kismi1 da burada geri emilmektedir. Proksimal tiibiillerin bir diger onemli gorevi ise
filtrasyona ugramig diisilk molekiil agirlikli proteinlerin, vitaminlerin, hormonlarin ve

diger kii¢iik metabolitlerin geri emilimini saglamaktir (32).

Henle kulpu, ince inen kollar1 ile proksimal tiibiil, kalin ¢ikan kollar1 ile de distal
tiibiil arasinda baglanti kurmaktadir (33). Henle inen ince kolu sadece suya gegirgen olup,
ultrafiltratin burada konsantre olmasin1 saglar. Inen ince koldan suyun geri emilimi pasif
transportla olup, etrafinin hipertonik olmasi suyun geri emilimini saglar. inen ince kolun
etrafinda yiiksek iire konsantrasyonunun olmasi, hipertonik olmasma katkida
bulunmaktadir. Yine henle ¢ikan kalin kolu sodyum, potasyum ve klor reabsorbsiyonu ile
henle ¢evresinde hipertonik ortam olugmasi i¢in dnemli bir gorev iistlenmektedir. Vasa
rectalarin da ters akimai ile igerigininin osmolaritesinin henleden yiiksek olmasi bir diger
etken olarak goriilmektedir (34). Jukstamediiller nefronlarda, henle kulbunda ince ¢ikan
kollar bulunmakta olup, bunlar kalin ¢ikan kollar ile devam eder. Kortikal nefronlarda ise
ince inen kollar, direk kalin ¢ikan kollar ile devam eder. Kalin ¢ikan kolda bulunan Na-
K- 2Cl kotransport pompast sayesinde, bu elektrolitler reabsorbe edilir. Ayrica kalsiyum,
magnezyum ve bikarbonat emilimi ile amonyum atiliminda 6nemli rol oynamaktadir.
Inen ince kolda ultrafiltrat osmolaritesi giderek artarken, ¢ikan kalin kolda bu osmolarite

giderek diiger (35).

Distal tiibiil nefronun son kismidir. Distal tiibiil, makula densa kismu ile toplayici
tiibiiller arasindaki nefron segmentidir. Distal tiibiil, sodyum ve klor reabsorbsiyonuna,
ve potasyum sekresyonuna onemli derecede katki saglar. Ayrica kalsiyum, magnezyum
dengesi ile asit sekresyonunda 6nemli rol oynar (36). Distal tiibiildeki Na-K-ATPaz
pompasi, aldosteron hormonu ile diizenlenmektedir. Bu pompa sayesinde sodyum ve su
emilimi olurken, potasyum ve asit (hidrojen) sekresyonu meydana gelir. K-H-ATPaz

pompast distal tiibiilde potasyum geri emilimi ve hidrojen atiliminda 6énemli rol oynar

(37).

10



Ultrafiltratin renal korpiiskiilden baslayip proksimal tiibiil, henle kulbu ve distal
tiibiille devam eden yolculugu toplayict tiibiillere gelince artik idrar adini alir. Toplayici
tiibiiller idrar konsantrasyonunda &nemli rol oynar. Ure geri emilimini saglayarak henle
kulbu ¢evresinde hipertonik ortam olusmasina katki saglar (38). Ayrica toplayici
tiiblillerde antiditiretik hormon (ADH) etkisiyle su geri emilimi saglanir. ADH su geri
emilimini aquaporin-2 sentezini arttirarak yapar (39). Toplayici tiibiiller; kortikal
toplayici tiibiiller, dis mediiller toplayici tiibiiller ve i¢ mediiller toplayici tiibiiller olmak
izere li¢ ana bolimden olusur. Toplayici tiibiiller daha sonra idrari1 bosaltmak igin

papillaya agilirlar (38).

Jukstaglomeriiler aparat, GFR’nin viicut kan basincindan etkilenmeden sabit
kalmasin1 saglayan otoregiilasyon kompleksidir. Bu kompleks afferent ve efferent
arteriollerin duvarinda bulunan 6zellesmis jukstaglomeriiler hiicreler ile distal tiibiildeki
makula densa hiicrelerinin temasiyla olusmaktadir. Makula densa, distal tiibiile ulagsan
filtrattaki sodyum ve klor konsantrasyonundaki azalmaya kars1 harekete geger. Afferent
arteriolde direnci diistirerek GFR’nin normale dénmesine yardimei olur. Ayrica afferent
ve efferent arteriollerde bulunan jukstaglomeriiler hiicrelerdeki renin depolarindan renin
salgilatir. Renin, bir takim asamalardan sonra anjiotensin-2 olusumunu, anjiotensin-2 ise
efferent arteriolde vazokonstriikksiyonu saglar. Vazokonstriiksiyon ile glomertillerde artan

hidrostatik basing GFR’yi normal aralikta tutar (29).
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Sekil-4. Jukstaglomeriiler aparat (29).

2.4. BOBREK FONKSiYONLARI

Bobregin fonksiyonlar1 su sekilde siralanabilir:

1) Metabolik yikim iiriinlerinin uzaklastiriimasi (Ure, kreatinin, {irik asit,
biliriibin)

2) Vicuttaki yabanct kimyasal maddelerin, ilaglarin, toksinlerin
detoksifikasyonu ve atilimi

3) Su ve elektrolit dengesinin ayarlanmasi (Sodyum, potasyum, bikarbonat,
kalsiyum, magnezyum,fosfor dengesi gibi)

4) Arteryel kan basmcinin diizenlenmesi (Su ve sodyum dengesini
saglayarak uzun stireli arter basincini diizenler. Ayrica salgiladigi renin ve

vazoaktif faktorler ile kisa siireli arter basincinda da etkili rol oynar)
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5) Asit — baz dengesinin diizenlenmesi (Viicuttan asit atilimi ve viicut
stvisinin tamponlanmasi)

6) Hormon iiretimi ve metabolizmasi (Eritropoetin salgilayarak hemopoetik
hiicrelerden eritrosit yapimmini uyarir, 1,25-dihidroksikolekalsiferol
iiretimi ile viicuttaki kalsiyum ve fosfati diizenler)

7) Glukoneogenez (Uzun siireli aglikta glikoz sentezi) (26, 29).

2.5. ISKEMIi/REPERFUZYON

2.5.1. iskemi

Iskemi; doku ve organlara gelen kan akimmin kesilmesi sonucu ortaya cikan
durumdur. Reperfiizyon ise doku ve organlarda kan akimmin tekrar saglanmasidir. I/R
siklikla hipovolemik durumlar, septik sok, parsiyel nefrektomi gibi cerrahi durumlar ve
transplantasyon sonras1 meydana gelmektedir. Dokunun hipoksik kalmasi sonucu hasar
meydana gelmesi istenmeyen bir durum olmakla birlikte; reperfiizyon sonrasi paradoksal
olarak doku hasar1 daha da artabilmektedir (40, 41).

Iskemi sonras1 dokulardaki hiicrelere kan akimi ile giden oksijen miktarmin
azalmasi, hiicrelerde ATP {iretiminin azalmasmma bu da hiicresel fonksiyonlarin
bozulmasina sebep olur. Azalmig ATP hiicrede kalsiyum ve sodyum birikmesine sebep
olur. Ozellikle kalsiyum birikimi hiicrede sitotoksik etki olusturur. Oksijenin, dolayistyla
da ATP’nin tilkenmesi sonucunda asidoz meydana gelir (42). Kan akiminimn durmast ile
doku beslenmesinin bozulmasinin yani sira, hiicrelerde atilimi saglanamayan toksik
maddelerin birikimi nedeniyle apoptozise kadar giden siire¢ meydana gelebilmektedir.

Iskemi siiresinin uzamasi halinde doku ve organ kaybi gelisebilmektedir (40).
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2.5.1.1. Geri Doniisiimlii Hasar

Hipoksinin hiicrede ilk etkiledigi fonksiyon, mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon yani aerobik solunumdur. Hiicrenin enerji birim ATP’nin azalmasi
hiicredeki bir¢ok sistemin bozulmasina sebep olur. ATP bagimli sodyum pompasinin
aktivitesinin azalmasi ile sodyum hiicre igerisinde birikirken, potasyum hiicre disinda
kalir. Hiicre igerisindeki sodyum artis1 suyun hiicre igerisinde artmasina, bu da hiicresel
o6deme sebep olur. Hiicre i¢i artan metabolitlerin birikimi ile hiicre i¢i ozmotik yiik daha
da artar. Iskeminin ilk dakikalarinda artan glikoliz ile laktik asit, sitrat ve inorganik
fosfatin birikimi sonucunda hiicrede pH diiser, asidoz meydana gelir. Hipoksinin devam
etmesi ile mitokondrial fonksiyonlar giderek bozulur, membran gecirgenligi daha da
artar. Daha sonra ribozomlar, graniillii endoplazmik retikulumlardan ayrilarak polizom
ve monozomlara parcalanirlar. Bu bozukluklar hipoksinin baslangici asamasinda geri
dontisiimliidiir. Ancak hipoksinin daha da devam etmesi geri doniisiimsiiz hasara neden

olur (43).

2.5.1.2. Geri Doniisiimsiiz Hasar

Hipoksik ortamin devam etmesiyle birlikte mitokondrilerde ciddi diizeyde
vakuolizasyon, plazma membraninda asir1 hasar, lizozomlarda sisme, mitokondri
matriksinde amorf kalsiyumdan zengin yapilarin birikmesi ile karakterize olan geri
doniisiimsiiz hasar ortaya ¢ikmaktadir. Boylelikle asir1 gegirgen membranlarda proteinler,
riboniikleik asitler (RNA), koenzimlerde yapisal bozukluklar meydana gelmektedir.
Lizozom zarmin hasari ile enzimler sitoplazmaya gegmekte ve asidik olan sitoplazmada
lizozomal hidrolazlar aktiflesmektedir. Aktiflesen enzimler niikleer elemanlar1 ve

sitoplazmadaki yapilart sindirime ugratmaktadir (44).

2.5.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon ile dokunun tekrar kanlanmasi, enerji iiretiminin baslamasi ve toksik
metabolitlerin uzaklagtirilmas: saglanir. Bakildiginda reperfiizyonun saglanmast doku
icin faydali bir durum gibi goriinse de, iskeminin olusturdugu hasardan daha fazlasina

neden olur. Bu siire¢ iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak adlandirilmaktadir. Iskemi
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durumunda olusan serbest oksijen radikalleri (SOR), doku kan akiminin tekrar baglamasi
ile cok daha fazla olusur ve bu durum hiicre hasarim arttirir. Iskemiye ugramis olan doku
ve organin yani sira diger organlarda da hasara sebep olabilmektedir. SOR’un yani sira

sitokinler, kemokinler ve 16kositlerin aktivasyonu ile doku hasarini arttirir. (45).

2.6. ISKEMI/REPERFUZYON HASARI VE PATOFIiZYOLOJISI

I/R hasar1 patofizyolojisi ¢ok karmasiktir ve daha tam olarak netlik
kazanmamustir. Notrofillerin aktivasyonu, SOR artisi, adhezyon molekiilleri ve gesitli
sitokinlerin de dahil oldugu inflamatuar mediatorlerin salindig1r patolojik yollar s6z
konusudur. Iskemi sirasinda artan SOR miktari, reperfiizyon sirasinda hiicre igine oksijen
giriginin hizlanmasi ile daha da artar. Artan SOR, hiicre membranindaki lipitlere, protein
ve niikleik asitlere ciddi derecede zarar verir. Lipit peroksidasyonu ve fosfolipaz

aktivasyonu ile hiicre membraninin biitiinliigiiniin kaybolmasina yol agar (42).

Reperfiizyon ile kan akiminin tekrar baglamast ile, iskemik dokuya gelip yerlesen
polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) sayisinda artis meydana gelir. SOR’un saliniminda
onemli rol oynayan PMNL’ler, mikrovaskiiler okliizyon, sitotoksik enzim salinimi,
vaskiiler permeabilite artis1 ve sitokin salinimi gibi mekanizmalar ile I/R hasarindan

sorumlu tutulmaktadir (46).

Reperfiizyon sonrasi mitokondriyal hasar ve elektrolit dengesizligi ii¢ ana sistem ile

oksidatif strese neden olur:

1- NADPH oksidaz sistemi
2- Nitrik oksit sentaz sistemi
3- Kasantin oksidaz sistemi (47).

Notrofillerin membranlarinda yer alan NADPH bagimli oksidaz sistemi, SOR
olusumunda en 6nemli kaynaklardan biridir. Reperfiizyonun baglamasi ile dokuya gelen
oksijenin ¢ogu kismi NADPH bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina, siiperoksit
iyonlar1 hidrojen peroksite, hidrojen peroksit ise klor varliginda miyeloperoksidaz enzimi

vasitastyla giiclii bir oksidan olan hipoklorik aside indirgenir (48).
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Nitrik oksit, antioksidan ve antiinflamatuar 6zelligi ile I/R hasarinda koruyucu bir rol
oynar. NOS’un, bilinen ¢ tiirii (endotelyal NOS, ndéronal NOS, indiiklenebilir NOS)
bulunmaktadir. Tiim NOS tiirleri L-arginin’den NO iiretir (47). Endotel hiicreleri
endotelin ve nitrik oksit iiretiminden sorumludur. I/R hasarinda endotelin/NO dengesi
endotelin lehine bozulur. I/R hasarinda etkilenen endotel hiicreleri NO saliniminda

azalmaya yol acar, bu da I/R hasarini arttiric1 etkiye sahiptir (49).

Iskemi sonucunda ATP ve ADP, AMP’ye indirgenir ve hiicre igerisinde AMP artist
izlenir. AMP’den ayrilan adenozin; inozin ve hipoksantine donistiiriiliir. Hipoksi
durumunda hipoksantin daha fazla metabolize edilmemekte ve dokuda birikmeye
baslamaktadir. Reperfiizyon baslamasi ile ksantin oksidaz aktivitesi artar ve hipoksantin;
ksantin ile trik asite donisiir. Reperflizyon esnasinda dokuya gelen oksijenden, bu

reaksiyonlar esnasinda siiperoksit ve hidrojen peroksit olusur (50).

I/R kompleman sistemini aktive etmesiyle proinflamatuar komponentler, 16kositleri
aktive ederken ayn1 zamanda TNF-a, IL-1 ve IL-6 salinimini uyararak inflamatuar siireci
giiclendirirler (51). I/R, inflamatuar mediatorlerin salinimi ile nétrofil aktivasyonuna,
16kosit ve adezyon molekiil iiretimine neden olur. inflamatuar cevap ile doku hasari
giderek artmaktadir (52). Notrofil aktivasyonu ile yiiksek miktarda SOR {iretimi,
sitotoksik enzim salinimi, mikrovaskiiler okliizyon, vaskiiler permeabilite artig1 ve sitokin

salimimi izlenmektedir (46).

2.7. BOBREK iSKEMi/REPERFUZYON HASARI

Bobrek iskemi/reperfiizyon hasari, her yil milyonlarca hastay1 etkileyen akut bobrek
yetmezliginin 6nde gelen bir nedenidir. Bobrekte iskemi olusmasinda asil etken, bobrek
kan akimindaki belirgin azalmadir. Renal transplantasyon, bobrek cerrahisi, sepsis, renal
arter emboli veya trombozu, aort cerrahisi ve kardiyopulmoner cerrahi bdbrek I/R

hasarmin en sik sebepleri olarak gosterilmektedir (53).

Bobrek dokusunda, oksijen basinci korteksten medullaya dogru gittikge azalmaktadir.
Bobrek dokusundaki bu kanlanmada herhangi bir degisiklik, I/R hasarinin baslangic ve

gelisim evresinde 6nemli yer tutar (54).
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Renal iskemin uzun siirmesi, hiicresel biitiinliigiin bozulmasi ve toksik metabolitlerin
birikimi ile devam eden siiregte, hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Hiicresel biitiinliiglin
korunmasi ve metabolitlerin temizlenmesi i¢in reperfiizyon gereklidir. Ancak paradoksal
bir sekilde reperfiizyon sirasinda gelisen bir takim olaylar hiicre ve doku hasarini

derinlestirmektedir (40).

Renal iskemiye en duyarli olan yapilarin proksimal tiibiil ve henle kulpunun ¢ikan
kalin kolu oldugu bilinmektedir. iskemide, ATP’nin azalmasi ile proksimal tiibiilde Na-
K-ATPaz pompasinin islevi azalir. Bu durum da hiicrede Na iyon konsantrasyonunun
artigina ve hiicre i¢i su birikimi ile hiicrenin sismesine ve hiicre 6liimiine neden olur (55).
Endotel hasari, renal iskemi de 6nemli yer tutar. Renal iskemi sirasinda ve sonrasinda
endotelyal fonksiyonun bozulmasi; renal perflizyonun bozulmasina, renal hipoksiye,

epitel hiicre hasarina ve GFR’de azalmaya sebep olur (56).

Bobregin I/R hasarindan sorumlu olan mekanizmalar; reperfiizyon ile SOR’un
artmasi, iskemi sonrasinda bdbrek dokusuna inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu,
fosfolipaz ve proteaz aktivasyonunda bozulma ve hiicresel pH’da bozulmadir. Renal
[/R’nin, peritiibiiler kapillerlerde kalic1 hasara, tiibiilointertisyel fibrozise, mikrovaskiiler

tikanikliga ve tiibiiler epitelde hasara yol agtig1 bilinmektedir (55, 57).

SOR, I/R hasarinda hedef hiicrelerde direkt etki ile hiicresel hasara yol agmaktadir.
Ayrica SOR’a bagli olarak akut tiibliler nekroz olusabilmekte ve bu da ABY

patogenezinde 6nemli yer tutmaktadir (58).

Iskemide bobrek perfiizyonunun bozulmasi ve GFR’nin azalmasinin ana nedenleri;
bobrege gelen kan akiminin diigiisiine bagh olarak glomeriillerde filtrasyon basincinin
azalmasi, tiibiil epitel hiicrelerinin liimene dokiilmeleri sonucunda olusan birikimin
obstriiksiyona yol agarak tiibiiler ultrafiltratin engellenmesi ve glomeriiler ultrafiltratin

geriye kagmasidir (55).

Bobrekteki I/R hasarinin olusmasinda oksidatif stres énemli bir yer tutmaktadir.
Stiperoksit ve hidroksil benzeri serbest oksijen radikallerinin olusmasi ve antioksidan

mekanizmada yetersizlik, oksidatif strese neden olmaktadir (58).
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2.8. OKSIDATIF STRES VE SERBEST RADIKALLER

Oksidatif stres, prooksidan molekiillerin, 6zellikle serbest oksijen radikalleri ve
reaktif nitrojen tiirlerinin antioksidanlarin savunma mekanizmasindaki yetersizligine
kars1 prooksidan-antioksidan arasindaki dengenin antioksidan aleyhine bozulmasidir
(59). Ileri yasla birlikte organizmada meydana gelen ¢ogu kronik hastalikla oksidatif stres
dogrudan iligkilidir. Bu baglamda prooksidan-antioksidan dengesinin saglikli bir yasam

stirdirmede 6nemi oldukga biiyiiktiir (60).

Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirevleri (RNT) viicut igin
istenilmeyen seviyelere ulastiginda, niikleik asitler, karbonhidratlar, lipitler ve proteinler
ile reaksiyona girip kalict hasar birakmaktadirlar (61). Dis yoriingesinde
ciftlenmemis/eslenmemis elektron bulunan molekiillere veya atomlara serbest radikal
denilmektedir. Serbest radikaller, etrafindaki molekiillerden elektron almaya galisip bir
an Once kararli hale ulagsma egilimindedirler (62). Olusan serbest radikallerin ¢ok biiyiik
kism1 oksijen kaynaklidir. Olusan bu serbest oksijen radikallerinin biiyiik bir kismu,
mitokondrideki reaksiyonlarin yan {iriiniidiir. Viicutta metabolizma sirasinda serbest

radikaller olustugu gibi radyasyona maruziyet, ilaglar ve zararli kimyasallarla da

olusabilmektedir (63).
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Tablo-1: Reaktif oksijen bilesikleri

Radikaller Radikal olmayanlar

Hidroksil (OH") Hidrojen peroksit (H202)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (*O2)
Peroksil (ROO") Ozon (O3)

Superoksit (O2) Hipoklorik asit (HOCI)
Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO2) Peroksinitrit (ONOO")

Oksidatif stresin ii¢ ana bileseni hasardan sorumlu tutulmaktadir;

1- SOR’larin, ozellikle hidrojen peroksit (H202) gibi radikal olmayan
oksidanlarin, dolayli yoldan hiicre sinyalizasyonunda islev bozuklugu ve
degisiklik olusturmasi

2- Hiicresel regiilasyonda gorevli proteinlerin kovalent, oksidatif veya nitrozatif
modifikasyonu yoluyla hiicresel sinyallesmenin iizerinde modiilator etki
olusturmasi ve

3- SOR ve RNT'lerin; DNA, proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi hiicresel

molekiillere dogrudan zarar vermesi (40).

2.8.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Birden fazla serbest radikal ¢esidi olmasinin yan1 sira en 6nemli ve organizmada
en ¢ok bulunan serbest radikaller, serbest oksijen radikalleridir. Reaktif 6zelligi bulunan
bu molekiillerin ayn1 zamanda organizma i¢in gerekliligi de kanitlanmistir. Hiicre iletim

sisteminde, fagositoz ve bazi biyokimyasal reaksiyonlarda rol alirlar (64, 65).

Iskemi/reperfiizyon hasarinda, dzellikle reperfiizyon sirasinda artan SOR’lar,
dokulara saldirma yoluyla hasar boyutunda ciddi artisa sebep olmaktadirlar. Bunun
disinda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif bozukluk ve hastaliklar,
ateroskleroz, diyabet, bobrek ve karaciger hastaliklarinda serbest oksijen radikallerinin

rol aldig1 kanitlanmistir (50, 63).
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Stiperoksit radikali (O27), hidroksil radikali (OH") serbest oksijen radikallerine
verilecek ornekler olmalarinin yani sira hidrojen peroksit (H202) gibi radikal olmayan
ancak serbest radikal olusturma potansiyele sahip olan oksijen tiirevi reaktif molekiiller

de mevcuttur (63).

2.8.1.1. Siiperoksit Radikali (0?)

Molekiiler oksijene bir elektron eklenmesi sonucu olusan indirgenmis molekiil
stiperoksit olarak adlandirilir. En ¢ok mitokondride aerobik metabolizma sirasinda iiretilir
(66). O2", mitokondriyal elektron transfer zincirinde NADH’1n, NAD*’a okside olmasi ile
tiretildigi gibi birgok oksidaz tarafindan da tiretilebilmektedir (67).

O+ ——» O7

Oz birgok fizyolojik ve patofizyolojik mekanizmalarda yer alir (67).
Fagositozdan sorumlu makrofaj benzeri hiicrelerde, fagositoza katkida bulunur. Vaskiiler
fonksiyonlarin regiilasyonuna yarimei olur. Siiperoksitin kendisi pek zararli bir molekiil
olmamasina karsin, hidrojen peroksit (H202) onciisii ve bazi iyonlarin indirgeyicisi

olmasi onu sekonder olarak zararli bir molekiil haline getirmektedir (68).

Siiperoksit radikallerinin yart 6mri kisa olup siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
ile katalizlenen dismutasyon reaksiyonuna girerler. Bu reaksiyonla hidrojen peroksit ve

oksijen meydana gelir (65).

20, + 2H*—L . H,0, + O

2.8.1.2. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil, bilinen en potent serbest radikaldir. Hiicre i¢in en zararli oksijen
radikallerindendir. Hidrojen peroksitin (H.0,), Fe*? veya Cu* ile reaksiyonu sonucunda
hidroksil radikali meydana gelmektedir. Bu reaksiyon, Fenton reaksiyonu olarak
bilinmektedir. Ayrica radyasyona maruz kalan dokularda da OH™ radikali
olusabilmektedir. H2O2’nin zararl etkisinin temelinde, olusturdugu OH" radikali oldugu

diistiniilmektedir (69).
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Fe2+H,0, — >  Fe™+20H
Cu* +H0; ———» Cu*2 + 20H

OH; amino asitler, niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler, proteinler ve
sekerler olmak iizere ¢ogu hiicresel elemanlar ile reaksiyona girebilmektedir. OH"
radikalinin bilinen en onemli hasar ise lipid peroksidasyonudur. Ozellikle membran
fosfolipidlerinin doymamis yag asitlerine saldirmasi ile membran fonksiyonlarinda

bozulmaya sebep olur (50).

2.8.1.3. Hidrojen Peroksit (H20,)

Bir molekiile serbest radikal demek igin iyon yiiklii olmas1 gerekir. Oysa H20>
iyon yikli degildir ancak dretildigi yerde kalan siliperoksit radikalinin aksine
membranlari kolay sekilde asip sitozole diffiize olmasi ve bazi gecis metalleri varliginda
iriinii olan OH" radikalini olusturmasi onu 6nemli bir reaktif oksijen tiirevi (ROT) haline

getirmektedir (68, 69).

H20:, siiperoksit molekiiliinden kendiliginden olusabilecegi gibi, dismutasyon

reaksiyonu ile SOD enzimi katalizorliigiinde de olusabilmektedir (70).

2.8.1.4. Singlet Oksijen (*02)

Ciftlenmemis elektronu bulunmadigindan dolay1, ayn1 H20> gibi serbest radikal
degildir. Sekonder olarak serbest radikal olusumuna neden oldugundan biyolojik

sistemlerde 6nemli bir reaktif oksijen tiirevidir (71).

2.8.1.5. Hipoklorik Asit (HOCI)

HOCI, ozellikle notrofillerde miyeloperoksidaz (MPO) enzimi araciliiyla, klor

ile H2O2’den meydana gelir.

H202 + CI" + H* — HOCI + H20
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Hipoklorik asit de ayni sekilde serbest radikal olmayip reaktif oksijen tiirevleri
arasinda yer almaktadir. Bakterilerin, fagostik hiicreler tarafindan yok edilmesinde rol
oynar. Organizmada bakterisit sisteminin en 6nemli par¢alarindan biridir. Bir¢ok molekiil
ile reaksiyona girebilmesinin yani sira ana hedefinin proteinler oldugu diistiniilmektedir
(72, 73).

2.8.2. Serbest Radikallerinin Viicuttaki Etkileri
2.8.2.1.Lipidlere etkileri

Serbest radikaller viicutta bulunup belirli gérevlerde rol alirlar, ancak belirli bir
seviyeyi gectiginde, savunma mekanizmalarinin kars1 koyamadigi artis miktarlarinda,
hiicre ve dokularda zararli degisiklere neden olurlar (74, 75). Degisikliklerden en gok
zarar goren lipidlerdir (76).

Serbest radikaller en Onemli etkisini lipid peroksidasyonu {izerinden
gostermektedir. Hiicre membraninda bulunan doymamis yag asitleri ve kolesterol ile
reaksiyona giren serbest radikaller, hiicre membrani i¢in yikici etkilere neden olabilen

lipid peroksidasyonunu baslatirlar (77).

Lipid peroksidasyonu ile hiicre membraninin akiskanligi ve biitiinliigli zarar
goriir. Hiicre membranindaki transport sistemi etkilenir. Hiicre i¢i kalsiyum miktari artar,
proteazlar aktiflesir. Lizozomal membranlarda olusan hasarda, lizozomal enzimlerin
salmimu ile hiicre i¢i sindirim meydana gelir. Lipit peroksidasyonunun son iriinii olan
aldehitler de hiicre i¢in zararh etkilere sahiptirler (78, 79). Lipid peroksidasyonunun son
tiriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA), oksidatif stresin bir biyolojik belirteci
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (80).

2.8.2.2. Proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikaller tarafindan oksidatif olarak ii¢ sekilde modifiye
edilebilir (81):

1- Bazi amino asitlerin oksidatif modifikasyonu,

2- Serbest radikal aracili peptit boliinmesi ve
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3- Lipid peroksidasyon iiriinleri ile reaksiyona bagli olarak protein ¢apraz

bag olusumu.

Protein iirlinlerine oksidatif hasar; enzimlerin, reseptorlerin ve membranlarin
taginma aktivitesini bozabilir. Hem geri doniisiimsliz hem de geri doniisiimlii protein
oksidatif modifikasyonlar1 olabilir. Oksidatif olarak zarara ugramis protein irlinleri,
birgok hiicresel aktiviteye hasar verebilecek reaktif gruplar igerebilir. Proteinlerin
oksidasyonu, yaslanmaya yol acan sinyal iletim mekanizmasinin, enzim aktivitesinin, 1s1

stabilitesinin ve proteoliz duyarliliginin degisimini etkiler (81, 82).

Proteinlere ve kiikiirt iceren enzimlere verilen hasar, denatiirasyon, inaktivasyon
ve capraz baglanma ile sonuglanabilir. Oksidatif olarak modifiye edilmis proteinler,
normal olarak hiicreler i¢inde taninmasina ve parcalanmasina ragmen, bazilar1 zamanla

kademeli olarak birikebilir ve hiicresel islev bozukluguna yol agabilir (83).

2.8.2.3. Niikleik Asitlere Etkileri

Serbest radikaller; kromozomal degisiklikler, DNA zincir kirilmalari, piirin ve
primidin bazlarinda parcalanma gibi sonuglara sebep olacak sekilde niikleik asitlere etki
ederler. DNA igerisinde bulunan deoksiribozlarda ve bazlarda kirilmalar meydana gelir.

Biitiin bunlarin sonucunda hiicresel hasar olusur (40, 84).

Serbest radikaller, DNA hasar1 sonrasi aktive olan polimeraz enzimi ile

reaksiyona girerek DNA’nin onarimina engel olurlar (85).

OH" radikali, bazlarla ve DNA ile kolayca reaksiyona girerek hasara ve
mutasyonlara yol agabilir. H202 ise membranlardan kolayca gecip, DNA'ya ulasarak

hiicrede disfonksiyona, mutasyona hatta hiicre 6liimiine neden olur (86).

2.8.2.4. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve karbon atomlarinin bir
hidrojen atomunu ¢ikararak serbest radikal {iretirler. Hidrojen peroksit, diger peroksitler
ve oksialdehitler olusur. Bazi molekiillerde zincir kirilmalarina yol agarak, molekiiler

yapilarda fonksiyon kayiplarina neden olurlar. (87, 88).
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2.9. ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikaller viicutta cesitli fizyolojik stirecler ile siirekli bigimde
olusturulurlar. Bu radikallerin, viicutta o6nemli gorevleri bulunmakla birlikte,
organizmadaki savunma sistemlerinin varligi adeta bir tampon gorevi gorerek serbest
radikallerin zararli etkileri ortaya ¢ikmadan engellenmektedir. Bu savunma sisteminin,
serbest radikallerin viicut i¢in faydali olan islevlerini engellemeden bir denge saglamasi
yasam i¢in kaginilmazdir. Denge saglanamadigi zaman serbest radikaller, doku ve

organlar i¢in hasar diizeyi degisen bozukluklar meydana getirebilmektedirler (89).

Organizma, serbest radikallerin zararli diizeylere ¢ikmalarin1 engellemek ve
hiicreleri zararli etkilerine kars1 korumak igin yiiksek seviyede koruyucu antioksidan
sistemlerle donatilmistir (83). Antioksidan savunma mekanizmasi, serbest radikal
olusumunu onleyici, serbest radikal siipiiriicii ve serbest radikal kaynakli hasar onarimi

olarak etki gosterebilir (90).

Antioksidanlar endojen ve eksojen olarak smiflandirilabilir. Viicudun kendi
sentezledigi  antioksidanlara endojen antioksidanlar, disaridan hazir alinan
antioksidanlara ise eksojen antioksidanlar denilmektedir. Endojen antioksidanlar,
enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak tizere farkli tipte bilesenler igerir. Enzimatik
antioksidanlar; stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferazdir (GST) (91).

Non-enzimatik antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), koenzim Q10, iirik asit,
selenyum, transferrin, melatonin, a-lipoik asit, bilirubin , seruloplazmin gibi ¢ok sayida
molekiil bulunmaktadir. Eksojen antioksidanlar ise C vitamini (askorbik asit), E vitamini
(a-tokoferol), A vitamini (retinil palmitat), N-asetil sistein, karotenoidler, polifenollerdir
(90, 92).
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Tablo-2: Endojen Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Non-enzimatik Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH)
Katalaz (CAT) Koenzim Q10
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Selenyum
Glutatyon-S-transferazdir (GST) Transferrin
Melatonin
a-lipoik asit
Bilirubin
Albiimin

Seruloplazmin

Tablo-3: Eksojen Antioksidanlar

Eksojen Antioksidanlar

C vitamini (askorbik asit)
E vitamini (a-tokoferol)
A vitamini (retinil palmitat)
Folik asit
N-asetil sistein
Karotenoidler

Polifenoller
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2.9.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Viicuttaki en etkili antioksidan enzimlerden biri olan SOD, canli hiicrelerde ROS'a

kars1 birinci basamak savunma sistemi olarak kabul edilen bir endojen antioksidan
enzimdir (83).

Dismutasyon reaksiyonu ile potansiyel olarak tehlikeli olan siiperoksit radikalini

daha az tehlikeli olan hidrojen peroksite doniistiiriir. Hidrojen peroksit ise diger enzimler
(CAT veya GPx) ile uzaklastirilabilir(90).

207 +2H" —2 3 H,0,+ 0;

SOD bir metalloenzimdir ve bundan dolay1 aktivitesi i¢in bir metal kofaktor

gereklidir. Insanda SOD’un iki formu tanimlanmistir:

1- Sitozolik bakir-ginko siiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD)
2- Mitokondriyal manganez siiperoksit dismutaz (Mn SOD) (90).

2.9.2. Katalaz (CAT)

Oksijen kullanan hemen hemen tiim canli dokularda yaygin bulunan endojen
antioksidan enzimdir. Esas olarak peroksizomlarda bulunan ve yapisinda tetramerik

porfirin igeren bir enzimdir (83).
2H0, K@, 9H,0+ 0,

Katalaz, kofaktor olarak demir veya manganez kullanir. H2O2’nin suya ve
molekiiler oksijene indirgenmesini katalize eder. SOD tarafindan baglatilan
detoksifikasyon siirecini tamamlar. Saniyeler igerisinde milyonlarca H20.’yi

pargalayabilmektedir (83, 93).

2.9.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz (GPx), hidrojen peroksitleri suya parcalayan onemli
bir sitozolik enzimdir. Ayni1 zamanda lipid peroksitlerin (LOOH), su veya alkole
indirgenmesini katalize eder. Enzim, lipid peroksidasyon siirecini inhibe ederek 6nemli

bir rol oynar ve bu inhibisyonla hiicreleri oksidatif stresten korur (83, 90).
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Cogu zaman aktivitesi selenyum kofaktoriine baglidir. Bu nedenle GPx’e
selenosistein peroksidaz da denilmektedir. Selenyum kofaktorii olmadan da islev
gormekte olan enzimin, selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz olmak tizere iki farkli
tiri vardir. Selenyum bagimli olan tirii hem H>O, hem de lipid peroksitlerin
metabolizmasinda bulunurken, selenyum bagimli olmayan tiirii sadece lipid peroksitleri

metabolize etmektedir (83, 94).
H,O,+2GSH  —S& _»  GSSG + 2H,0
LOOH +2GSH —S5® 5 ROH + GSSG + H,0

Bu reaksiyonlarda glutatyon (GSH) hidrojen vericisi olarak gorev alir. Reaksiyon
sonrast GSH, okside glutatyon (GSSG) haline doniisse de, glutatyon rediiktaz enzimi ile
GSSG, GSH’ye indirgenerek geri kazanilmaktadir (83).

2.9.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, nikotinamit adenin dintikleotit fosfat1 (NADPH) kullanarak
oksitlenmis glutatyonu (GSSG) yeniden GSH’ye doniistiirii. NADPH oksidatif strese
bagli hasari engellemek i¢in gereklidir (95).

2.9.5. Glutatyon (GSH)

GSH, glutamat, sistein ve glisinden sitozolde 2 asamali reaksiyon yoluyla
sentezlenen, ¢ok sayida siilfidril gruplari igeren bir tripeptittir. Sitozoldeki en 6nemli
antioksidan molekiildiir. GSH; hidrojen peroksit, lipid peroksit, hidroksil gibi SOR ve
diger serbest radikallerin gii¢lii bir siiptiriiciisiidiir. Ayrica bazi enzimatik reaksiyonlar

icin kofaktordiir (83, 96).

GSH, yapisindaki sistein varligindan dolay1 proteinlerin disiilfid baglarmin
diizenlenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir. C ve E vitaminini aktif formlarina indirgeme

yetenegine sahiptir (83, 96).
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2.9.6. Koenzim Q10

Reaktif molekiillerin ana temizleyicisi olarak hareket eden koenzim Q10, biitiin
hiicre zarlarinda dogal olarak bulunmaktadir. Hiicre i¢i bir antioksidan olarak koenzim
Q10, membran fosfolipidlerini, mitokondriyal membran proteinini ve diisiik yogunluklu
lipoprotein-kolesterolii serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasara karsi korur
(83).

2.9.7. Selenyum

Hem insan hem de hayvan metabolizmasinda antioksidan ve antikanser 6zellikler
sergileyen temel bir mikro besindir. Mitokondri, plazma zar1t ve DNA'y1 SOR kaynakli
oksidatif hasara kars1 korumaya yardimci olur. Glutatyon peroksidaz dahil olmak iizere
cesitli antioksidan enzimlerin aktif bdlgesini olusturur. Sarimsak, sogan, tahillar,

kuruyemisler, deniz iiriinleri, karaciger ve kirmizi ette bulunman eser minerallerdendir

(83, 97).

2.9.8. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), agirlikli olarak epifiz bezi tarafindan
sentezlenen triptofandan tiiretilen bir nérohormondur. Sirkadiyen diizende salinimi

gerceklesirken, en ¢ok gece salgilanir (98).

Melatoninin, hiicre zarlarini lipid peroksidasyonuna karsi korudugu ve serbest
radikal temizlemede etkili oldugu gosterilmistir. SOD, GPx, GR ve CAT gibi ¢esitli
enzimatik antioksidanlari uyardig1 goriilmiistiir. GSH sentezinde hiz siirlayici enzimi
uyarabilir ve boylece hiicre i¢i GSH miktarini artirabilir. Bu gibi yollarla oksidatif stresi

azaltmaya yardimci bir molekiildiir (83, 98).
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2.9.9. a-Lipoik Asit

Neredeyse tim canli tiirlerinde bulunan 6nemli bir dogal tiyol antioksidandir.
Suda ve yagda ¢oziinmesi nedeniyle hem hiicresel membranlarda hem de sitozolde yaygin

olarak bulunan ideal bir antioksidandir (83).

Dihidrolipoik asit, a-lipoik asit’in indirgenmis formu olup daha gii¢li bir
antioksidandir. Hem o-lipoik asit hem de dihidrolipoik asit, C vitamini, E vitamini ve
GSH gibi diger antioksidanlarin yeniden firetilmesinin yani sira serbest radikallerin
temizlemesi ve metal selasyonunda, oksidatif hasar gérmiis proteinlerin onarilmasinda

rol oynarlar (99).

2.9.10. C vitamini

Askorbik asit olarak da adlandirilan C vitamini, taze meyve ve sebzelerde dogal

olarak bulunan suda ¢dziinen gii¢lii bir antioksidandir (97).

C vitamininin indirgenmis formu olan L-askorbik asit, elektron verme giicii
yiiksek ve aktif forma hizli indirgenmesi nedeniyle giiglii bir antioksidandir. Lipid
peroksidayonuna sebep olan serbest radikalleri ortadan kaldirarak lipidleri oksidasyona
karst korur. Hiicre i¢i GSH miktarini arttirarak proteinleri oksidasyona karst korumada

onemli rolii vardir. E vitaminin tekrar olusmasina katkida bulunur (83, 97).

2.9.11. E vitamini

Yiiksek antioksidan etkiye sahip, yagda c¢oziinen bir vitamin olan E vitamini,
dogada sekiz farkli izomerde bulunur, ana lipid fazi zincir kirict antioksidandir.
Kuruyemisler, tahillar, meyveler, yumurtalar, kiimes hayvanlar1 ve kirmiz1 et diyet E

vitamini kaynagidir (97).

a-tokoferol, yiiksek antioksidan potansiyele sahip E vitamininin aktif formudur.
Yagda ¢oziinebilen a-tokoferol, hiicre zarlarimi serbest radikallerin yikict etkilerinden
korur. En Onemli Ozelligi peroksil, ve siiperoksit radikallerini temizleyerek lipid

peroksidasyonuna kars1 korumaktir (83, 97).
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2.9.12. Polifenoller

Fenoller, aromatik halkasina bagli bir veya birden ¢ok OH grubu igeren
antioksidanlardir. Meyve, sebze ve tahillarda yaygin bulunmaktadirlar. Bitkilerin dogal
ikincil metabolitleridir. Hiicre bilesenlerini oksidatif hasara karsi korumaya yardimci

giiclii antioksidanlardir (83, 100).

Dogal antioksidanlardan olan fenoller, serbest radikalleri baglayarak, metallerle
selatlar1 olusturarak ve lipoksijenaz enzimini inhibe ederek etki gosterirler. Polifenoller
sahip olduklar1 fenol halkalarinin sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan elementlere
gore farkli gruplara ayrilirlar. Fenolik asitler, stilbenler, lignandlar ve flavonoidler baslica

polifenoller grubunda yer alirlar (83, 100).

2.9.12.1.Flavonoidler

Cogu bitkide bulunan ve bitkiler tarafindan fenilalanin, tirozin gibi aromatik
amino asitlerden ve malonattan sentezlenen en Onemli fenollerdendir. Meyve ve
sebzelere canli renk ve tat vermekten sorumludurlar. Hiicre dongiisii inhibisyonu, nitrojen
fiksasyonu, ultraviyole filtrasyonu icin gereklidir. Kimyasal yapilarina gore 4000’den
fazla flavonoid tamimlanmistir. Flavanoller, flavanonlar, flavonlar, izoflavonlar,

katesinler, antosiyaninler, proantosiyanidinler olarak siniflandirilmiglardir (83, 97, 101).

Insan saghg {izerindeki etkisi, esas olarak giiglii antioksidan aktivitelerinde
bulunmalaridir. SOR'u temizleme yeteneginin yani sira ayn1 zamanda ya bir dizi enzimi
inhibe ederek ya da serbest radikallerin olusumuna katilan eser elementleri selatlayarak
antioksidan etki gosterirler. Flavonoidlerin baslica dogal kaynaklar1 arasinda
narenciyeler, yesil ¢ay, tiziim (kirmizi sarap), elma, kakao (¢ikolata), ginkgo biloba, soya

fasulyesi, zerdegal, cilek, sogan, brokoli gibi besinler bulunur (97, 102)
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Sekil-5. Flavonoidlerin kimyasal yapisi (100)

2.9.12.1.1. Naringenin (4°,5,7- trihidroksiflavanon)

Reaktif oksijen tilirevlerine karst yiiksek afinite gdsteren naringenin,
flavonoidlerin flavanon grubuna ait gii¢lii bir antioksidandir. ROT’lara karsi olan bu
yiksek afinite, yapisinda bulunan i¢ adet OH grubuna sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Greyfurt, portakal gibi turunggillerde bol miktarda olan naringenin,

antep fistig1, badem, propolis gibi besinlerde de bulunur (103).

Naringeninin; antiinflamatuar, antioksidan, antidiyabetik, hepatoprotektif,
antimutajenik, antikanserojenik, antiaterojenik, antiviral, antiiilser aktiviteleri oldugu
bulunmustur (18, 104).

Yapilan caligmalarda, naringeninin antioksidan potansiyeli oldugu ve bunu bir¢ok
yolla yaptig1 gosterilmistir. Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaz, lipooksijenaz
ve siklooksijenaz gibi prooksidan enzimlerin inhibisyonu, metal iyonlarin selasyonu ve
en Onemlisi serbest radikallerin temizlenmesi gibi islevlerle antioksidan etki gosterek
katki saglar. Ayrica naringeninin, GPx, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin

seviyesini arttirdig1 izlenmistir (101).
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Antioksidan ve  antiinflamatuar ~ &zelliklerinden dolay1 naringenin, hayvan
aragtirmalarinda miyokard enfarktiisii, diabetes mellitus ve ateroskleroz dahil olmak

tizere ¢esitli hastaliklara kars1 koruma saglamak i¢in kullanilmistir (105).

HO

Sekil-6. Naringenin kimyasal yapis1 (101)
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik
Kurulu’nun 2021 HADYEK-14 numarali onay1 ile Tokat Gaziosmanpasa Universitesi
Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali tarafindan planland: ve uygulandi. Deney asamasi

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

Histopatolojik inceleme, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda, biyokimyasal inceleme Tokat

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda uygulandh.

3.1. HAYVAN SECIiMIi VE CERRAHI iISLEMLER

Bu ¢alismada, 24 adet Wistar-Albino cinsi disi rat (220—400 gr) kullanildi. Deney
12 saat aydinlik / karanlik dongiisii ile sabit sicaklikta (2242°C) yapildi. Hayvanlar her
bir grupta 8 adet olmak iizere 3 gruba ayrildi. Tiim deney hayvanlari standart besinler ve

suyla beslendi. Sadece grup 3’te bulunan si¢anlara belirtilen dozda naringenin verildi.

Cerrahi odasinda tiim deney hayvanlarina genel anestezi amaci ile 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir ve 7,5 mg/kg xylazine intraperitoneal olarak uygulandi. Uygun
anestezik derinlik saglanmasini takiben tiim ratlarin sirtiistii yatar pozisyonda karin
tilyleri tiras edilerek povidon iyodin ve steril gazli bezle temizlenerek steril kosullar
saglandi. Takiben tiim deney hayvanlarina yaklasik 3 cm uzunlugunda orta hat kesisi ile
laparotomi yapildi. Bu prosediir tiim ratlara uygulandi ve deney hayvanlar {i¢ gruba

randomize edildi.
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Resim-1. Laparatomi sonrasi goriiniim

Grup 1-Kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruptaki ratlarin sag bobregine
ulagilarak sag renal arter ve venleri 3/0 ipek ile baglanarak nefrektomi yapildi. Ardindan
hemen sol renal pedikiil izole edilerek pedikiile herhangi bir miidahale yapilmadan ve ek
farmakolojik ajan uygulanmadan histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in kan

ornekleri alindi, sol nefrektomi uygulandi.

Grup 2-iskemi reperfiizyon grubu olarak belirlendi. Bu gruptaki ratlara, Grup

1’deki ratlara uygulandigi gibi sag nefrektomi yapildi. Sonrasinda sol renal pedikiile

34



ulagilarak travmatik olmayan damar klempi yerlestirilerek 45 dakika siire ile renal iskemi
olusturuldu. 45. dakikanin sonunda klemp alinarak 6 saat boyunca renal perfiizyon
saglandi. Deney bitiminde histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in kan ornekleri

alindi, sol nefrektomi uygulandi.

Grup 3-Tedavi grubu olarak belirlendi. Grup 2’de oldugu gibi iskemi reperfiizyon
hasar1 olusturuldu. Grup 3’teki ratlarda diger deney havyanlarindan bagimsiz olarak
literatlirde daha 6nce tanimlandig: gibi iskemiden 7 giin once baslanarak 50 mg/kg/giin
dozunda naringenin 1,5 ml steril su ile beraber oral gavaj yoluyla uyguland: (106). Deney
bitiminde histopatolojik ve biyokimyasal inceleme igin kan ornekleri alindi, sol

nefrektomi uygulandi.

Yukardaki belirtilen cerrahi prosediirler mevcut beslenme rejimi tamamlandiktan

sonra gerceklestirildi.

Resim-2. Renal pedikiiliin bulunup ortaya konulmasi
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Deneyde kullanilacak klempler olarak 0.4-1.0 mm uzunlugunda hassas
damarlarda kullanilan ve basinci 5 mm/Hg’yi ge¢cmeyen celik alagimli mikrovaskiiler

klempler tercih edildi.

Islemler sonlanincaya kadar kaybedilen siviy1 yerine koymak amaciyla Aydogdu
ve arkadaslariin ¢alismasinda tanimlandig1 gibi viicut agirliginin %>5’°1 oraninda steril

serum fizyolojik i.p. yol ile verildi (107).

Renal arter trombozunu engellemek icin Ozkisacik ve arkadaslarinin tanimladigi
gibi deneyin baslangi¢ noktasinda 100 U/kg heparin intraperitoneal olarak uygulandi
(108).

Deney sonunda tiim ratlarin inferior vena kavalarindan kan 6rnekleri alindi. En
son olarak tiim deney hayvanlaria ketamin ve xylazine anestezisi altinda servikal

dislokasyon uygulanarak hayati fonksiyonlar1 sonlandirildi.

Resim-3. Renal pedikiiliin klemplenip iskemi olusturulmasi
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3.2. PATOLOJIK DEGERLENDIRME

Iskemi/reperfiizyon hasarinin histopatolojik olarak degerlendirilmesi icin, direkt
olarak %4’lik tamponlu nétral formalin soliisyonu igerisine konularak 3 giinliik fiksasyona
birakildilar. Tespit islemi bobrekler tam orta noktadan keskin bir bistiiri ile enine tek hamlede iki
kisma ayrilarak yapildi. Ug giinliik tespit islemi sonrasinda bobrekler giin boyu akar suda yikama,
artan alkol serilerinde (%70, %80, %90, %96, %100) tutularak dehidratasyon, ksilen serilerinde
(3x10 dk) seffaflastirma ve 60°C deki 3 ayri parafin serilerinde sirasi ile bekletip parafin
emdirme islemini takiben temiz saf eriyik parafine bobreklerin hepsi ayni yonelimde
gomiilerek bloklandi. Bloklanan bdbreklerden rotary mikrotom (Leica RM2135,
Germany) ile Sum kalinlikta ardisik ince seri kesitler alindi. Alinan bobrek dokusu
kesitleri, rodajli frozen lamlara yerlestirilerek doku hasarlarmin tespit edilecegi
histopatolojik analizler yapilacak olan hematoksilen eozin boyama icin hazir hale

getirildiler.

Formalinle fikse edilip parafin bloklara gomiilen bobrek dokularina ait Spm
kalinliktaki doku kesitleri, 60 °C lik etiivde bekletip ve {li¢ ayr1 ksilen serilerinden
gecirilerek deparafinize edildi. Gittik¢e azalan derisimdeki alkol serilerinden (%100,
%96, %90, %80, %70) dH20 ya indirgenerek gergeklestirilen rehidratasyon
islemlerinden sonra doku kesitleri 10-15 dk. hematoksilen boya soliisyonunda bekletildi.
Sonrasinda 5 dk. akar suda yikama, asit alkole daldirma ve tekrar akar suda yikama
sonras1 eosin boya soliisyonunda 3 dakika bekletilip dH20 ya alind1 ve fazla boyanin
uzaklasmasi icin distile suda birka¢ degisim yapildi. Doku kesitleri sonra sirasiyla %70,
%380, %90 alkollere daldirma %95°1ik alkolde 3 dk. ve absolu alkolde 5dk. bekletilip
ksilenlerde (3x15dk.) tutulduktan sonra kesitler lizerine entellan damlatilip lamel ile
kapatildi. Boylece mikroskobik analizler i¢in hematoksilen eozin boyali bobrek dokusu

preparatlar1 hazirlanmis oldu.

Calisma gruplarina ait hematoksilen eozin boyali bobrek doku preparatlar
entellan1 kuruduktan sonra arastirma 1s1k mikroskobu (Nikon Eclipse 200; Japan) ile 40x
objektif altinda analiz edildiler. Mikroskobik incelemeler her bir denege ait ardisik
ortalama 5-6 kesitte ve her kesitte rastgele bes farkli alanlarda grup bilgilerinden habersiz
kodlama sistemi ile kok bir ¢aligma seklinde gergeklestirildi. Bobrek dokusu kesitlerinin

histopatolojik analizleri; genel doku biitiinliigii, parankimal ve stromal hasarlar, tiibiiler
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yapilarin biitiinliigii, nekroz ve konjesyon gibi histopatolojik doku hasarlar1 bakimindan
degerlendirilerek semikantitatif olarak derecelendirildi. Bu derecelendirme skor ve

kriterleri asagida tablo 4’te belirtildigi gibidir:

Tablo 4. Bobrek dokusu hasarlarinin skorlamasinda kullanilan kriterler (109)

Skor  Kriter

1 Doku hasar1 yok

2 Hafif doku hasarlar1 (epitelyal diizlesme, tiibiiler dilatasyon, niikleer ayrilma, firgamsi
kenar kayb1)

Orta derecede doku hasarlar (fokal koagiilatif nekroz)
4 Siddetli doku hasarlar1 (enfarkt)

3.3. BIYOKIMYASAL ANALIiZLER

Bobrek dokular1 ve serumlar -80°C’de saklandi. Oda sicakligina kademeli olarak
cikartilan bobrek dokular: tartildiktan sonra oksidatif stres parametreleri i¢in homojenat
ve siipernatan numuneleri hazirlandi. Bobrek dokularinin bir kism1 pH’s1 7.4 Tris-HCI
fosfat tamponu ile homojenizator ile homojenlestirildi. % 10’luk homojenatlar, 4 °C'de
3208xg’ de 15 dakika santrifiij edilerek iist fazda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) aktiviteleri  belirlenerek, homojenatta malondialdehit (MDA)

seviyeleri ¢alisildi.

GPx tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve ark.’nin metoduna gore
calisildi (110). GPx, hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSQG) yiikseltgenmesini katalize eder. Hidrojen peroksidin bulundugu
ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH (Nikotinamid Adenin
Diniikleotit Fosfat ) yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’ 1n
NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla

hesaplanip ve tinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belirtildi.
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SOD tayini: SOD enzim degerleri Sun ve ark.’nmin modifiye ettigi metotla
belirlendi (111). Bu metodun prensibi nitrobluetetrazolium’un (NBT) siiperoksit iireticisi
olan ksantin- ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.

Calismamizda SOD aktivitesi tinite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon oOl¢iim metodu olan Esterbauer metodu
uygulanarak yapildi (112). Tiyobarbutirik asit ile 90-95°C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla
sogutulan numunelerin absorbanslari 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.

Sonuglar nmol/g doku proteini olarak ifade edildi.

Elisa testleri: Fazla kan1 gidermek i¢in bobrek dokulari 0.01 M buz gibi soguk
PBS ile (pH=7.4) yikandi. Bobrek doku ornekleri 1/10 oraninda PBS kullanilarak, buz
destegiyle soguk ortamda homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra elde edilen
stipernatanlarda KIM-1 ve NGAL c¢alisildi. Eliza yontemi i¢in Multiskan™ FC
Microplate Photometer, Thermo Fischer, USA tanisal arag¢ olarak kullanildi.

Ayrica serumlarda TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyeleri liretici firmanin talimatlarina
gore ELISA kitleri kullanilarak 6lgiildii. Sonuglar sirasiyla ng/L, pg/ml ve ng/L olarak
ifade edildi.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizlerimiz lisansli IBM SPSS (versiyon 22; SPSS Inc.) paket
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayicr istatistikler, normal olmayan sekilde dagilmis
stirekli veriler i¢in ortalama + SD ve medyan (min-maks) olarak sunulmus olup normallik
dagilim1 Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. ikiden fazla grup arasinda siirekli degisken
karsilagtirmalarinda normal dagilim goéstermeyen veriler igin Kruskal-Wallis testi
kullanildi. Kruskal-Wallis testinden sonra, farkliliga hangi grubun neden oldugunu

belirlemek i¢in sirasiyla Bonferroni diizeltme post-hoc ¢oklu karsilastirma testi ile Mann-
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Whitney U testleri kullanildi. p degerleri 0.05°den kii¢lik hesaplandiginda istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada yer alan tiim biyokimyasal analizler Tablo-1’de detaylandirilmistir.
Deney havyanlarin inflamatuar belirtegleri incelendiginde gruplar arasinda ciddi diizeyde
farkliklar izlendi. TNF-a diizeyi Grup 1°de 499,7 olarak degerlendirildi. Grup 2’de
kontrol grubuna nazaran oldukca yiiksek olarak belirlendi ve 960,55 olarak olgtildii
(p<0,001). Ote yandan tedavi grubuna bakildiginda TNF-alfa diizeyinde anlaml1 derece
diistis izlendi (p<0,001) (Grafik-1). IL-1p ve IL-6 diizeylerine bakildiginda Grup 2’de
strast ile 1985,5 ve 28,65 olarak hesaplandi. Bu degerler kontrol grubuna gore oldukca
yiiksek olarak gézlemlendi (p<<0,001). Grup 3’de bu belirtecler sirasi ile 1389,5 ve 14,92
olarak belirlendi. Bu degerlerde Grup 2’ye nazaran anlamli diizeyde diisiis izlendi

(p<0,001) (Grafik-2 ve 3).

Grafik-1: Gruplar aras1 kan TNF-a diizeyi dagilim
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Grafik-2: Gruplar arasi kan IL-1p diizeyi dagilim
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Grafik-3: Gruplar aras1 kan IL-6 diizeyi dagilimi
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Gruplar arasinda antioksidan enzim diizeylerine bakildiginda Grup 1°de SOD ve
GSH-Px seviyeleri sirasiyla 41,5 ve 6,95 olarak 6lgiildii. Grup 2’de bu degerler 20,3 ve
2,99 olarak hesaplandi. Bu 6l¢timler diger gruplara kiyasla oldukga diisiik diizeylerdeydi
(p<0,001). Grup 3’de tedavi ile birlikte olduk¢a ciddi diizeyde antioksidan artis1 izlendi

(p<0,001) (Grafik-4 ve 5).

Grafik-4: Gruplar aras1 doku SOD diizeyi dagilimi
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Grafik-5: Gruplar aras1 doku GSH-Px diizeyi dagilim
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Lipid peroksidasyonun en onemli belirteci olarak gosterilen MDA diizeyine
bakildiginda ise Grup 1-2 ve 3’de sirast ile 3,85, 10,3 ve 5,6 olarak olciildii. Bu degerler
arasindaki farklilik anlamli olarak degerlendirildi (p<0,001) (Grafik-6).

44



Grafik-6: Gruplar aras1 doku MDA diizeyi dagilimi
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Bobrek hasarinin oldukga erken belirtecleri olan KIM-1 ve NGAL diizeyleri sirast
ile Grup 2’de 972,4 ve ve 978,75 olarak hesaplandi. Bu degerler Grup 1’e nazaran oldukga
yiiksek olarak gozlemlendi (p<0,001). Ote yandan Grup 3’de ise KIM-1 ve NGAL
diizeyleri sirasi ile 692,6 ve 689,75 olarak belirlendi. Bu degerlerin her ikisinde Grup 2’ye

nazaran anamli diizeyde iyislesme oldugu belirlendi (Grafik-7 ve 8).
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NGAL (pgiprotein)

KIM-1 (pglprotein)

Grafik-7: Gruplar aras1 doku NGAL diizeyi dagilim
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Grafik-8: Gruplar aras1 doku KiM-1 diizeyi dagihm

1400,00

1200,00

1000,00

800,00

500,00

400,00

200,00

Grup 1

Grup 2 Grup 3

46



Tablo 5. Gruplar aras1 kan ve doku biyokimyasal sonu¢ dagilimi

GRUP
W e
KAN
'(I'rE;:L-?Ifa 492676[,4232,1- 968;5551%7]%8 eoeéé[lsji;)éss- 17780 <0.001%
Lib o) WSO 109 BAOE TBSIZESS 0y s
IL-6 (ng/L) 11,2[10,4-16,65] 2 28'65[25g15'36'9] 14’1955115?;?9' 15,942  <0,001*
DOKU
SOy 21,5[374551,8] 2OSMI523851 g 1ra6 4 a1 617 15547 <0,001%
(U/gprotein)
;‘:’)tHe}E;((U/g 6,95[6,49-7,89]*  2,99[2,06-3,31]°  5,75[525-59]° 18,853  <0,001*
V'\ce[t’ﬁsgl‘]’:)o"g 3,85[2,33-5,7]°  10,3[9,25-11,55]°  5,6[4,55-7]° 15962  <0,001*
G, ) TEENT TREERT  WRELE e

Veriler Ortanca [CI1-C3] seklinde verilmistir.
(C1: Birinci Ceyrek Deger; C3: Ugiincii Ceyrek Deger)

p: Kruskal Wallis Varyans Analizi

Coklu Karsilastirmalar Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U Testi ile yapimistir.

* p degeri 0,05 diizeyinde anlamlL.

Aynu tist indis istatistiksel anlamsizlig1 gostermektedir

Histopatolojik incelemelerimize bakildiginda Grup 2’deki ratlara ait bobrek doku

kesitlerinde siddetli ve yaygin doku hasarlarinin oldugu gézlemlendi. Bu gézlemler ile

baglantili olarak Grup 2’deki histopatolojik doku hasarinin ortalama degerinin en yiiksek

oldugu (3,15) tespit edildi. Istatistiksel karsilastirma sonucunda bu grubun diger iki

gruptan belirgin olarak farkli oldugu hesap edildi (p<0.05). Bu grupta gozlemlenen

histolojik doku hasarlari; genellikle tiibiiler epitelyal diizlesmeler, tiibiiler dilatasyon ve

diizensizlikler, niikleer ayrilma/atilma, firgcams1 kenar kaybi ve zayifligi, fokal koagiilatif
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nekrozisler, glomeriiler deformiteler, yer yer lokal doku erozyonlari/kayiplari, yaygin

konjesyon alanlar1 ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu alanlar1 seklinde idi (Sekil-1 A).

Grup 3’e ait ratlarin bobrek histopatolojik incelemesinde ise iskemi reperfiizyonla
olusan doku hasarlarinin bazi alanlarda yer yer goriilse de belirgin olarak azalmis oldugu,
organin parankim ve stromal alanlarinin genel olarak daha ¢ok normal bobrek dokusu
goriinlimiine benzemeye baslamis oldugu gozlemlendi. Bu goriinlimlerin sonucu olarak
tedavi grubunun ortalama histolojik doku hasar1 skorunun kontrol ve iskemi reperfiizyon
grubu skorlarinin arasinda bir degerde (2,56) oldugu hesaplandi. Istatistiksel olarak
karsilastirmalarda bu grubun doku hasari skorunun kontrole gore yiiksek (p<0.05), Grup
2’e gore ise diisiik (p<0.05) oldugu hesap edildi (Sekil-1 B ve C) (Grafik-9).

Sekil-7: Gruplar aras: histopatolojik goriintiiler
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Grafik-9: Gruplar arasi histopatolojik skor dagilimi



5. TARTISMA

Acil ve yogun bakim finitelerinde sik goriilen akut bobrek yetmezliginin bir
nedeni olan bobrek iskemi-reperfiizyon hasarinin, etyolojisinde travma, sok, enfarktiis,
sepsis, aort diseksiyonu ve iirolojik cerrahi girisimler gibi bir¢ok faktor rol oynamaktadir.
Bobrek fonksiyonlariin akut kaybi seklinde tanimlanan akut bobrek yetmezligi, renal
fonksiyonlarin saatler igerisinde gerilemesi ve kaybi, viicut sivi ve elektrolit dengesinin
bozulmasi, idrar ¢ikisinin azalmasi gibi belirtilerle birgok organ ve sistemi etkileyen bir
hastaliktir. Giiniimiizde akut bobrek yetmezligi olarak tanimlan bu klinik hadise, yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahip olup sik goriilen bir durumdur. Akut bébrek yetmezligi
yilda yaklasik 13,3 milyon kiside izlenmektedir ve bu klinige bagh yilda yaklasik 1,7
milyon 6liim yasanmaktadir. Bu yiiksek oranlarin biiyiik boliimii gelismekte olan
tilkelerde gozlemlenmektedir. Uzun siireli hospitalizasyonda hastalarin yaklasik olarak
%5-7’sinde akut bobrek yetmezligi ile karsilasildigi, yogun bakim finitelerinde ise bu
oran %40’lara kadar ¢iktig1 goriilmektedir (3, 113, 114).

Iskemi, dokunun ihtiya¢ duydugu oksijen ve metabolitlerin saglanmasinin yani
stra olusan artik tirlinlerin uzaklastirilmasi icin gerekli ve yeterli dolagimin olmamasidir.
Bobrek iskemisi; renal kan akimmin gegici olarak azalmasi veya kesilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Reperfiizyon, iskemide kalan dokuya kan akiminin ve bununla birlikte
oksijenin tekrar gelmesidir, yani dolasimin diizelmesidir. Toksik metabolitlerin
temizlenmesi ve doku canliliginin korunmast igin reperfiizyon mutlak gereklidir. Ancak
reperfiizyon sirasinda, paradoksal olarak iskemik hasara gbére ¢ok daha ciddi diizeyde
zararl degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bobrekler bu I/R hasarina oldukca hassastir.
Bobrek /R hasar1 akut bobrek yetmezliginin oldukga yaygin izlenen bir nedenidir. Renal
iskeminin uzun siire devam etmesi durumunda, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve
toksik metabolitlerin birikmesi ile hiicre 6liimii meydana gelmektedir. Hasarlanmus epitel
hiicrelerin yerine gegebilen bobrek tiibiil hiicreleri sayesinde, yenilenme derecesine bagh
olarak I/R hasar1 geri doniisiimlii olabilir. Hiicresel fonksiyonlar geri doniisiimlii
hasarlarda tekrar geri kazanilabilirken, geri doniisiimsiiz hasarlarda mitokondrinin
fonksiyonel bozuklugu ve membranlarin fonksiyon kaybi sebebiyle hasar kalici
olabilmektedir. (115-117).
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Iskemi ile dokulara giden oksijen miktarmin azalmasi, hiicrelerde enerji
mekanizmasini bozar. ATP’nin azalmasi ile hiicre i¢i iyon transportu bozulur, hiicre
igerisinde kalsiyum ve sodyum birikimine sebep olur. Sodyum birikmine bagl olarak,
hiicre i¢i asir1 su birikimi ve hiicresel sisme izlenir. Kalsiyum birikimi hiicre i¢in éliimciil
olabilmektedir. ATP’nin tiilkenmesi ile hiicre icerisinde artan laktik asit ve sitrat gibi
molekiillerine etkisi ile asidotik ortam olugsmaya baslar. Iskeminin uzun siirmesi ile hiicre
igerisindeki membranlarda gegirgenlik artar, lizozomal enzimler sitozole geger ve
sitozoldeki asidotik ortamda aktiflesmeye baslar. Aktiflesen enzimler niikleer elemanlari
ve sitoplazmadaki yapilar1 sindirime ugratir (42, 44). Reperfiizyon ile doku kan akiminin
baslamasi, iskemik dokularin yasamsal fonksiyonu i¢in elzemdir. Ancak reperfiizyon
sirasinda devreye giren birtakim mekanizmalar ile doku hasar1 tahmin edilemeyecek
boyutlara ulasabilmektedir. Dokuda proinflamatuar sitokin diizeylerinde artig, Serbest
radikal olusumunda artis, nétrofillerin artan aktivasyonu, adezyon molekiillerinin
devreye girmesi ile birlikte reperfiizyon sirasinda doku ve hiicresel savunmanin
zayiflamas1 doku hasarini daha kolay hale getirir. Inflamatuar siirec, renal I/R’de yaygin
bir anormalliktir ve patofizyolojisinde gii¢lii bir rol oynar. IL-1B ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinler, renal disfonksiyon ve /R hasarindan sonraki tahribatin
sorumlusu olarak gosterilmektedir. Kemokinler ise proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasini, 16kosit aktivasyonunu ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu modiile
eder. (118, 119).

Céamara-Lemarroy ve ark. tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada, hiicreler
arast adezyon molekiilii (ICAM-1), ET-1, TNF-a diizeylerinin reperfiizyon hasari sonrasi
artt1ig1 ve tiibiillerde ciddi doku hasar1 gelistigi saptanmigtir (120). Ying Xie ve ark. akut
bobrek hasarinm erken biyobelirtecleri olarak bilinen NGAL ve KIM-1'in, I/R modeli
olusturulan ratlarin renal tiibiillerinde anlamli derecede yiiksek oldugunu ortaya
koymuslardir (121). Baska bir ¢alismada, Xu ve ark. bobrek I/R hasarma bagli olarak
TNF-0, IL-1B, IL-6 diizeylerinin anlamli dizeyde arttigini bildirmislerdir (122).
Calismamizda benzer sekilde I/R olusturulan ratlarda TNF-o, NGAL ve KiM-1
diizeylerini istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulduk.

Serbest radikaller iskemi esnasinda olusurken, reperfiizyon sirasinda olusumu ¢ok
daha fazla goriilir. ATP {riini olan diisiik enerji kapasiteli AMP'ler ve adenozin

molekiilleri, iskemik donemde ortamda yiiksek miktarlarda bulunurlar. Bu iki molekiiliin
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pargalanmasi, hipoksantin ve inozin diizeylerinde artisa neden olur. Dokularda kan akimi
yeniden saglanlmasi ile iskemik kosullarda dokularda biriken hipoksantin basta olmak
tizere birgok molekiille birlikte ortamda bol miktarda bulunan oksijen, oksidanlarin neden
oldugu baz1 reaksiyonlar ile kararsiz hale gelir ve bol miktarda serbest radikal ortaya
cikar. Serbest radikaller, I/R hasarmin olusum mekanizmasinda rol alan en Snemli

etkenlerden biri oldugu diistiniilmektedir (118, 119, 123).

Giiniimiizde bir¢ok farmakolojik ajan ile renal I/R hasarmi 6nlemek igin ciddi
calismalar yiirtitiilmektedir. Bunlarin en basinda antioksidanlar gelmektedir. Prooksidan-
antioksidan dengesinin prooksidan lehine bozulmasi, organizmada oksidatif strese yol
agmaktadir. Artan serbest radikal seviyeleri, glutatyon gibi enzimatik olmayan endojen
antioksidanlar ile katalaz, stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimatik
antioksidanlar tarafindan dengelenmeye ¢alisilir (119, 124). Ayrica disaridan alinan ve
eksojen antioksidan olarak adlandirilan, serbest radikallere karsi savasan bir¢ok

antioksidan molekiil bulunmaktadir (91).

Flavonoidler, besin olarak kabul edilmeseler de insan diyetinde bulunan énemli
bir bilesendirler. Birgok flavonoidin antioksidan kapasitesi, C ve E vitaminlerininkinden
¢ok daha giiglii oldugu gosterilmistir. Antioksidan Ozelliklerinin yani sira, antiviral,
antibakteriyel, antiinflamatuar, vazodilator, antikanser, anti-iskemik gibi ¢ok sayida
biyolojik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Lipid peroksidasyonunu ve trombosit
agregasyonunu inhibe edebilir, artan kilcal gegirgenligi ve kirilganlig1 iyilestirebilirler.
(125, 126). Liaquat ve ark. beyin dokusu iizerinde yaptiklari c¢alismada, flavonoid
grubuna ait olan naringenin ve quercetin molekiillerinin, beyin dokusundaki antioksidan
aktiviteleri arttirdiklarmi gdstermislerdir (127). Hosseini ve ark. renal I/R hasar1 sonrasi
lipid peroksidasyonunda artis ve antioksidan diizeylerinde azalma oldugunu
calismalarinda bildirmislerdir (128). Analizimizde renal /R hasar1 sonrasi deney
hayvanlarinda lipid peroksidasyonu diizeyini belirlemede kullanilan MDA’da artis
gozlenirken, flavonoid tiirevi olan naringenin verilen tedavi grubunda MDA diizeyi, I/R
hasar1 olusturulup tedavi verilmeyen hayvan grubuna gore anlamli seviyede daha diisiik
izlendi. Ote yandan SOD ve GPx aktivitesinde I/R hasari olusturulan gruplarda énemli
bir azalma oldugu belirlendi. I/R modeli yapilarak takip edilen ve naringenin verilen

grupta, naringenin verilmeyen gruba gore SOD ve GPx aktivitesi daha yiiksek bulundu.
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Ozellikle birgok narenciye meyvesinde bulunan naringenin (4',5,7-
trihidroksiflavanon), antioksidan, antiinflamatuar, antiproliferatif ve antimutajenik
Ozelliklere sahip oldugu ¢ok sayida ¢alismalarda gosterilmistir. Antioksidan ve
antiinflamatuar  6zelliklerinden dolay1 naringenin, hayvan arastirmalarinda miyokard
enfarktiisii, diabetes mellitus ve ateroskleroz dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara karsi
koruma saglamak i¢in  kullanilmistir. Baslica antioksidan etkisini  lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu ve serbest radikal siipiiriicii etkileri ile yaptigi
bildirilmistir (105, 129, 130).

Bu calismada antioksidan ve antiinflamatuar etkisi gosterilen naringeninin,
bobrek I/R hasarinda, antioksidan enzimlerin (GPx, SOD) aktiviteleri, lipid
peroksidasyonunun 6nemli bir belirteci olan MDA diizeyleri, proinflamatuar sitokin
(TNF-a, IL-1p, IL-6) diizeyleri, bobrek hasarinin erken belirteci olarak kullanilan KiM-
1 ve NGAL diizeyleri ile bobrekte histopatolojik degisiklikleri iizerinde etkilerininin olup

olmadigini arastirmay1 amagladik.

Mershiba ve ark. yaptiklar: ¢alismada, arsenik ile nefrotoksisite olusturulan rat
modellerinde naringenin tedavisinin koruyucu etkinliginin olup olmadigini arastirmislar.
Bobrek dokularinda yapilan histopatolojik incelemede, arsenik verilen ratlardaki
nefrotoksisite, naringenin tedavisi ile minimalize edildigi izlenmis. Tibiiler epitelin
saglam kaldigi, fircams1 kenar biitiinliigiintin ¢cok hafif bozuldugu ve hiicresel sismenin
yine hafif derecede oldugu goriilmiis. Ayn1 zamanda naringenin tedavisi verilen gruplarda
CAT, GPx, SOD aktivitelerinde artis ve lipid peroksidasyonu seviyelerinde azalma
oldugu bulundu (131).

Wang ve ark. naringeninin iskemik inme iizerinde koruyuculugunu arastirdilar.
Deney hayvanlarinda olusturulan iskemik inme modellerine, naringenin tedavisi verilen
gruplarda noronal hiicre proliferasyonunun desteklendigi, iskeminin sebep oldugu
apoptozisin azaldig: goriildi. Ayrica tedavi grubunda MDA ve SOR seviyeleri azalirken
SOD miktarlarinin arttig1 izlendi (132).

Deng ve ark. travmatik beyin hasar1 olusturduklar1 ratlara naringenin tedavisi
uygulayarak oksidatif stres iizerine olan etkisini incelediler. Oksidatif stres gostergesi

olarakta MDA ve GPx seviyelerini degerlendirdiler. Naringenin tedavisi alan grupta
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MDA olusumu daha az izlendi. GPx aktivitesi, naringenin tedavisi alan grupta tedavi

almayan gruba gore anlamli derecede yiiksek izlendi (105).

Zeng ve ark. SAK olusturduklar1 hayvan modelinde naringeninin, erken beyin
hasarmmi azaltip azaltmadigini arastirdilar. Naringenin verilen gruptaki deney
hayvanlarinda norolojik defisitin ve beyin 6deminin daha az oldugunu tespit ettiler.
Proinflamatuar sitokin olan TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerini, naringenin verilen grupta
daha diisiik oldugunu saptadilar (133).

Wojnar ve ark. oral yoldan uygulanan naringeninin, tip 1 diyabet modeli
olusturulan ratlarin lenslerindeki oksidatif stres belirtegleri {izerindeki etkisini
degerlendirdiler. 50 ve 100 mg/kg naringenin tedavisi 4 hafta boyunca uygulandi.
Naringenin verilen diyabetik ratlarda bakilan SOD aktivitesi, kontrol grubuna gore

anlamli diizeyde yiiksek iken 50 ve 100 mg/kg verilen gruplar arasinda anlamli derecede
farklilik izlenmedi (103).

Isik ve ark. intestinal I/R modeli olusturduklari ratlarda naringenin ve ozon
tedavisinin etkisini incelediler. Histopatolojik olarak I/R olusturulan ve tedavi verilmeyen
grupta yaralanma skorunun en yiiksek oldugu izlendi. Naringenin + ozon tedavisi verilen
grupta yaralanma skoru en diisiik izlenirken, sadece naringenin verilen gruptaki

yaralanma skoru ile birbirine yaklasik olarak ayni izlendi (134).

Renugadevi ve ark. ratlara 4 hafta kadmiyum vererek meydana getirdikleri
oksidatif strese karsi, yine 4 hafta naringenin tedavisinin 25 mg/kg ve 50 mg/kg olmak
tizere farkli dozlarda etkisini incelediler. Bobrek fonksiyon belirtecleri olan iire, kreatin
kontrol grubuna gore yalnizca kadmiyum verilen grupta yiiksek izlenirken, 50 mg/kg
naringenin verilen grupta daha fazla olmak {izere naringenin verilen gruplarda kontrol
grubuna yakin seyrettigi izlendi. Ayrica SOD, CAT, GPx diizeyleri kadmiyum verilen
grupta diisiik izlenirken, kadmiyumla beraber naringenin uygulanan gruplarda bu
antioksidanlarin, 50 mg/kg doz verilen grupta daha fazla olmak {izere artmis oldugu
bulundu. Diger ¢alismalarla benzer sekilde lipid peroksidasyonunu gésteren belirteglerde
ise yiiksek doz naringenin verilen gruplarda daha fazla olmak iizere anlamli dercede

diistis oldugu gortldi (135).
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Calismamizda uygulanan naringenin tedavisi ile yukarida bahsedilen ¢aligsmalar
paralellik gdstermektedir. Calismamizda I/R yapilip naringenin verilen grupta akut
bobrek hasarinin erken belirteci olan NGAL ve KIM-1 diizeyleri, tedavi verilmeyen I/R
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik izlendi. I/R hasarinin
sebeplerinden biri olan inflamatuar siire¢, ¢alismamizda TNF-a, IL-1f ve IL-6 diizeyleri
bakilarak degerlendirildi. Naringenin tedavisi verilen grupta bu belirtegler, tedavi
verilmeyen gruba gére anlamli diizeyde diisiik izlendi. Yine naringenin verilen grupta
enzimatik antioksidanlar olan SOD ve GPx diizeyleri, tedavi verilmeyen gruba gore
anlamli diizeyde yiiksek izlendi. I/R hasarinda &nemli bir yere sahip olan lipid
peroksidasyonu, ¢aligmamizda MDA seviyelerine gore degerlendirildi. Tedavi verilen
grupta MDA diizeyleri, tedavi verilmeyen gruptaki ratlara gore daha diisiik izlendi.
Histopatolojik degerlendirmede ise naringenin tedavisi verilen ratlarin bobreklerinin
histopatolojik incelemesinde, iskemi-reperfiizyonla olusan doku hasarlar1 bazi alanlarda
yer yer goriilse de belirgin olarak azalmis oldugu, bobrek parankim ve stromal alanlarinin
genel olarak daha ¢ok normal bobrek dokusu goériiniimiine benzemeye baslamis oldugu
gozlemlendi. Iskemi-reperfiizyon yapilan ve tedavi verilmeyen grubun histopatolojik
incelemesinde bobrek doku kesitlerinde siddetli ve yaygin doku hasarlarinin oldugu,
histolojik doku hasarlari; genellikle tiibiiler epitelial diizlesmeler, tiibiiler dilatasyon ve
diizensizlikler, niikleer ayrilma/atilma, fircamsi kenar kaybi, fokal koagiilatif nekrozisler,
glomeriiler deformiteler, yer yer lokal doku erozyonlari, yaygin konjesyon alanlar1 ve

inflamatuar hiicre infiltrasyon alanlart seklinde izlendi.
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6. SONUC

Bu deneysel ¢alismamizda renal I/R modeli olusturulan ratlarda Naringeninin
oksidatif stresin minimalize edilmesinde oldukca etkili oldugu tespit edilmistir. ilereki
donemlerde yapilacak kapsamli deneysel ve randomize genis serili klinik ¢aligsmalar ile
bobrek cerrahisi, kardiyopulmoner bypass gibi renal I/R hasarinin 6nceden ©n
goriilebilecegi durumlarda Naringenin igerigi yiliksek turunggil tiiketiminin oldukga

yararli sonuglarinin ortaya ¢ikartabilecegi kanaati tasimaktayiz.
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