TURKIYE CUMHURIYETI
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI HASTANESI

UROLOIJI ANABILIM DALI

DENEYSEL iSKEMi REPERFUZYON MODELI OLUSTURULAN VE
PARSIYEL NEFREKTOMIi YAPILAN SICANLARDA SAFLASTIRILMIS
MIKRONIZE FLAVONOID FRAKSIYONU’NUN RENAL iSKEMi REPERFUZYON

HASARINA KORUYUCU ETKISi

UZMANLIK TEZI

Dr.Sina KARDAS
Uroloji Anabilim Dali

TEZ DANISMANI
Ogr. Gor. Dr. Cevper ERSOZ

ISTANBUL - 2016



TURKIYE CUMHURIYETI
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI HASTANESI

UROLOJI ANABILIM DALI

DENEYSEL iSKEMI REPERFUZYON MODELI OLUSTURULAN VE
PARSIYEL NEFREKTOMi YAPILAN SICANLARDA SAFLASTIRILMIS MiKRONIiZE
FLAVONOID FRAKSIiYONU’NUN RENAL iSKEMi REPERFUZYON HASARINA

KORUYUCU ETKISi

UZMANLIK TEZI

Dr. Sina KARDAS
Uroloji Anabilim Dal1

TEZ DANISMANI
Ogr. Gor. Dr. Cevper ERSOZ

Bu arastirma Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan

desteklenmistir.

ISTANBUL - 2016



TESEKKUR

Bezmialem Vakif Universitesi Rektdrii saymn Prof. Dr. Riimeyza Kazancioglu’na, Tip
Fakiiltesi Dekan1 ve Uroloji Anabilim Dali Baskan Vekili Prof. Dr. Dilek Sema ARICI’ya,

bizlere sagladiklar1 imkan ve asistan egitimine verdikleri 6nem i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Uzmanlik egitimimin 6nemli bir kismini birlikte gecirdigim, hem mesleki hem de
sosyal acidan ¢ok degerli kazanimlar elde etmemi saglayan, egitime olan ask ve sevklerini
bizlere de asilayan, asistan1 olmaktan mutluluk duydugum degerli hocalarim Prof. Dr. Sinasi

Yavuz Onol ve Prof. Dr. Abdullah Armagan’a tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Uzmanlik egitimine ve tip egitimine verdikleri 6nemi her yaptiklariyla gdsteren, kisa
calisma stiresi igerisinde bilgi ve tecriibelerinden istifade etme firsati buldugum, farkli bakis
acilartyla fikir diinyamin gelismesine katki saglayan degerli hocalarim Prof. Dr. Mevlana

Derya Balbay ve Prof. Dr. Ali Thsan Tas¢1’ya tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Ben asistanliga basladigimda tezini bitirmek {izere olan, bugiin ise benim tez
danigmanim olan ve asistanlia basladigim ilk giinden bugiine destegini hi¢ esirgemeyen
degerli abim Op. Dr. Cevper Ersoz’e, tez hazirlama siirecinde degerli katkilart bulunan
Prof.Dr. Abdurrahim Kogyigit’e, Dr. Eray Metin Giiler’e, Uzm. Dr. Nurcan Unver’e tesekkiir

ederim.

Asistanlik gibi zor bir siirecte mutlu, huzurlu ve samimi bir calisma ortaminda
caligmami saglayan, egitimimde biiylik katkilar1 bulunan ve her biri farkli bir ufuk olan
degerli abilerim Dog¢. Dr. Abdulkadir Tepeler’e, Dog. Dr. Tolga Akman’a, Dog. Dr. Mesrur
Selcuk Silay’a, Yrd. Dog. Dr. Habib Akbulut’a, Op. Dr. Muzaffer Akcay’a, Op. Dr. Senad
Kalkan’a, Op. Dr. Abdullah Ilktag’a ve Op. Dr. Fatih Gevher’e tesekkiir ederim.



Zorlu ve yogun mesaimizde birbirimize dayanak oldugumuz, bu ekibin bir pargasi
olmaktan ve acisiyla tatlisiyla asistanlik siirecini birlikte yasamis olmaktan mutlu oldugum,
degerli abilerim Op. Dr. M.Remzi Erdem’e, Op. Dr.Ismail Basibiiyiik’e, Op. Dr. Fatih Elbir’e
ve kardeslerim Dr. Muhammed Tosun’a, Dr. Yunus Kayali’ya ve Dr. Seyidali Hamidli’ye

tesekkiir ederim.

Hekimlik meslegini secmemde ve bu seviyeye gelmemde siliphesiz en fazla emegi
gecen, her zaman yanimda olan, yol gosteren, higbir fedakarliktan geri durmayan canim

annem Ziilfiye Kardas ve babam Omer Kardas’a ¢ok tesekkiir ederim.

Meslegimin zorlu sartlar1 karsisinda en ¢ok etkilenen olmasina ragmen sevgisini,
destegini comertce gosteren, basarili olmam igin ¢abalayan, beni hep diisiindiigiini bildigim,
diistinceli ve kiymetli esim Sibel’e ve en biiylik moral ve motivasyon kaynagim, mutlulugum,

tez zamanda baba demesini bekledigim, evladim Omer Yusufa tesekkiirlerimi sunarim.

Sina KARDAS



OZET

Deneysel Iskemi Reperfiizyon Modeli Olusturulan ve Parsiyel Nefrektomi Yapilan
Sicanlarda Saflastirilnis  Mikronize Flavonoid Fraksiyonu’nun Renal Iskemi

Reperfiizyon Hasarina Koruyucu Etkisi

Amag: Parsiyel nefrektomi 4cm alti bobrek tlmorlerinde standart tedavi yontemidir. Bu
cerrahi islemde esas olarak iki stres faktdrii doku ablasyonu ve iskemi-reperfiizyonudur(i-R).
Bu ¢alismada, saflagtirilmis mikronize flavonoid fraksiyonu (SMFF)’nun soliter bobrekte ve
bilateral bobrekte yapilan parsiyel nefrektomi olgularinda I-R hasari lizerine koruyucu etkisini

incelemeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 200-250 gr agirliginda 8 haftalik 48 adet erkek Sprague-
Dawley tiirii ratlar soliter bobrek modeli olusturulan (1.- 2. ve 3. Gruplar) ve soliter bébrek
modeli olusturulmayan bilateral bobrekli (4.- 5. ve 6. Gruplar) ratlardan olusan 2 ana grup
kendi igerisinde Sham grubu (1. ve 4. Grup) , iskemi-reperfuzyon(I-R) grubu (2. ve 5. Grup)
ve tedavi grubu (3. ve 6. Grup) olmak (izere esit sayida 6 gruba ayrildi. Soliter bobrek modeli
icin ilk 3 gruptaki ratlara sag nefrektomi yapildi. Kompansatris hipertrofi gelismesi i¢in 1 ay
beklendi. Sham gruplarinda abdomen diseke edildikten sonra sol renal pedikuller agiga
cikarildi ve renal iskemi uygulanmaksizin kapatildi. I-R gruplarinda ve tedavi gruplarinda
renal arter ve ven okliizyonun ardindan 45 dakika iskemi suresi icerisinde alt pol parsiyel
nefrektomi yapildi ve iskemi sonrasi 24 saatlik reperfiizyon siiresi tamamlandi. I-R
olusturulmas1 amacglh cerrahi islemden 6nce, 3 giin boyunca, her giin 1 kez ve islem giinii
islemden yaklasik 1 saat once olacak sekilde, 80mg/kg(1ml/kg) SMFF tedavisi oral gavaj
yoluyla tedavi gruplarina (3. ve 6. Grup) verildi. I-R gruplarinda(2. ve 5. Grup) ise
Iml/kg(SMFF ile ayn1 miktarda) %0.9NaCl tedavi gruplariyla ayni siire ve zamanda verildi.
Ratlar 24. saatin sonunda kalpten kan 6rnekleri alinip, sol rezidii bobrek dokulart alindiktan

sonra sakrifiye edildi.

Bulgular: Doku ve serumda bakilan oksidatif stres belirteclerinde ve inflamasyon
belirteclerinde(TAK, TOS, OSI, PON1, ARES, CAT, MDA, IL-1B ve TNF-0) I-R
gruplarinda Sham gruplarina gore olusan degisim anlamli saptandi. Ancak tedavi gruplarinda,
I-R gruplarma goére degerlerde diizelme olmasina ragmen, bu diizelme istatistiksel olarak

anlamli degildi. Tedavi gruplarinda, I-R gruplarina gére PCO(p<0.05) ve DNA hasari(p<0.01)



degerlerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli saptandi. Renal histopatolojik hasar
skoru Sham gruplarinda diger gruplara gore anlamli olarak diisiik bulunurken, tedavi
gruplarinda histopatolojik hasar skorunda I-R grubuna gére goreceli dizelme olsa da istatiksel
olarak anlamli saptanmadi. Bilateral bébrek gruplar ile soliter bobrek gruplari birbirleri ile
karsilastirildiginda, Sham gruplarinin(1. grup ve 4. grup), I-R gruplarmin(2. grup ve 5.grup)

ve tedavi gruplarinin(3. grup ve 6. grup) arasinda fark saptanmadi.

Sonug: Parsiyel nefrektomi esnasinda meydana gelen sicak I-R’ye bagli, geride kalan bobrek
dokusundaki hasarin SMFF tedavisi ile azaltilmasinin amaclandigi ¢alismamizda, SMFF
tedavisi renal dokuyu I-R hasarindan beklenildigi 6l¢iide korumamis, SMFF tedavisinin I-
R’de renal dokuda meydana gelen DNA hasarint 6nlemede basarili oldugu goriilmiis, SMFF
tedavisinin soliter veya bilateral bobrekli oldugu farketmeksizin renal I-R hasarini bir
dereceye kadar azaltabildigi fakat histopatolojik degerlendirmelerde goz oOniine alindiginda

beklenen olumlu etkilere ulagsmadig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi, Parsiyel nefrektomi, Reperfiizyon, Saflastiriimis mikronize

flavanoid fraksiyonu



SUMMARY

Protective Effect of Micronized Purified Flavonoid Fraction on Renal Ischemia
Reperfusion Injury in Experimental Ischemic Reperfusion Model and Partial

Nephrectomy Rats

Objective: Partial nephrectomy is the standard treatment for kidney tumors smaller than 4
cm.In this study, we aimed to investigate the protective effect of purified micronized
flavonoid fraction (SMFF) on I-R injury after partial nephrectomy performed in solitary

kidney and bilateral kidney.

Materials and Methods: Forty-eight male Sprague-Dawley rats weighing 200-250 g were
randomly assigned to a solitary kidney model (1st- 2nd and 3rd groups) and bilateral kidney
model (4-5th and 6th groups) were divided into 2 main groups. These 2 main groups were
divided equally into 6 groups, namely Sham group (1st and 4th group), ischemia-reperfusion
(I-R) group (2nd and 5th group) and treatment group (3rd and 6th group). Right nephrectomy
was performed on the rats in the first 3 groups to establish a solitary kidney model. We waited
for 1 month for the developement of compensatory hypertrophy. After entering the abdomen
in the Sham groups, the left renal pedicle was dissected and closed without renal ischemia. In
the I-R groups and the treatment groups, partial nephrectomy of the lower pole was performed
within 45 minutes of ischemia and post-ischemic 24-hour reperfusion period completed. Prior
to surgery, for 3 days, Once a day and about 1 hour before the operation, 80 mg / kg (1 ml /
kg) SMFF treatment was given to treatment groups (groups 3 and 6) by oral gavage. In the I-
R groups (2nd and 5th groups), %0.9 NaCl was given at 1 ml / kg for the same time and same
amount as SMFF. Rats were sacrificed at the end of 24 hours after blood samples from the

heart and left kidney tissues were taken.

Results: Change in the oxidative stress markers and inflammatory markers (TAK, TOS, OSI,
PONL1, ARES, CAT, MDA, IL-1B and TNF-a) measured in tissue and serum in the I-R groups
was found to be significant in relation to the Sham group. However, despite the improvement
in values in the treatment groups compared to the I-R groups, this improvement was not
statistically significant. The changes in PCO (p <0.05) and DNA damage (p <0.01) values
were statistically significant in the treatment groups according to I-R groups. Renal

histopathological damage score was found to be significantly lower in the Sham group than in



the other groups, although there was a relative improvement in the histopathological damage
score in the treatment groups compared to the I-R group, it was not statistically significant.
There was no difference between the Sham groups (group 1 and 4), I-R groups (group 2 and
5) and treatment groups (group 3 and 6) when bilateral kidney and solitary kidney groups
were compared with each other.

Conclusion: In our study, which we aimed to evaluate the effect of SMFF treatment in renal
injury associated with warm ischemia-reperfusion occurred during partial nephrectomy,
SMFF treatment did not protect the renal tissue from ischemia-reperfusion injury to the
extend we expected, SMFF treatment was found to be successful in preventing DNA damage
in the renal tissue in I-R, It has been concluded that SMFF treatment can reduce renal I-R
damage to a certain extent, regardless of whether it is solitary or bilateral, but when
histopathological evaluations were considered, we did not achieve the expected positive
effects.

Key Words: Ischemia, Partial nephrectomy, Reperfusion, Purified micronized flavonoid

fraction

Vi
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1.GIRIS VE AMAC

Parsiyel nefrektomi 4cm alti bobrek tiimorlerinde standart tedavi yontemidir (1).
Parsiyel nefrektomide renal fonksiyonlara etki eden faktorler baslica tiimore, hastaya ve
cerrahiye bagh 3 ana baslikta degerlendirilmistir. Hastaya bagli faktorler; artmis yas, soliter
bobrek, disiik operasyon oncesi glomeriiler filtrasyon hizi ve erkek cinsiyet; tiimore bagl
faktor artmis tiimor ¢api; cerrahiye baglh faktor sicak iskemi siiresi olarak raporlanmistir. Bu
etkenlerden sadece sicak iskemi stiresi degistirilebilir bir faktor olma 6zelligi ile digerlerinden
ayrilmistir (2). Bu cerrahi islemde esas olan iki stres faktérdoku ablasyonu ve iskemi-
reperfizyondur(i-R) (3). Renal iskemi, kompleks bir olay1 baslatarak bobrek hiicrelerinin
hasarma ve &liimiine neden olur. iskemik bébrek dokusunun dolagimmin yeniden saglanmasi
icin reperflizyon gerekli oldugu halde, reperfiizyon renal hasara ve disfonksiyona neden olan
ilave bir yikima neden olur (4). Renal iskemiye bagli bobrek hasarinin patofizyolojisi endotel
hasarmin eslik ettigi postiskemik vazokonstriksiyon, inflamasyona sekonder mikrodamarlarin
16kosit ve trombositlerce mekanik obstriiksiyonu ile aciklanirken (5); renal reperfiizyon
hasarma neden olan patofizyolojik mekanizmalar icerisinde; polimorfoniklear l6kositlerin
yapisma ve aktivasyonu, proinflammatuar sitokinlerin serbestlesmesi, reaktif oksijen tiirleri

ile reaktif nitrojen tirlerilerinin olusumu sayilabilir (6,7).

Saflastirilmis mikronize flavonoid fraksiyonu(SMFF) %90 diosmin ve %10 hesperidin
icerir (8). SMFF’nin, I-R’de mikrovaskiiler alanda oksidanlar ve inflamatuar maddeler
tarafindan uyarilan makromolekiillerin ekstravazasyonuna kars1 koruyucu bir etkiye sahip
oldugu bulunmustur (9,10). Ayrica postiskemik dénemde I6kositlerin endotel hiicrelerine olan
adhezyonunun ve migrasyonunun SMFF tarafindan azaltildigi gosterilmistir (9,11). Bunlarla
birlikte SMFF’nin akut lenfodem modeli ¢alismasinda dokudaki 6demi ve inflamasyonu

inhibe ettigi gosterilmistir (12).

Biz bu calismada, SMFF’nin soliter bobrekte ve bilateral bobrekte yapilan parsiyel
nefrektomi olgularinda I-R hasari iizerine koruyucu etkisini incelemeyi amagladik. Bizim
bilgilerimize gore bu ¢alisma SMFF’nin renal I-R hasarini korumasina iliskin ilk deneysel

calisma olacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

Arteryel kan akiminda olusan patolojiye bagli dokularin yeterli kan temin
edememesine iskemi, iskemik olan doku veya organin yeniden kanlanmasina da reperfiizyon
denilmektedir (13). iskemi, hiicrede enerji diizeyinin diismesine ve toksik metabolitlerin
dokuda birikmesine yol acarak hiicre disfonksiyonundan hiicre 6limine kadar gidebilen
biyokimyasal reaksiyonlar1 baslatir (14). Bu reaksiyonlar1 baslatan patofizyolojik etken doku
iskemisi olmasinin yaninda, reperflizyon da inflamasyona yol agmaktadir (15). Dokuda olusan
inflamasyon ise, serbest oksijen radikallerinin(SOR) artmasina, endotel disfonksiyonuna,

mediiller mikrosirkiilasyonda degisiklige ve tiibiiler hasara neden olmaktadir (16).

Hipovolemik sok, yanik, sepsis, pankreatit gibi perfiizyon bozukluguna yol acan
durumlar; iskemik inme ve miyokard enfarktiisii gibi uygulanan trombolitik tedavi veya
revaskilarizasyon ameliyatlarma baglh durumlar; kardiyovaskuler cerrahide aortik ya da
periferik arteryel klemp uygulamalar1 sonrasi; vaskiler, ortopedik ve rekonstriktif
cerrahilerde turnike uygulamalari sonrasi gibi durumlar, tibbin pek ¢ok alaninda sik
karsilasilan I-R klinik tablolaridir (17,18). Tim bu I-R modellerinde ortaya cikan toksik

ajanlar hem hedef organda hem de uzak organlarda hasara yol acabilmektedir (19).

Bobrekte; parsiyel nefrektomi ameliyatlari, renal transplantasyon, sistemik
hipotansiyon, hipovolemik sok, kardiyak arrest, renovaskiiler cerrahi, aortun klempaji gibi
Klinik durumlar sirasinda sicak I-R hasari olusabilmektedir (20,21). Bu hasarin siddeti iskemi
stresine paralel olarak artmakta, sonucgta belirgin doku hasar1 olmaksizin gelisen prerenal
azotemiden, tubiiler veya kortikal nekroza bagl ciddi akut bobrek yetmezligine kadar
degisebilen farkli klinik tablolar karsimiza ¢ikabilmektedir (20,22).

I-R hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili c¢esitli faktorler ileri siirilmiistiir. Bunlar
birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve hiimoral olaylar serisidir (23,24). Ozellikle; SOR
olusumu, polimorf naveli I6kositlerin rolu(PMNL), kompleman sisteminin rolu ve endotel

hicrelerinin roli I-R hasarinin 6nemli faktorleridir.



2.1.iskemi

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan gereksiniminin dolagim tarafindan
saglanamamasit ve bu siiregte olusan atik driinlerin  yine dolasim tarafindan
uzaklastirilamamasidir (25). Iskemik hasarin derecesi hipoksinin derinligine ve siddetine
baghdir. Iskemiye bagli dokuhasarinda hiicresel enerji depolarmin bosalmasi ve toksik

metabolitlerin birikmesi hiicre 6liimine yol acar (26).

Iskemi sonrasinda adenozintrifosfat(ATP) depolarinda azalma, sitozolde serbest
kalsiyum birikimi, SOR olusumu ile mitokondri hasar1 meydana gelmektedir (15). Takiben
gelisen lipit peroksidasyonu ve fosfolipaz aktivasyonu, hiicre membran biitiinligiiniin
kaybolmasina yol agarak hiicre nekrozuna sebep olmaktadir (15). Oksijenin ortamda
bulunmamasi hiicrenin ATP depolarinda hizla azalmaya yol agarak, ATP bagimli iyon
kanallar1 ve iyon transportorlerin fonksiyon kaybi ile oksidatif fosforilasyonda gorevli
enzimlerin islev kaybina neden olur (27). Bu duruma bagh olarak hiicre igi Ca*? seviyeleri
artar (27). Hucre icerisindeki Ca*? miktarindaki artis, I-R hasarinda ilk olarak gdze carpan
olaylardan birisidir ve iskeminin siiresi ile yakindan iliskilidir (28). Normalde hiicre dis1 Ca*?
konsanstrasyonu, hiicre i¢i Ca*® konsantrasyonundan 10000 kat fazladir. Bu fark plazma
membrani ve endoplazmik retikulumda bulunan Ca-ATPaz ve Na/Ca degistiricisi ile korunur.
Hiicre enerjisinin azalmasi Ca-ATPaz’larmn aktivitesi azaltir. Hem Ca* hiicre disma ¢ikisi,
hemde endoplazmik retikulumdan Ca*? sekestrasyonunun bozulmasi ile hiicre i¢i Ca*? artar.
Ayrica enerji azligi ile Na/K ATPaz aktivitesinin inhibe olmasi kalsiyumun Na/Ca
degistiricisi ile hiicre igine girisini etkinlestirir (29). intraselliiler Ca*? artis1 ile fosfolipazlar
ve proteolitik enzimler aktive olurlar (Sekil-1). Fosfolipaz A> aktivasyonu ile membran
fosfolipidleri bozulmaya baslar; plazma ve mitokondriyal membran biyoenerjetikleri ve
gecirgenlikleri de degisir (30). Arasidonik asit, fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu olusur.
Arasidonik asit, direkt etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe ederek SOR olusumunu artirir
(312).

SOR, eslenmemis elektron igeren atom veya molekildir (32). Biyolojik sistemlerde
olusan SOR’lerin endojen kaynaklari oksijen, nitrik oksit, uyarilmis nétrofil, mitokondriyal

elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak



sayilabilir (32). Solunan oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji
olusumunda kullanilirken, yaklasik %5’i de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron

icermesi nedeniyle toksik serbest radikallere doniismektedir (33).

EKSTRASELLULER ALAN Ca™

INTRASELLULER ALAN

\ / Endoplazmik

Stoplazmik Ca*™ artisi retikulum

— N\

Proteaz Endonikleaz

ATPaz Fosfolipaz

ATP Fosfolipid Membran ve Nikleer
azalmasi azalmasi hicre iskeleti Kromatin
Hasari

proteinlerinin
parcalanmasi

Sekil-1: Hiicre sitoplazmasinda kalsiyum artig1 ve sonuglari (39) (Kaynaktan faydalanarak ¢izilmistir)

SOR’nin htcreler tizerinde lipit peroksidasyonu, hiicre proteinlerinin oksidasyonu ve

DNA hasar1 gibi zararl etkileri vardir (34). Hicresel hasara yol agmada basta hidroksil
radikali olmak Gzere peroksinitrit ve hiperklor6z asit gibi serbest oksijen radikalleri

suglanmistir (35).

SOR’lerin ilk olusani1 ve Onciisii genellikle stabil olmayan ve hidrojen peroksit ile

oksijene doniisen siiperoksit radikalidir (36). Fagositoz gorevi yapan makrofaj, notrofil ve



monositler tarafindan enzimatik olarak dretilirler (37). Hidrojen peroksit hiicre
membranlarindan kolaylikla gecebilen, endotelyal hiicreleri hasarlayabilen giiclii bir
sitokindir. SOR olmadig1 halde bir¢ok reaktifin olusum reaksiyonlarina katildigi i¢in hidrojen
peroksitte toksik metabolitler iginde yer alir. Toksik 6zellik gosterebilmesi icin hidroksil
radikaline doniismek zorundadir (36)(Haber-Weiss reaksiyonu). Hidroksil radikali, bilinen
serbest radikaller iginde en gucli olan ve doku hasarinda sorumlu ana radikaldir (37). Cok
kisa émarli ve reaktif olan bu radikal, protein, polisakkarit, niikleik asit ve ansatiire yag
asitleri gibi bircok biyolojik madde ile reaksiyona girer. Bu radikalin en 6nemli 6zelligi,
hidrojen atomlarini hiicre membranindaki poliansatiire yag asitlerinden ayirmasidir. Lipit

peroksidasyonunu baglatarak hiicre membraninda ¢0zilmeye ve buna bagli hiicre 6liimiine yol

acar (38)(Sekil-2).
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Sekil-2: Serbest oksijen radikallerinin etkileri (40) (Kaynaktan faydalanarak ¢izilmistir)



2.2.Reperfuizyon
Iskemik dokudaki kan dolasiminin yeniden saglanmasima reperfiizyon denir (41).
Iskemi sonras1 kan akiminin tekrar baslamasi iskeminin olusturdugu hasardan daha fazla

hasara yol acabilir (42).

Reperfiizyon hasarini 6nlemeye yonelik antinétrofil serumlarla ya da 16kosit adhezyon
molekiillerine karst monoklonal antikorlarla yapilan ¢alismalar, reperfiizyonda mikrovaskuler
permeabilitedeki artistan baslica PMNL’lerin sorumlu oldugunu gdstermistir (43). Iskemi
reperfiizyon hasarinda PMNL’nin roli ile ilgili 6ne sirilen mekanizmalar: Mikrovaskuler
okllizyona yol agmasi, yuksek miktarda SOR dretmesi, sitotoksik enzim salinmasi, vaskiler

permeabilite artis1 ve sitokin salinmasinda artistir (44).

I-R ile 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve I6kosit endotel hiicre adhezyonu meydana
gelir (45). PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlari endotel hiicrelerinde ve lokositlerde
bulunan adhezyon molekiilleri araciliiyla olur. Ik olarak PMNL’lerde bulunan P-selektin
glikoprotein-1(PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek disiik afiniteli 16kosit endotel
baglantisim1  olusturur (I6kosit rolling)(46). lkinci asamada, 16kosit beta-2 integrinler
(CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseluler adhezyon molekiliu-1(ICAM-1)
arasindaki etkilesim sonucunda l6kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir (46). Ugiincii asama
ile, trombosit-endotel hiicresi adhezyon molekiili-1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilari
arasindaki etkilesim ile 16kosit transmigrasyonu gerceklesir. Aktive 16kositler damar disina

ulasinca hasar bolgesine dogru gog etmeye baslarlar (kemotaksis, Sekil-3)(46).

Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve
interlokin-1(1L-1), I6kotrien B4(LT-Ba), trombosit aktive edici faktor(PAF) ve prostaglandin
tirleri  vardir (46). Aktif l6kositler, nikleer transkripsiyon faktorlerinin(NF-kB)
aktivasyonuna ve tlimor nekrozis faktor-alfa(TNF-a) sentezine yol agar (45). Aktif notrofiller
saliverdikleri maddelerle yol agtiklar1 hasarin yani sira, damar iginde olusturduklari hiicre
topluluklari(agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar endoteline yapisarak

mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar (48). Yapilan son c¢alismalarda; nétrofillerin



aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile reperfiize dokudaki nekroz ve apoptozis

derecesi arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur (49).
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Sekil-3: iskemi-reperfiizyon siirecinde olusan 16kosit gogii (47) (Kaynaktan faydalanarak gizilmistir)

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde 16kosit tikaglarinin olusmasina ve sivi filtrasyonunun artmasina,
postkapiller venlllerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasina ve bdylece
mikrovaskdiler fonksiyonun bozulmasina neden olur (20). Reperfiizyonun baslangig
doneminde, endotel hiicrelerinde fazla miktarda stperoksit olusurken nitrik oksit olusumu ise
azalir ve siiperoksit radikali ile nitrik oksit arasindaki dengenin bozulmasi, endotel
hicrelerinden PAF, TNF-a gibi inflamatuvar mediyatorlerin salinmasina ve I6kosit-endotel
hiicre adhezyonuna aracilik eden adhezyon molekillerinin biyosentezinin artmasina neden
olur (50).

SOR olusumunda ve I-R hasarinda onemli bir kaynak olan nétrofiller azurofilik

granillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz enzimlerini



icerirler. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamas: ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin
yaklasik %70’i NADPH-bagimli oksidaz ile siiperoksit iyonlarina oksitlenmektedir.
Stiperoksit iyonlar1 hidrojen peroksite, hidrojen peroksit ise kloriir iyonlarmin varliginda
miyeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside indirgenir. Hipoklorik asit gucli bir

oksidandir ve bir¢ok biyolojik molekdlle kolayca reaksiyona girebilir (51).

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin aktivasyonu ile proinflamatuar
komponentler; C3a, C5a, C3b ve C5b-9 olusur. Kompleman sistemi, lokosit adhezyon
molekdllerinden; vaskdiler hiicre adhezyon molekili 1 (VCAM-1), interseltler adhezyon
molekili 1 (ICAM-1), E-selektin ve P-selektin sentezini arttirir. Ayrica TNF-a, IL-1 ve I1L-6

uretimini uyararak inflamatuvar yaniti amplifiye eder (52).

I-R hasarinin olusmasinda endotel hucreleri 6nemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel hicreleri
SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR iiretim kaynagidir. Endotel,
mikrovaskiler homeostazdan sorumlu olan endotelini ve nitrik oksidi Uretir. 1-R hasarinda
endotelin/NO orani endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon, venlerde
vazodilatasyon olur (53). Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi diisiiktiir, ancak metal
iceren bilesikler ve radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit radikallerle
tepkimeye girmesi nitrik okside antioksidan bir etki kazandirir. indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz(iNOS) enziminin indiksiyonu sirasinda nitrik oksit derisiminin artmasi ile
oksidasyonu da hizlanir ve gesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tlrler nitrik
oksidin dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna Yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin

sonlanmasina neden olabilirler (54).
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Sekil-4: iskemi reperfiizyon hasar1 patofizyolojisi (55) (Kaynaktan faydalanarak ¢izilmistir)

2.3.Renal Iskemi Reperfiizyon Hasar

Bobreklerdeki I-R hasarinin mekanizmast multifaktdriyel ve birbirine bagli hipoksi,
serbest radikal hasari ve inflamatuar cevaplarla iliskilidir (56). Prerenal faktorlere baglh
gelisen iskemik hasarda preglomeriler vazokonstriksiyon, glomeriiler filtrasyon hizinin
azalmasindaki en 6nemli sebep olarak goziikmektedir (57). Norohormonal cevabin uyarilmasi
ile renin anjiyotensin aldosteron sistemi aktive olur. Glomeriler plazma akimi %30-50
oraninda azalir. Katekolaminlerin, anjiyotensin II’'nin ve endotelinin seviyeleri artar ve
vazokonstriksiyon gelisir (26). Preglomeriler sebepler sonucu makula densaya ulasan
solitlerin miktariin artmasi ile tibtloglomeriler feedback mekanizmasi da aktive olur ve bu
aktivasyon vazokonstriksiyonun devam etmesine sebep olur (58). Iskemik bobrekte
vazokonstriktor maddelerin etkisine kars1 asir1 bir hassasiyet ve vazodilatdr maddelerin
etkisine kars1 da direng s6z konusudur (59). Oksijenlenmenin bozulmasi ile artan intraseliiler

kalsiyum birikiminin afferent arteriyollerdeki direng artisi ile iligkili oldugu bildirilmistir (60).
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Sekil-5: Iskemik Renal hasar patogenezinde rol oynayan faktorler (56) (Kaynaktan faydalanarak ¢izilmistir.)

Hipoksinin devam etmesi ve inflamatuar cevap, akut bobrek yetmezliginde rol
oynamaktadir. Iskemik olay diizelse bile reperfiizyon sirasinda kan akiminda %40-50
oraninda azalma devam eder (27). Kan akimindaki bu azalma, endojen vazokonstriktorler ve
iskemi sonrasi endotel gegirgenligindeki artis ile iliskili oldugu diistiniilmistir (61,62).
Gelisen interstisyel ddem kan akimini, medulladaki damarlara basi uygulayarak daha da
bozabilmektedir (63). Endotel hicrelerinde P ve E selektin ekspresyonu arttigindan,
I6kositlerin endotel hiicrelerine adhezyonu artar (64). Ayn1 sekilde ICAM-1 ekspresyonu da
artmaktadir (65). Bu olaylari takiben 16kosit adhezyonu ve infiltrasyonu ile vazokonstriksiyon
ve lokal kan akimindaki azalma bir kisir dongii halinde devam eder. Sonucgta glomertler
filtrasyon hizinda azalma ile birlikte subletal hasardan apoptozise ve nekroza kadar gidebilen
bir tablo gelisir (66).
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Tubuler hasar gelisimindeki bir diger mekanizma da oksidatif strestir. Ozellikle
proksimal tlbdl hucrelerinin metabolik agidan yogun olmalari, akut tlbdler nekroz sirasinda
mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik kalsiyum artis1 nedeniyle oksidatif molekiiller fazla
miktarlarda olusur. Olusan hidroksil radikalleri gibi SOR’ler, lipit peroksidasyonuna sebep
olarak, hiicre proteinlerini okside ederek, plazma ve mitokondri membranini bozarak ve

DNA’ya hasar vererek hiicre zedelenmesine sebep olur (67).

Tiibiiler hasarin gelismesine katkida bulunan bir diger molekiilde iINOS’dur. Hipoksi
de iNOS protein dizeyleri ve nitrik oksit seviyeleri artmaktadir (68). Salgilanan nitrik oksidin
oksijen radikalleri ile uzaklastirilmasi sirasinda olusan peroksinitrit, tlibll hasarina yol
agmaktadir (69). iNOS blokaj1 saglandiginda ise 16kosit infiltrasyonu ve iskemi-reperflizyon

hasar1 engellenebilmektedir (70).

Iskemik akut tiibiiler nekrozda inflamasyonu baslatan en énemli basamak, tubiiler
hasar sonucu tubul hiucrelerinden inflamasyonu tetikleyen TNF-a, IL-6, IL-10, ve TGF-f gibi
sitokinlerle, monosit kemoatraktan protein-1, interlokin-8 ve RANTES gibi kemokinlerin
salgilanmasidir (71). Iskemi-reperfiizyon hasar sirasinda kompleman sistemi de aktive olur,
I6kotrienler ve PAF gibi faktorler de salgilanir (72). Endotel ve 16kositler arasindaki adhezyon
sonrast l6kositler hasarli bolgeyi infiltre ederler. Kemokinler, SOR, IL-1 ve TNF-a gibi
sitokinler de I6kositleri bu bolgeye cekerler (73). Hasarli bolgeye infiltre olan I6kositler SOR,
miyeloperoksidaz, elastaz, lokotrienler gibi enzimlerin salgilanmasina sebep olarak iskemik

dokuda direkt hasara sebep olurlar (74).

2.4.Saflagtirilmis Mikronize Flavonoid Fraksiyonu (Diosmin-hesperidin)

SMFF %90 diosmin ve %10 hesperidin olarak ifade edilen flavonoid igerir (75).
Giliniimiizde hemoroidal atak ve vendz yetmezlik hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir
(76). Diosmin oral yolla uygulandiktan sonra intestinal florada diosmetine doniistiiriilerek
ince bagirsaktan emilir (77). Maksimum plazma konsantrasyonuna ulagma siiresi 1 saattir.

Plazma konsantrasyonu 2 saat sonra yavas¢a diismeye baslar. 48 saat sonra bile kanda
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saptanabilir (78). Mikronize diosmin eliminasyonunun idrar ve feces yoluyla ilk 24 saatte
%34°1, ilk 48 saatte ise %86’s1 tamamlanir (75).

SMFF son derece gilivenli goriilmekte ve higbir ciddi yan etkisi bulunmamaktadir.
Ratlarda yapilan ¢alismada 26 hafta boyunca SMFF verilmesi sonrasi 6liim, kilo degisimi,
standart fonksiyonel testlerde herhangi bir degisim gdzlenmemistir (79). Insan ¢alismalarinda,
SMFF-plasebo karsilastirilmasinda minér yan etkiler SMFF grubunda %10, plasebo grubunda
%13.9 gozlenmistir (80). Yan etki insidansit 70 yas dstii hastalarda veya ek hastalig
bulunanlarda(hipertansiyon, diyabet, ateroskleroz, norolojik hastalik, alkolizm) toplumdan
farkli saptanmamistir. Ayrica bu eslik eden hastaliklarda kullanilan ilaglarla herhangi bir
etkilesimi de saptanmamustir (81). Sistolik veya diyastolik kan basinct ve laboratuar degerleri
izlenen bir klinik aragtirmada, bu parametreler her 4 ayda 1 kontrol edilmis ve 1 yil boyunca
SMFF 500 mg giinde 2 tablet ile tedavi sirasinda kan basinct degerleri degismemistir.
Laboratuvar degerleri (I6kositler, hemoglobin, karaciger enzimleri, {ire, kreatinin, kan sekeri

ve lipidler) normal fizyolojik aralik i¢inde kalmistir (81).

SMFF, nitrik oksit sentezi Uzerine etkileri ile kilcal hiperpermeabiliteyi azaltir ve
inflamatuar hasar olusturan siire¢lerden mikrosirkiilasyonu koruyarak kilcal damar direncini
arttirir  (82). Ayrica endotel hiicreleri adhezyon molekiilleri(ICAM-1, VCAM-1) ve
I6kositlerin adhezyon molekullerinin(L-selektin, VLA-4, CD 11b) ekspresyonunu azaltir ve
kilcal damar seviyesinde lokositlerin adhezyon, migrasyon ve aktivasyonunu inhibe eder
(83,84). Enflamatuar mediyatorlerin, esas olarakta serbest oksijen radikallerinin ve

prostoglandinlerin(PGE2, PGF2a) saliniminda azalma saglar (11,85).

2.5.Parsiyel Nefrektomi (Nefron Koruyucu Cerrahi)

Modern goruntileme yontemlerinin yaygin olarak kullanilmas: ile asemptomatik,
kicuk bobrek tumorlerinin saptanma orani artmistir (86). Kuguk renal kitlelerin %83 kadarini
renal hicreli kanserlerin(RHK) olusturdugu bildirilmektedir (87). Lokalize RHK tedavisinde,
4cm’den kiglk lezyonlar igin parsiyel nefrektomi(PN), daha buyiik lezyonlar igin radikal
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nefrektomi altin standart tedavidir (88). Son 10-15 yillik siire igerisinde 4 cm’den Kiglk
lezyonlar igin PN tercih edilen yaklagim olurken, zamanla uygun vakalarda 7 cm’den biiyiik

lezyonlar icin de tercih edilebilir bir yontem olmustur (89).

“Nefron koruyucu” terimi Cleveland Klinik’ten Licht ve Novick tarafindan 1993
yilinda yayinlanan bir makalede kullanilmis ve bu makalede 1967-1991 yillar1 arasinda kars1
taraf bobregi normal olan 241 hastada renal tumor rezeksiyonu bildirilmistir (90). Bundan
sonra agik parsiyel nefrektominin yaygin olarak kullanima girmesi ile klinik bilgi artmistir.
Glinimiizde acik, laparoskopik ve robot yardimli olarak parsiyel nefrektomi

yapilabilmektedir.

Parsiyel nefrektomide timor rezeksiyonu, renorafi ve hemostaz gibi ameliyatin en
onemli kisimlarmi bobrekte kalici hasar yapmadan tamamlamak icin ¢alisilabilecek
maksimum sicak iskemi zaman1 30 dakika olarak bildirilmektedir (91). Ancak son zamanlarda
yapilan calismalar bu siirenin 20 dakika olmasi gerektigini bildirmekte, bu siirenin altinda

dahi olsa her iskemik dakikanin zarar verici oldugu vurgulanmaktadir (92,93).

Parsiyel nefrektomi ile saglanan nefron koruyucu yaklagimin renal tumori olan
hastalardaki kronik bobrek yetmezligi riskini azalttigi ve onkolojik sonuglarin radikal
nefrektomi ile karsilastirilabilir oldugu gosterilmistir (94,95). Kardiyovaskuler morbidite ile
kronik bobrek yetmezligi arasindaki baglantinin  gosterilmesi ile nefron koruyucu
yaklasimlarin 6nemi daha da artmis ve nefron koruyucu yaklasimin genel sag kalim iizerine

olumlu etkisi kanitlanmistir (97,99).
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3.YONTEM VE GERECLER

Deney protokolii Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi, Deneysel Hayvan Etik
Kurulu tarafindan onaylandiktan sonra calismaya baglandi. Deney 6ncesi iki haftalik siirede
laboratuvar kosullarina (22°C * 2, 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik, %45-50 nem, 1 atmosfer
basinca) alistirilan denekler kuru kafeslerde barindirilacaklardir. Beslenmelerinde standart

sigan yemi ve sehir sebeke suyu kullanilacaktir.

3.1.Deney Gruplan

Calismada 200-250 gr agirliginda 8 haftalik 48 adet erkek Sprague-Dawley tiirQ ratlar
soliter bobrek modeli olusturulan(l.- 2. ve 3. Grup) ve soliter bébrek modeli olusturulmayan
bilateral bobrekli(4.- 5. ve 6. Grup) ratlardan olusan 2 ana grup kendi igerisinde Sham grubu
(1. ve 4. Grup), iskemi-reperfizyon(l-R) grubu(2. ve 5. Grup) ve tedavi grubu(3. ve 6. Grup)

olmak iizere 3’er gruptan toplamda esit sayida 6 gruba ayrildi.

1.Grup: Soliter bobrek modeli olan siganlarda Sham operasyonu(soliter Sham grubu)
2.Grup: Soliter bobrek modeli olan siganlarda I-R + %0.9NaCl(soliter I-R grubu)
3.Grup: Soliter bobrek modeli olan siganlarda 1-R + SMFF tedavisi(soliter tedavi
grubu)

4.Grup: Bilateral bobrekli siganlarda Sham operasyonu(bilateral Sham grubu)

5.Grup: Bilateral bobrekli siganlarda I-R + %0.9NaCl (bilateral I-R grubu)

6.Grup: Bilateral bobrekli siganlarda I-R + SMFF tedavisi (bilateral tedavi grubu)

n=48
Soliter bobrekli ratlar (n=24) Bilateral bobrekli ratlar (n=24)
Soliter Sham Soliter I-R Soliter tedavi Bilateral Sham Bilateral I-R Bilateral tedavi
grubu (n=8) grubu (n=8) grubu (n=8) grubu n=8 grubu n=8 grubu n=8

14



3.2.Saflastirilmis Mikronize Flavonoid Fraksiyonu Hazirlanisi ve Uygulanmasi

SMFF, c¢ozelti olarak 25ml distile su igerisine 2gr daflon(Daflon 500 mg, Servier,
Turkiye)konularak hazirlandi (98). Homojen ¢oziinmenin tam olarak saglanabilmesi amaciyla
distile su igerisine katilmadan 6nce daflon havanda doviilerek toz haline getirildi. Ardindan
2500 devirde 2 dakika karstirildi. Son olarak, sonic titresim uygulandi. SMFF,
80mg/kg(1lml/kg) olacak sekilde oral gavajla verildi (98). I-R gruplarinda %0,9NaCl’de,
SMFF ile ayn1 miktar(1ml/kg) ve ayni yolla(oral gavaj) uygulandi.

3.3. Anestezi ve Cerrahi Prosedur

Anestezi icin  70mg/kg ketamin hidroklorid ve 10mg/kg xylazin hidroklorid
intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Gerektiginde ratlarin anestezi derinligini sabit tutmak
icin ketamin (yar1 dozda, 35 mg/kg) refleks yanitlara (pensetle ayaga agrili uyaran verilmesi-

pedal refleks, palpebral ve korneal refleksler) bakilarak tekrarlandi.

3.3.1 Soliter Bobrek Modeli Olusturulmasi

Soliter bobrek modeli olusturmak igin 1. 2. ve 3. Gruplar tarif edildigi sekilde anestezi
altina alindiktan sonra, karin cildi tras edilerek % 10 povidoniyod ile temizlenerek abdomen
2cm’lik st orta hat insizyonu ile acilarak batina girildi. Bagirsaklar ekarte edilerek sag renal
pedikil bulundu. Sag bobrek pararenal yagli dokudan serbestlendikten sonra renal pedikiil
baglanip kesildi ve sag nefrektominin tamamlanmasi suretiyle soliter bobrek modeli
olusturuldu. Batin agikken zorunlu kaybedilen siviy1 yerine koymak amaciyla 2-3ml steril
serum fizyolojik intraperitonal olarak verildi. Insizyon kas ve cilt ayr1 ayn siitiire edilerek
kapatilip, %10 povidoniyod ile dezenfeksiyon yapildi. Islem sonrasi karsi bobrekte hipertrofi

gelisiminin olabilmesi amaciyla 30 giin beklendi.

3.3.2. SMFF Tedavisinin Verilmesi

I-R olusturulmasi amagli cerrahi islemden 6nce, 3 giin boyunca, her gin 1 kez ve
islem giinii islemden yaklasik 1 saat once olacak sekilde, daha once tarif edildigi sekilde,
hazirlanmis 80mg/kg(1ml/kg) SMFF tedavisi oral gavaj yoluyla tedavi gruplarina(3. ve
6.Grup) verildi (82). I-R gruplarinda(2. ve 5.Grup) ise 1ml/kg(SMFF ile ayni miktarda)
%0.9NaCl tedavi gruplarinda oldugu gibi cerrahi islemden 6nce 3 giin boyunca, her giin 1 kez

ve igslem giinii islemden yaklagsik 1 saat 6nce olacak sekilde, oral gavaj yoluyla verildi.
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3.3.3.Iskemi — Reperfiizyon Olusturulmasi

Soliter bobrek modellerinin olusturulmasindan 30 giin sonra ayni anestezi protokolii
kapsaminda tim gruplara islem yapildi. Ilk cerrahi islemden farkli olarak rektus kasi sol
lateral kenarina denk gelecek sekilde yaklasik 2-3cm’lik abdominal insizyon yapilarak batina
girildi. Boylece bagirsaklarin daha kolay ekartasyonu ve sol renal pedikiile daha kolay

ulasilmasi saglandi.

Iskemi saglanmas1 igin pararenal yaglar serbestlenmeden sol renal pedikiil diseke
edildi (Resim-1). Sol renal pedikiiliin posteriorundan 10cc’lik enjektor kapagi gecilerek renal
arter ve venin kompresyonu saglandi. Ardindan enjektor kapagi 360° dondurilerek renal

arterin torsiyone edilmesi suretiyle iskemi saglandi (Resim-2).

Sham operasyonu gruplarinda(l.grup ve 4.grup) iskemi yapilmaksizin, 45dk iskemi
stiresince cerrahi stres olusumu saglanilip sonrasinda insizyon kapatildi. 24 saat reperfiizyon

suresi beklendi.

I-R gruplarinda(2.grup ve 5.grup) ve SMFF tedavisi gruplarinda(3.grup ve 6.grup)
45dk iskemi suresi igerisinde sol bobrek alt pol parsiyel nefrektomi yapildi (Resim-3). 45dk
iskemi siiresi sonunda enjektor kapagi alinip, renal arter detorsiyone edildikten sonra,
reperfiizyonun baslamasi ile birlikte alt pol rezeksiyonunun oldugu kisimda meydana gelen
hemoraji, termokoter kullanilarak koagiile edilmek suretiyle kontrol edildi (Resim-3).
Kanama olmadigindan emin olunduktan sonra insizyon hatt1 kapatilarak, 24 saat reperfiizyon

suresi beklendi.

3.Gruptan bir rat anestezi altinda iken solunum depresyonu ile ex oldu. 2.grup, 5.grup
ve 6.gruptan 1’er rat, uyandiktan sonra 24 saatlik reperfiizyon siiresini doldurmadan ex oldu.
2. — 5. ve 6.Gruptaki ratlara 6liim nedeni hakkinda fikir sahibi olmak amaciyla otopsi yapildi.
2 ratta akciger 6ddemi, 1 ratta ise akciger 6demiyle birlikte alt pol ¢evresinde minimal renal

hematom saptandi.
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Resim-2: Soldan saga sirasiyla enjektor kapagmin renal arter ve ven altina yerlestirilerek kompresyon
saglanmasi; Enjektor kapaginin 180°dondurilmesi; Enjektor kapaginin 360° déndirilmesi ile renal arter ve
venin torsiyone edilmesi;Enjektor kapaginin iskemi siiresince cilde tesbiti
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Resim-3: Parsiyel nefrektomi sonrasi termokoter ile kanama kontrolii

3.3.4. Ornek Alim ve Sakrifikasyon
Tum gruplardan, 24 saatlik reperfiizyon siiresini tamamladiktan sonra anestezi altinda,
parsiyel nefrektomi sonrasi kalan rezidii bobrek dokusu ve intrakardiyak kan alindi.

Orneklerin alinmas1 tamamlanan rat anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

3.4.Biyokimyasal Parametreler
3.4.1.Kan Analizleri

Tim hayvanlardan oksidatif stres, DNA hasar1 ve enflamasyonu belirlemek igin
heparinize tlplere intrakardiyak alinan kan oOrnekleri hemen buzlu su igine konularak
laboratuara ulastirildi. Ornekler 6ncelikle DNA hasar 6l¢iimii i¢in mononiikleer 16kositlerin
seperasyonunda kullanildi. Kalan 6rnekler daha sonra 3000 rpm de 5 dakika santriifiij edilerek
ayrilan plazma oksidatif stres parametrelerinin ol¢limiinde kullanilmak tizere 80°C derin

dondurucuda saklandi.

Mononikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque—1077 Uzerine bir ml taze heparinize kan yavasga konup 2100 rpm
ve 250°C'de 30 dakika santrifilj edildi. Orta tabakada biriken mononukleer l6kositler pipet
yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 170 rpm ve
250°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat tamponu
(pH=7,4) ile 106 mononiikleer 16kosit/ul olacak sekilde diliie edildi.
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3.4.1.1.Comet Assay (alkali mononukleer hicre elektroforezi) Yoéntemi ile DNA Hasar
Tayini

YoOntemin Prensibi

Comet assay yontemi alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek
hlcreler veya gekirdekgikler agaroza yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormemis DNA’lar
tasinma sirasinda comet (kuyruk) olusturmazlar. Oysa DNA fragmente olmussa fragmentler
(nukleik asitler) farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan

elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar
(99,100).

Yonteminin Uygulanisi

Slaytlarin Hazirlanmasi

%1,0 ‘lik NMP agaroz jel hazirlanarak 80ul jel kenarlari buzlanmis lam Uzerine
damlatild1 ve tizeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra
lamelleri kaldirildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile mm? te 104 hiicre olacak sekilde diliie
edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,5’lik low melting point (LMP)
agaroz jel (37°C) ile karigtirilarak birinci tabaka tizerine tabakalandirildi ve tekrar lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi igin 5 dakika bekletildi. Ugiincii asamada da aym
konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin iizerine ince bir tabaka halinde

tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi tamamlandi (99,100).

Lizis asamasi

Hazirlanan lamlar yaklagik bir saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
iceren soguk lizis sollisyonunda bekletildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M
NaCl, 10 mM trizma base ve %1 oraninda triton X-100’den olugmaktadir. Bu soliisyonun pH

‘st 10’a ayarland1. Lizis tamponu ile hiicre ve gekirdek zar1 lizise ugratildi (99,100).

Elektroforez Tamponu

Elektroforezde yiiriitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar alkali
elektroforez tamponunda (ImM EDTA ve 300 mM sodyum hidroksit pH <13) 20-30 dakika
inkiibasyona birakildi (99,100).
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Elektroforezde Yuritme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mA, 14 volt’luk elekriksel alanda ve 5-25°C’de 30 dakika
yuratalda (99,100).

Notralizasyon
Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon c¢ozeltisini

ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dk siire ile 3 kez noétralizasyon tamponu ile (0.4 M

Tris-HCL, pH 7.5) yikand1 (99,100).

Boyama

Noétralizasyon tamamlandiktan sonra etidyum bromit boyasi ile (5Smg/ml) boyandi(3-
4). Herbir slayt i¢in 20 mL boya slayt {izerine damlatildiktan sonra lamel ile {izeri kapatilarak
20 blyutmeli floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 20 nm) DNA

goriintlisti degerlendirildi.

Analiz
DNA-‘daki hasarlarin kuyruklu yildiz goriintiileri florasan mikroskobunda ortalama 50

hiicre sayilarak comet dl¢lim programu ile degerlendirildi.

3.4.1.2.Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Prensip:

Erel tarafindan(101) gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, gucli serbest
radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini Olgen bir metoddur. Fe?*—o-
dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH radikalini
olusturur. Bu giicli reaktif oksijen tiirii indirgen diisiikk pH’da renksiz o-dianisidine molekull
ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini olustururlar. Dianisidyl
radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu artmaktadir. Ancak
orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu
durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde spektrofotometrik olarak Olglilerek

sonug verilmektedir (101).
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3.4.1.3.Total Oksidant Seviye (TOS)

Prensip:

Ornekte bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ti¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 6lgilmektedir ve tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir (102).

3.4.1.4.0ksidatif Stres Indeksi (OSI)
Total Oksidatif Stres (TOS) / Total Antioksidan Kapasite (TAK) seklinde boliinerek
Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesapland: (103).

3.4.1.5.Katalaz (CAT)
Prensip
Katalaz H2O2’nin su ve molekiiler oksijene yikimini katalizler. H2O2 nin 15181 absorbe

etmesinden yararlanilarak 230 nm’de H202‘nin yikim hiz1 spektrofotometrik olarak 6l¢ullr
(104).

CAT
2H>0, 2H.0 + O3 - >

Ayrraclar

e Tris-EDTA tamponu (1 M tris-HCI-5 mM EDTA, pH 8.0): 12.1 g tris, 168 mg
disodyum-EDTA 80 ml suda ¢oziiliir, HCI ile pH 8’e ayarlanir ve hacim 100 ml’ye
tamamlanir.

e 10 mM hidrojen peroksit

e 9% 95 etanol

Deneyin Yapihisi

Deneyin yapilmasindan hemen 6nce 1:20 eritrosit hemolizati, [1-merkaptoetanol-
EDTA c¢ozeltisi ile 100 kez sulandirildi. Katalaz ve hidrojen peroksitin olusturabilecegi
katalazin inaktif sekli olan kompleks II'nin yikimini saglamak tizere, sulandirilmis hemolizata

0.02 ml/1 ml hemolizat olacak sekilde etanol eklendi. Bir reaksiyon kiivetine, 0.05 ml tris-

21



EDTA tamponu, 0.9 ml 10 mM hidrojen peroksit, 0.03 ml distile su konulup karistirildiktan
sonra 37°C de 10 dakika tutuldu. Daha sonra bu karisima 0.02 ml etanollii hemolizat eklendi

ve 230 nm’de absorbans degisimi izlendi. Ayira¢ korii i¢in hidrojen peroksit yerine su

kullanildi.

Hesap
Enzim aktivitesi hidrojen peroksitin 230 nm’deki ekstinksiyon katsayis1 (0.071 mM™*
cm-1) kullanilarak hesap edildi. Sonuglar, gram hemoglobin basina enternasyonal iinite (IU/g

Hb) olarak belirtildi.

AOD/ dak VTopIam
0,071 VOmek

CAT Aktivitesi (U/ml) = X

AOD = Optik Dansite Degisimi
0,071 =1 pmol H202’nin 1 em’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V1oplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

CAT Aktivitesi

CAT Spesifik Aktivitesi =
Hb degeri

3.4.1.6.Plazma Malondialdehit (MDA)

Prensip

Lipit peroksidasyonu drtnleri ile (baslica MDA) tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki
reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk spektrofotometrik olarak olgiildii. TBA ile reaksiyona
girerek ayni rengi veren suda ¢Oziiniir maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in, serum

lipitleri proteinlerle birlikte fosfotungstik asit/stlfirik asit ile cokturalir.
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Ayiraglar
e 0.084N H2SOq4
e %10 Fosfotunstik Asit (PTA)
e TBA Reaktifi: Esit hacimde %0.67 TBA ve Asetik asit karigimi.
e N - Butanol

e TMP (Tetrametoksipropan std.)

Deneyin Yapihisi

Cam bir tupe 0,3 mL serum konularak tizerine 2.4 ml 0.084 N H2SO4 ilave edildi. 0.3
ml %10 PTA eklenerek 5dk beklenir. 1600 g de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatan atilir ve
sedimente 4mL distile su ve 1 mL TBA eklenir. Su banyosunda 95°C’de 60dk tutulduktan
sonra sogutulup 3 ml N-biitanol ilave edildi. Iyice karistirildiktan sonra 1600g’del5dk
santrifiij edildi ve biitanol fazinin absorbanst 532 nm de okundu. Blank olarak distile su ile

TBA karigimi kullanildi.

Hesap
MDA ig¢in saptanmis optik dansite degeri (1,56 x 106 M-1 cm-1) kullanilarak sonuglar
hesaplandi ve nmol MDA/mL plazma olarak ifade edildi (105).

3.4.1.7.Protein Karbonilleri (PCO)

Prensip
Oksidan etki sonucu protein yapilarinda olusan karbonil gruplart 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona sokulup olusan {riiniin verdigi absorbans spektrofotometrik

olarak hesaplanir.

Ayrraclar
e %20 Trikloroasetik asit (TCA) ve %10 TCA
e 2,4-DNPH (19,8 mg/ 10 ml 2 N HCI iginde)
e 1N NaOH ¢ozeltisi
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Deneyin Yapihisi

[k 6nce 250ul drnek alinir ve 500ul %20 TCA ile karistirilir. 11,000 x g ‘de santrifriij
edildikten sonra slipernatant atildi. Cokelti tizerine 500ul DNPH ilave edildi. Oda sicakliginda
ara sira karigtirilarak 1 saat inkiibe edildi. Uzerine 500ul %20 TCA eklendi, 2-3 dakika
bekletildikten sonra, 11,000 x g’ de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi, ¢okelti %10
TCA ile yikandi. Tekrar santrifiij edilerek, bu islem iki kez tekrarlandi. Pellete 1 ml 1N NaOH
eklendi ve 37°C’de tutularak ¢oziilmesi saglandi. Olusan rengin absorbansi 360 nm’de
okundu. Kor olarak DNPH yerine 2 N HCI kullanildi.

Hesap
Sonuglar protein karbonilleri i¢in ekstinksiyon kat sayisit olan 22,000 M-1 cm-1
kullanilarak pmol/mg protein olarak ifade edildi (106).

3.4.1.8.Paraoksonaz Aktivitesinin Olgimi(PON1)
Paraoksonazaktivitesi(PON1) , Furlong(107,108)ve Mackness'm(109) metodlar

kullanilarak 6lglldi. Paraoksonaz’in katalizledigi reaksiyon asagida goriildiigi gibidir.

Aril dialkil fosfat + H20 — Dialkil fosfat + aril alkol

HBC_\O..E_O_:HZO _F’_‘li HsCW\O-"g«O—-\ . r
CH; ©Ca O CH;
NO;
NO,
paraokson dietilfosfat p-nitrofenol

Paraoksonaz enzim aktivitesi 6lgiminde substrat olarak paraokson (0,0- diethy -O-

nitropheny phosphate), arilesteraz 6lglimiinde ise substrat olarak fenil asetat kullanilmistir.
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Paraoksonaz aktivite 6lgiminde 5 mM CaCl2 ve 7 mM paraokson ihtiva eden pH=8 olan 100
mM Tris- CI tamponu kullanildi ve Reaktif 1 (R1) olarak kabul edildi. Numune hacminden
10uL reaktif den 220uL alinarak abbott acroset otoanalizor cihazina tatbik edilerek caligildi.
Paraoksonaz’in enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenol’in 412 nm deki dakikalik
absorbans olusumu kaydedildi. Molar absorbsiyon katsayisi 18290 (g¢) alinarak (107,108),
aktivite icin 1 Unite, 1 mikromol p-nitrofenol/ml serum/dk olarak asagidaki formiile gore

hesaplanda.

AA/dk x T.V(mi) x 10° AAJdK x  (T.Vx 10%)
IU / It (umol /dk/L) = =
e x Isik yolu x N.V (ml) € X Isikyolu X N.V

A: Absorbans

AA/dk : Dakikalik absorbans artisi

T.V: Deney tiipiindeki toplam s1vi miktar1

106: Sonuclar1 umol /dk/L = U/L'ye ¢evirme katsayisidir.

¢ : Ekstinsiyon katsayisi: Reaksiyon sonunda okunan maddenin molar absorbtivite
katsay1s1 olup sabit bir degerdir.

e = A/l x C'dir. A= ¢ozeltinin gercek absorbansi, 1= 151k yolu (cm), C= ¢dzeltinin
konsantrasyonu (mol/L) dir.

Isik yolu: Okuma kiivetinin ¢ap1 (cm cinsinden)

N.V: Reaksiyona katilan numune hacmi.

3.4.1.9.Arilesteraz(ARES) Aktivitesinin Olguimi

Arilesteraz aktivitesi(ARES) olcumleri igin ise 2 mM CaCl2 ihtiva eden 100 mM Tris-
HCI; pH=8 tamponu kullanilarak; substrat olarak paraokson yerine son konsantrasyonu 13
MM olacak sekilde fenilasetat ilave edilmistir ve arilesteraz’in enzimatik hidrolizi sonucu
olusan fenol 270 nm de Jasco V-530 UV/VIS spektrofotometresinde dakikalik fenol olusum
absorbansi Ol¢iilmiistiir. Molar absorbsiyon katsayist1 1310 (g) alinarak (107,108,109),

arilesteraz aktivitesi icin 1 iinite, 1 mikromol fenol/ml serum/dk. olarak tanimlanmistir. Bu
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calismada numune voliimii 400 kat diliie edilerek ¢alisilmistir. Sonuglar yine paroksanazdaki

enzim aktivitesi formiiliine gére hesaplandi ve U/L olarak degerlendirildi.

Reaktif 1 tekrar hazirlanip fenotipik ayirim icin igerisine 1M NaClI ilave edilerek
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi i¢in tekrar calisildi. Sonuglar yine yukaridaki gibi

hesaplanda.

/ " PO 1
Y —0-C—CHy ——> _CH + HRCO0

Fenil asetat Fenol Asetat

3.4.1.10.Plazma Tiimér Nekrozis Faktor Alfa ve interlokin 1 Beta Analizleri

Plazma ornekleri, Rat Interlokin 1 Beta(IL-1B) (Eastbiopharm, Cat. No: CK-E30419),
ve Rat Timodr Nekrozis Faktor Alfa(TNF-a) (Eastbiopharm, Cat. No: CK-E30635) ticari
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Kitleri kullanilarak Thermo marka Varioskan

Multireader’da spektrofotometrik olarak dl¢iimleri yapildi.

3.4.2. Doku Analizleri

Deney sonunda; siganlardan alinan doku ornekleri tartilip, 1/5 oraninda soguk %]1,15
M KCI soliisyonu ile 14000 devirde 30 dakika homojenize edildi. Daha sonra +4 °C’de 10000
x g’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar1 ayrildi. Siipernatantlarda interlokin 1 beta,
interlokin 6, tumor nekrozis faktor alfa ile total antioksidan kapasite ve total oksidan diizeyleri

ol¢iildii. Protein tayini Lowry yontemine gore yapildi.

3.4.2.1.Doku Total Antioksidan Kapasite (TAK) Analizleri

Total antioksidan durum Ol¢limii Erel yontemine gore yapildi. Yontemin prensipi,
ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini, renksiz ABTS formuna
indirgemesine dayanir (102). Standartlar, doku yerine 0 (standart 1) ve 1 (standart 2)
milimolar Trolox ekivalan/ litre (mmol Trolox Eg/L) konsantrasyonlarindaki standart

¢ozeltileri kullanilarak ¢alisildi. Ikinci ve ilk dlgiimler arasindaki farktan absorbans degisimi
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(AAbs) hesaplandi. Dokulardaki TAS diizeyleri (mmol Trolox Eq/L) kitte belirtilen asagidaki

formiille hesaplandi.

TAS = (AAbs standart 1)-(AAbs numune) / (AAbs standart 1)-(AAbs standart 2)

3.4.2.2.Doku Total Oksidan Status (TOS) Analizleri

Total oksidan durum 6l¢iimii 6lgiimii Erel yontemine gore yapildi. Yoéntemin prensipi,
ornekteki oksidanlarin ferr6z iyon-selator kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve
olusan ferrik iyonlarin asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanir
(103). Standart, doku yerine 20 mikromolar hidrojen peroksit (H.0>) ekivalan/ litre (mmol
H20, Eq/L) iceren dilue standart ¢ozeltisi kullanilarak calisildi. Ikinci ve ilk o6lgiimler
arasindaki farktan absorbans degisimi (AAbs) hesaplandi. Dokulardaki TOS diizeyleri (mmol
H202 Eq/L) kitte belirtilen asagidaki formiille hesaplandi.
TOS = (AAbs doku) / (AAbs standart) x 20

Doku Oksidatif Stresi indeks Analizi (OSI)

OSI = [(TOS, Imol H202Eq. g1 protein) / (TAS, Imol Trolox Eq. g1 protein)].

3.4.2.3.Doku Tumor Nekrozis Faktor Alfa ve Interlokin 1 Beta Analizleri

Homojenize edilmis doku drneklerinde Rat Interldkin 1 Beta (Eastbiopharm, Cat. No:
CK-E30419), ve Rat Tumor Nekrozis Faktoér Alfa (Eastbiopharm, Cat. No: CK-E30635) ticari
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Kitleri kullanilarak Thermo marka Varioskan

Multireader’da spektrofotometrik olarak dl¢timleri yapildi.

3.5.Histopatolojik degerlendirme

Histomorfolojik inceleme i¢in siganlardan elde edilen bdbrek dokulari, 151k
mikroskobik inceleme igin %10’luk tamponlu formaldehid icinde fikse edildikten sonra
parafine gomiildii. Daha sonra hazirlanan parafin bloklardan 4-5 pm kalinhiginda kesitler
alindi. Elde edilen kesitler hematoksilen-eozin boyasi ile boyandi. Boyama isleminden sonra

kesitler 151k mikroskopik olarak incelendi. Deney gruplarina ait bobrek dokusu kesitlerinde
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151k mikroskopik olarak; mononiikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, renal
korpuskul morfolojisi, proksimal tlbuluslarda vakuolizasyon, firgamsi kenar kaybi, tiibiiler

dilatasyon, kast formasyonu degerlendirildi.

Kesitlerden elde edilen goriintiiler degerlendirilirken semikantitatif olarak
tibulointertisyel hasar icin (mononikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, renal
korpuskil morfolojisi, proksimal tiibiluslarda vakuolizasyon, firgamsi kenar kaybi, tiibiiler
dilatasyon, kast formasyonuparametreleri igin) skorlama yapildi. Skorlama 0 = hig yok, 1 =%
0-10, 2 = % 11-25, 3 = % 26-45, 4 = % 46-75, 5 = % 76-100 olarak uyguland1 (110). Her
grup, bitiin parametreler i¢in ayr1 ayri yapilan hasar skorlamasimin toplaminin ortalamasi

tizerinden degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirmesinde SPSS programi
kullanilmis, gruplar aras1 p<0.05 olan degerler anlamli kabul edilmistir. Histopatolojik hasar
skorunun degerlendirilmesinde Kruskall-Wallis non-parametrik varyans analizi kullanildi.
Doku ve serum oOrneklerinin sonuglart ile ilgili diger biyokimyasal degerlerin

yorumlanmasinda ise One way ANOV A-posthocTukey testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1.Histopatolojik Bulgular

Soliter bobrek gruplarinin kendi iginde karsilastirilmasinda Sham grubuyla(1.Grup), I-
R grubu(2.grup) arasinda iskemiye bagli renal hasar skorlamasinda, I-R grubundaki daha
yuksek hasar skoru klinik anlamli saptandi (p:0.014). Ancak tedavi grubunda(3.Grup) I-R
grubuna(2.Grup) gore hasar skorunda azalma saptanmasina karsin, bu degisim klinik olarak

anlamli saptanmadi (p:1).

Renal Hasar
Skorlamasi
4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
i
0 T T T - T T
Soliter Sham Soliter IR* Soliter Bilateral Bilateral IR*  Bilateral
Tedavi Sham Tedavi

Grafik-1: Bobrek histopatolojik incelemesinde ortalama renal hasar skorlari

(*) =>Soliterl-R grubu ile Soliter Sham grubu karsilagtirildiginda (p<0.05), Bilateral I-R grubu ile Bilateral Sham
grubu karsilastirildiginda (p<0.01)

Bilateral bobrek gruplarinin kendi igerisinde karsilagtirilmasinda, soliter bobrek
gruplartyla benzer olarak Sham grubuyla(4.Grup), I-R grubu(5.grup) arasinda iskemiye baglh
renal hasar skorlamasinda I-R grubunda elde edilen daha yuksek hasar skoru klinik anlamli
saptand1 (p:0.001). Ancak tedavi grubunda(6.Grup) I-R grubuna(5.Grup) goére diisiik olan

hasar skoruklinik olarak anlamli saptanmadi (p:1).
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Bilateral bobrek gruplari ile soliter bobrek gruplari birbirleri ile karsilastirildiginda,
Sham gruplarmin(1.Grup ve 4.Grup), I-R gruplarinin(2.grup ve 5.Grup) ve tedavi
gruplarinin(3.Grup ve 6.Grup) arasinda fark saptanmadi(p:1, p:1, p:1).

Resim-4: Sham gruplarna ait histopatolojik kesit 6rnekleri (Kesitlerde herhangi bir hiicre infiltrasyonu, tiibiler
degisim ve firgamsi kenar kayb1 gézlenmedi)
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Resim-5: I-R gruplarina ait histopatolojik kesit 6rnekleri (TUbullerde gdzlenen ileri derecede tubuler atrofi(mavi
ok), tlbller dilatasyon ve vakuolizasyon(siyah ok) ile tublllerde belirgin proteindz madde birikimi(yesil ok) ile
tlbul l1umeninde hiicre debrisleri ve eritrosit ekstravazasyonu(sari ok))
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Resim-6: Tedavi gruplarina ait histopatolojik kesit 6rnekleri (Tiibiillerde I-R gruplarina gére daha hafif derecede
tlbtler atrofi(mavi ok), tiibiler dilatasyon ve vakuolizasyon(siyah ok) ile tiibillerde gorece azalmis proteindz
madde birikimi(yesil ok) ve eritrosit ekstravazasyonu(sari ok))
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4.2.Biyokimyasal Bulgular
4.2.1.Serumda bakilan oksidatif stres ve inflamatuar parametrelerin bulgular:

Soliter bobrek gruplarinin kendi i¢inde karsilagtirilmasinda 1-R grubunda(2.grup)
TAK(p:0.007),  OSI(p:0.015), PON1(p<0.001), ARES(p<0.001) CAT(p:0.006),
MDA(p:0.002), PCO(p<0.001), DNA hasar1(p<0.001) IL-1B(p<0.001) ve TNF-a(p:0.001)
degerlerindeki degisim Sham grubuna(1l.Grup) goére anlamli saptanirken, TOS(p:0.166)
degerindeki degisim anlamli saptanmamustir. Tedavi grubunda (3.grup) I-R grubuna(2.grup)
gére  TAK(p:0.840),  TOS(p:0.5), OSI(p:0.705),PON1(p:0.426), CAT(p:0.424),
MDA(p:0.669) ve TNF-a(p:0.275)degerlerinde beklenen anlamli diizelme ger¢eklesmemistir.
Tedavi grubunda ARES(p:0.018), PCO(p:0.017), DNA hasari(p<0.001) ve IL-1p(p:0.021)

degerlerindeki degisim klinik olarak anlamli diizeyde saptanmuistir.

TAK
(mmol Trolox Equiv/L)

2,5

s | r

1 -

- I I
0 - | | | | |

Soliter  Soliter IR*  Soliter Bilateral Bilateral IR Bilateral
Sham Tedavi Sham Tedavi

Grafik-2: Serum TAK degeri ortalamalarmin gruplara gore degigimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01)
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TOS
(umol H202/L)

20

15 T

0_ T T T T T

Soliter Soliter IR Soliter Bilateral Bilateral Bilateral
Sham Tedavi Sham IR* Tedavi

Grafik-3: Serum TOS degeri ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) - Bilateral I-R ve bilateral Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.05)
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Grafik-4: Serum TAK ve TOS degerlerine gore hesaplanan OSI ortalamalarinin gruplara gére degisimi

(*) = Soliter I-R ve Soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.05), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)



Bilateral bobrek gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasinda I-R grubunda(5.grup)
TOS(p:0.023), OSI(p<0.001), PON1(p:0.003), ARES(p<0.001), CAT(p<0.001),
MDA(p<0.001), PCO(p<0.001), DNA hasari(p<0.001) IL-1p(p<0.001), ve TNF-a(p<0.001)
degerlerindeki degisim Sham grubuna(4.Grup) gore anlamli saptanirken, TAK(p:0.110)
degerindeki degisim anlamli saptanmamistir. Tedavi grubunda(6.Grup) I-R grubuna(5.grup)
gore TAK(p:0.902), TOS(p:0.259), OSI(p:0.139), PON1(p:0.546), CAT(p:0.387),
MDA(p:0.085), IL-1p(p:0.110) ve TNF-a(p:0.238) degerlerinde beklenen anlamli diizelme
gerceklesmemistir. Tedavi grubunda(6.grup) ARES(p:0.005), DNA hasari(p<0.001) ve
PCO(p<0.001) degerindeki yiikselme klinik olarak anlamli diizeyde saptanmustir.

PON1
(U/L)
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200

150 -
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Sham Tedavi Sham IR* Tedavi

Grafik-5: Serum PONL1 ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilagtirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
kargilagtirildiginda (p<0.01)
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Grafik-6: Serum ARES ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) > Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilagtirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)

(**) = Soliter I-R ve soliter tedavi grubu karsilastirildiginda (p<0.05),bilateral 1-R ve bilateral tedavi grubu
kargilagtirildiginda (p<0.01)
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Grafik-7: Serum CAT ortalamalarmin gruplara gore degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)
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Grafik-8: Serum MDA ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) > Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilagtirildiginda (p<0.01), bilateral |-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)
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Grafik-9: Serum PCO ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.05)

(**) - Soliter I-R ve soliter tedavi grubu karsilastirildiginda (p<0.01),bilateral I-R ve bilateral tedavi grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)



Bilateral bobrek gruplari ile soliter bobrek gruplari birbirleri ile karsilagtirildiginda,
Sham gruplarinin (1.grup ve 4.grup), I-R gruplarimin (2.grup ve 5.grup) ve tedavi gruplarinin
(3.grup ve 6.grup) arasinda kanda bakilan oksidatif stres ve enflamatuar parametrelerin
hicbirisinde anlamli fark saptanmadi.

100 pm 100 ym
e ptafil

Resim-7: Comet-Assay yontemi ile DNA kuyruk hasarinin degerlendirilmesi( sagda Sham grubuna aitminimal
kuyruk hasari, solda iskemi grubuna ait belirgin DNA kuyruk hasari)
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Soliter Sham Soliter IR*  Soliter Tedavi** Bilateral Sham Bilateral IR* Bilateral
Tedavi**

Grafik-10: DNA Hasar1 ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)

(**) > Soliter I-R ve soliter tedavi grubu karsilastirildiginda (p<0.01),bilateral I-R ve bilateral tedavi grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)

38



IL-1PB
(pg/L)

1800
1600

.
1400 T
1200 T
1000
800 -
600 -
400
200
0 - : : : : :

Soliter Soliter IR* Soliter  Bilateral Bilateral Bilateral
Sham Tedavi**  Sham IR* Tedavi

Grafik-11: Serum IL-1p ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) > Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilagtirildiginda (p<0.01), bilateral |-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)

(**) = Soliter I-R ve soliter tedavi grubu karsilastirildiginda (p<0.05)
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Grafik-12: Serum TNF-o ortalamalarinin gruplara gére degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)



4.2.2. Dokudabakilan oksidatif stres ve inflamatuar parametrelerin bulgulari

Soliter bobrek gruplarinin kendi i¢inde karsilastirilmasinda I-R grubunda(2.grup)
bobrek dokusunda bakilan TAK(p:0.002), OSI(p<0.001), IL-1B(p<0.001) ve TNF-a(p:0.006)
degerlerindeki degisim Sham grubuna(l.grup) goére anlamli saptanmigken, TOS(p:0.17)
degerindeki degisim anlamli saptanmamistir. Tedavi grubunda (3.grup) I-R grubuna(2.grup)
gore TAK(p:0.19), TOS(p:0.95), OSI(p:0.102), IL-1p(p:0.878) ve TNF-a(p:0.728)

degerlerinde beklenen anlamli diizelme gerceklesmemistir.
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Grafik-13: Doku TAK ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu kargilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)
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Grafik-14: Doku TOS ortalamalarinin gruplara gére degisimi
(*) - Bilateral I-R ve bilateral Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01)
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Grafik-15: Doku TAK ve TOS degerlerine gore hesaplanan OS] ortalamalarinin gruplara gére degisimi

(*) - Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)



Bilateral bobrek gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasinda I-R grubunda(5.grup)
bobrek dokusunda bakilan TAK(p:0.004), TOS(p:0.037), OSI(p<0.001), IL-1p(p<0.001), ve
TNF-a(p:0.046) degerlerindeki degisim Sham grubuna (4.grup) gore anlamli saptanmuistir.
Tedavi grubunda(6.grup) I-R grubuna(5.grup) gore TAK(p:0.916), TOS(p:0.404),
OSI(p:0.052) ve TNF-a(p:0.238) degerlerinde beklenen anlamli diizelme gergeklesmemistir.
Yalnizca IL-1B(p:0.048) degerindeki degisim anlamli saptanmustir.
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Grafik-16: Doku IL-1 ortalamalarinin gruplara gore degisimi

(*) = Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral I-R ve bilateral Sham grubu
karsilastirildiginda (p<0.01)

(**) > Bilateral I-R ve bilateral tedavi grubu karsilastirildiginda (p<0.05)
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Grafik-17: Doku TNF-o ortalamalarinin gruplara gére degisimi

(*) > Soliter I-R ve soliter Sham grubu karsilastirildiginda (p<0.01), bilateral
karsilagtirildiginda (p<0.05)

I-R ve bilateral Sham grubu
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5.TARTISMA

Bobrek I-R hasari, hiicre i¢i haberlesme sisteminin ve hucrelerde meydana gelen
zincirleme reaksiyonlarin sonucu, hipoksi kaynakli akut bobrek yetmezligine neden olan
karmasik bir durumdur (111). Bébrek I-R hasari, nedeniyle olusan ABY artmis mortalite ve
morbidite ile iliskilidir. Bobrek transplantasyonu, renal anjiyoplasti, renal pedikil veya renal
arterlerin tzerinden aortun klemplenmesinin sik oldugu iirolojik ya da vaskiiler cerrahiler,
renal perfiizyonun gegici olarak durdurulmasi veya azaltilmasim gerektirir. iskemik dokuya
kan akisinin yeniden baslamasi, normal fonksiyonlari geri donmesini saglayabilecegi gibi
dokunun paradoksal bir sekilde hasarlanmasina da yol agabilir (112). Reperfiizyon hasari

olarak tanimlanan bu durum, 6zellikle hiicreye zarar veren SOR ile iliskilidir (48).

Oksidan molekiil artis1, viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan, dogal antioksidan
molekiiller tarafindan etkisizlestirilmek suretiyle dengelenmektedir. Oksidanlar, belirli
diizeyin iizerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olursa; oksidan molekiiller, organizmanin
yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerini bozarak
zararl etkilere yol agarlar. Artmig SOR diizeyleri ¢ogu zaman hastaligin ana sebebi degildir.
Primer bozuklugu sekonder olarak ortaya c¢ikarlar ve patofizyolojide énemli rol oynarlar
(113).

Renal 1-R modellerinde allopurinol, vitamin E, melatonin ve zinc aspartat gibi ¢esitli
antioksidan maddeler; glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz, superoksid dismutaz ve
katalaz gibi gesitli antioksidan enzimler; ginkgo biloba, zencefil, sarimsak, karnosin, ¢érek
otu, 1sirgan otu, Uziim c¢ekirdegi gibi ¢ok sayida bitkisel kaynakli eksojen antioksidan
maddeler kullanilmistir (114-123, 145).

SMFF olan diosmin-hesperidin Inan ve ark. tarafindan kolon anostomozlarinin
iyilesmesinde, Yildiz ve ark. tarafindan ise karacigerin I-R hasarindan korunmasinda ve
karaciger iskemisine sekonder meydana gelen ileum ve dalak hasarmin diizeltilmesinde
kullanmis, hem kolon anostomozlarinin iyilesmesinde hem de karacigerin I-R hasarinin

azaltilmasinda basarili sonuglar elde edilmistir (82, 98, 124). Lipidlerde ¢ozlnen
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antioksidanlar smifindan olan flavonoidler serbest radikal yakalayicisi olmalari, enzim
aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre ¢ogalmasini inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen,
antidiyareik, antiiilser ve antiinflamatuvar ilag gibi islev goérmeleri dolayisi ile I-R’den
koruyucu ozellik kazanmaktadir. Ayrica flavonoidler endojen antioksidanlarin korunup ve
guclendirilmesi yolu ile de etkili olabilirler (125, 126, 127, 128). Bizde g¢alismamizda
flavonoidlerin ozellliklerini ve daha 6nce ¢alisilmis diger solid organlardaki I-R hasarina
koruyucu etkisini gozonline alarak parsiyel nefrektomide meydana gelen I-R hasarindan

bobregin korunmasi amaciyla SMFF olan diosmin-hesperidini uyguladik.

Yapilan c¢alismalarda bobrek I-R hasar modeli olusturmak i¢in farkli iskemi ve
reperfiizyon siireleri uygulanmistir. Bhalodia ve ark. renal I-R hasari olusturduklar: ratlarda
inceledikleri Benincasa Cerifera isimli meyve ekstresinin bobrek tizerine koruyucu etkisine
baktiklar1 ¢alismada iskemi suresi 60 dakika olarak tutulmustur (129). Foglieni ve ark. yapmis
oldugu EDTA’nin renal I-R hasar {izerine etkilerini inceledikleri ¢alismada ise yine iskemi
stresi 60 dakika ve reperfiizyon zamani 60 dakika olarak belirlenmistir (130). Williams ve
ark. ise, bilateral renal arter ve veni klempleyerek olusturduklari iskemi modelinde iskemi
siresini 45 dk. tutup reperflizyondan sonraki 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 9, 24. saatlerde ve 1 hafta sonra
I-R hasariin kan kreatin diizeyleri ile bobrek histolojisine etkilerini aragtirmislardir. Bu
calismacilar renal hasarin 45 dk.lik iskemiyi takiben en erken 4. saatte basladigini; hasarin 24.
saatte pik yaptigini bildirmislerdir (131). Bizde calismamizda Williams ve ark.’nin
calismasini model alarak 45dk iskemi siiresini takiben, hasarin pik etkiye ulastigi 24 saatlik

reperfiizyon siiresini uyguladik.

Yildiz ve ark. karaciger I-R modeli iizerinde yaptiklar1 g¢alismada SMFF’nin
antioksidan ve antiinflamatuar etkisi ile karacigeri I-R hasarindan korudugu belirtilmistir (82).
Ancak litaratirde SMFF’nin renal 1-R modeli Gzerindeki antioksidan etkisi Uzerine herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamustir. Onceleri renal I-R modellerinde lipid peroksidasyonun son
uriinu olan MDA miktar1 6lgtimii yapilirken giintimiizde doku ve serumdaki total oksidan ve
antioksidan diizeylerine bakilmaktadir. Yildiz ve ark. bir bagka ¢alismasinda deneysel renal I-
R modelinde eksojen antioksidan maddelerden ¢orek otunu(Nigella sativa) kullanmiglar ve

corek otu verildikten sonra yapilan deneysel renal I-R hasarinda TOS seviyeleri anlamli
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olarak azalmis bulunmus ve TAK seviyelerinde de anlamli artis oldugu tespit edilmistir (132).
Calismamizda hem serum hem de dokuda TAK, TOS, ve OSI diizeylerini karsilastirdik.
Soliter bébrekli ve bilateral bébrekli gruplar kendi iglerinde sham grubu, 1-R grubu ve tedavi
grubu olarak ayrilmistir. SMFF verilen tedavi gruplarinin, I-R gruplarina goére TAK
degerlerinde artis, TOS ve OSI dizeylerinde ise beklenildigi tizere azalma olmustur. Ancak
SMFF tedavisi meydana gelen bu degisimlerin higbiri istatistiksel olarak anlamli

saptanmamuistir.

Renal I-R hasar1 sirasinda tretilen SOR’ler lipid peroksidasyonu ile yapisal ve
fonksiyonel olarak hiicre hasarina neden olurlar. SOR’ler oldukga reaktif olmalarindan dolay1
direkt olarak olglilememekte, lipid peroksidasyonu esnasinda agiga ¢ikan daha stabil
molekiillerin 6l¢iimii yapilmaktadir. 1980°1i yillardan beri oksidatif doku hasarinin gostergesi
olarak, lipid peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan serum ve doku MDA degerlerine bakilmakta
oldugunu belirten Singh ve Chopra ratlarda yaptiklari renal I-R’de renal oksidatif doku
hasarmin gostergesi olarak doku MDA diizeylerine bakmislardir (133). Sener ve ark.
flovanoid igerigi olan ginkgo bilobanin renal I-R hasar1 iizerindeki etkileri ile ilgili
calismasinda oksidatif stresi gdsteren MDA’nin, I-R sonrasi artmis oldugu tespit edilirken
ginkgo biloba verilen deney grubunda MDA diizeyinde anlamli bir diisiis saptamislardir
(122). Calismamizda Sener ve ark. ¢alismasindakine benzer sekilde I-R gruplarinda sham
gruplarima gore klinik anlamli diizeyde artmis, SMFF verilen gruplarda MDA diizeyinde
diisiis saptanmistir fakat SMFF tedavisi ile meydana gelen diisiis klinik anlamli seviyede

olmamustir.

Slperoksit radikallerinin yol actig1 oksidatif hasara kars1 antioksidan savunmada gorev
alan ilk enzim, superoksid dismutaz(SOD)dir. SOD, stiperoksit radikallerini hidrojen peroksit
ve oksijene doniistiiriir. Katalaz(CAT) veya glutatyon peroksidaz(GPx) ise hidrojen peroksidi
zararsiz yan Urilinlere dontistiiriir (134).Dobashi ve ark.sol bobrekteiskemi (30, 60, 90 dk) ve
reperfuzyonu (2, 24, 72, 120 saat) farkli siirelerde yaptiklar1 ¢alismada; 60 dk iskemi 24 saat
reperfuzyon uyguladiklart grupta, SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde anlamli azalma ve lipit
peroksidasyon diizeyinde artma oldugu bildirilmistir(135). Aydogdu ve ark. N-

asetilsistein’nin renal I-R hasarina koruyucu etkisinin degerlendirildigi 60 dk iskemi 24 saat
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reperfiizyon sonrasi, I-R grubunda kontrol grubuna gére SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde
anlamli azalma saptanmis, N-asetilsitein grubunda ise anlamli degisim goriilmemistir (136).
Sentiirk ve ark. Slimarinin Renal I-R hasarina etkisini degerlendirdikleri ¢alismasinda ise I-R
grubu bobrek dokularinin homojenatindan elde edilen CAT ve SOD aktivitelerinin, kontrol
grubuna gore yiiksek tespit edilmesi mevcut ¢alismalar ile uyumluluk gostermemekte olup, bu
durumun I-R sirasinda CAT ve SOD enzimlerinin indiiklenmesinden kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir (134). Bizim ¢alismamizda eritrositte CAT aktivitesine bakilmis olup, slimarin
calismasindakine benzer olarak I-R gruplarinda kontrol grubuna gore CAT aktivitesi klinik
anlamli seviyede artmis, tedavi gruplarinda ise azalmistir. Ancak tedavi gruplarindaki azalma

diizeyi klinik olarak anlamli saptanmamustir.

PON-1, hem paraoksonaz hem de arilesteraz aktivitesine sahip, kalsiyum bagimli bir
ester hidrolazdir. Baslica karacigerde sentezlenip dolasima salinan serum paraoksonaz-1
(PON-1) enzimi, organofosfatlar, arilesterler ve laktonlar dahil bir ¢ok substrat Gzerine
hidrolitik etkiye sahip bir proteindir (137). PON-1’in, primer fizyolojik roll hala tam olarak
bilinmemesine ragmen, lipit peroksidasyonunu engelledigi, antioksidan ve antiinflamatuar
Ozellik gosterdigi belirtilmektedir (138). PON-1’in, hiicre membranlar1 ve lipoproteinler
Uzerine serbest radikallerin yol actig1 lipit peroksidasyonuna karsi antioksidan etki gosterdigi
gozlenmistir (139). Calismamizda antioksidan etkinligin gostergesi olarak bakilan PON1 ve
ARES degerleri I-R gruplarinda anlamli derecede diismiis, SMFF tedavisi verilen gruplarda
beklenildigi iizere yiikselmistir. SMFF tedavisi verilen gruplarda ARES diizeyindeki yiikselis
istatistiksel olarak anlamli saptanirken, PON1 diizeyindeki yiikselis istatistiksel olarak anlamli

saptanmamuistir.

I-R hasarmin olusmasinda SOR o6nemli bir role sahiptir. SOR, DNA yapisindaki
deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, purin ve pirimidin bazlarin spesifik modifikasyonuna ve
DNA-protein ¢apraz baglanmalarina neden olur. Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla
tercith edilen diger adiyla Comet Assay yontemi son yillarda genisleyen uygulama alani,
giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan kimyasal ve fiziksel etmenlerin canlilar
tizerinde yol agtigi genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gostergesi olan DNA hasar

seviyelerinin Ol¢lilmesini saglayan Onemli bir metotdur. Hasar miktar1 arttikca kuyruk
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yogunluk bakimindan artmaktadir. Rolatif kuyruk yogunlugu en kullanish parametre olarak
kullanilmaktadir. Dias ve ark. renovaskiiler hipertansiyon modeli olusturduklar1 farelerde
sildenafilin oksidatif stres, DNA hasari ve renal fonksiyonlar tizerine etkilerini arastirmiglardir
(140). Calismalarinda sol renal arteri 2 hafta boyunca klipleyerek renal arter stenozu
olusturduktan sonra 2 hafta boyunca sildenafil ve plasebo verilmesi sonrasi etkilerini
karsilastirmiglardir. Comet drnekleme incelemesinde kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
Ol¢timleri karsilastirildiginda plesebo grubunda DNA hasar oraninda belirgin bir artig(2 kat)
saptanirken, sildenafil verilen grupta bu hasarin minimal seviyede oldugu saptanmistir.
SOR’nin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arginin, ve lizin gibi ¢ok sayida
aminoasit kalintisinda veya peptid omurgasinda meydana gelen hasar sonucunda protein
karbonil (PCO) drunleri meydana gelir. Protein oksidasyonunun en yaygin olarak olgiilen
urind protein karbonilleridir. PCO diizeylerinin saptanmasi, oksidatif protein hasarimi
belirlemede duyarli bir yontemolmasina ragmen belirli bir aminoasit i¢in spesifik degildir
(141). Calismamizda I-R gruplarinda hem DNA hasar1 hem de PCO diizeyleri sham grubuna
gore anlamli olarak yiiksek saptanmigtir. SMFF tedavisi verilen gruplarda, DNA hasari ve
PCO duzeyleri sham gruplarindan daha fazla, I-R gruplarindan ise daha az olarak
Ol¢iilmiistiir. Tedavi gruplarinda DNA hasarinin ve PCO diizeylerinin daha az olmasinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir. Bu durum bize SMFF tedavisinin, renal I-R
hasarinda meydana gelen DNA ve protein hasarindan renal hiicreleri koruyabildigini

gostermektedir.

SOR dretimi hem reperfize olan dokularda hemde makrofajlardan salinan
proinflamatuvar sitokinlerle dokuya cekilen nétrofillerde olmaktadir. TNF-a ve IL-1f gibi
proinflamatuvar sitokinler, PMNL aktivasyonunu ve infiltrasyonunu indukleyerek hem
dokuda hem de uzak organlarda meydana gelen I-R hasarinda 6nemli rol oynamaktadir (142,
143). Calismamizda serumda ve bobrek dokusunda TNF-o ve IL1-B diizeyleri dl¢tilmiistr.
Sham gruplarina gore [-R gruplarindaki TNF-a ve IL1-B diizeylerindeki ylikselme anlamli
diizeyde saptanmustir. Tedavi gruplarmin tamaminda da, IL1-B ve TNF-a dizeyleri I-R
gruplarina gore azalma gostermistir. Ancak bu gerileme sadece soliter bobrek gruplarinda
serum IL1-B diizeyinde ve bilateral bobrek gruplarinda doku IL1-f diizeyinde anlamli olarak
saptanmistir. Bu sonuglar SMFF’nin antiinflamatuar etkinliginin renal I-R hasarinda sinirl

diizeyde olabilecegini, inflamasyonu yeterince geriletemeyebilecegini diisiindliirmektedir.
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Sayhan ve ark. bir flavonoid olan isirgan otu tohumu (Urtica dioica) ile yaptiklari
caligmada 1sirgan otu tohumunun 6zellikle proksimal ve distal tubtl hiicrelerinde apoptotik
hicre 6lumund inhibe ederek renal I-R sonucu olusan tlbdiler hasar Uzerinde koruyucu etkisi
oldugu gosterilmistir (121). Bu ¢alismada tiibiiler hasarin Urtica dioica (UD) verildikten sonra
I-R yapilan grupta sadece I-R yapilan gruba gore anlamli olarak daha az oldugu tespit
edilmistir (121). Singh ve ark. naringin (naranciye ekstresi)’nin renal iskemi reperfiizyon
modeli Gzerinde oksidatif hasardan koruyucu etkisi iizerine yaptiklar1 ¢alismada, I-R 6ncesi
naringin verilen grupta tubtler hasarin sadece I-R yapilan gruba gore anlamli olarak daha az
oldugunu tespit etmistir (144). Bizim ¢alismamizda 11k mikroskopik olarak; monontkleer
hicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, renal korplskil morfolojisi, proksimal
tibdluslarda vakuolizasyon, firgcamsi kenar kaybu, tiibiiler dilatasyon, kast formasyonuna gore
ayr1 ayri skorlanarak ortalama tubulointerstisyel hasar skoru hesaplandi. I-R gruplarindaki ve
SMFF tedavi gruplarindaki tiibiilointerstisyel hasar skorlar1 sham gruplarma goére anlaml
olarak yuksekti. Ancak tedavi gruplarindaki hasar skorundaki azalma, I-R gruplartyla

karsilastirildiginda anlamli fark saptanmada.

Calismamizda doku ve serumda bakilan oksidatif stres belirteclerinde ve inflamasyon
belirteclerinde diizelme oldugu goriilmiis ancak bu diizelme istatistiksel anlamli seviye de
olmamistir. 45dk iskemi siiresinden daha kisa iskemi siirelerinde hem yeterli iskemiye baglh
hasar olusurken hem de SMFF tedavisi klinik anlamli sonuglar verebilir. Termokoter
kullanimi, direk etki veya enzimatik reaksiyonlar lizerinde olusturabilecegi muhtemel etkiler
ile I-R hasarini amplifiye etmis olabilir. SMFF’nin oral gavaj yoluyla uygulanan ilag olmasi
ve anestezide aspirasyondan kacinmak i¢in hemen iskemi Oncesi uygulanamamasi gibi
nedenlerin yaninda her ne kadar bobrek disi diger SMFF tedavisi ile I-R hasar1 ¢alismalarinda
3 gunllk tedavi sonrasi basari elde edilmigse de minimum etki konsantrasyonuna ulagmak i¢in
daha uzun tedavi modelleri basar1 sansini arttirabilir. Iskemi siiresi, termokoter kulanimu,
SMFF dozu ve uygulama siiresi ile ilgili farkli uygulamalar ¢alismamizin limitasyonlaridir ve
bu limitasyonlar dikkate alinarak planlanacak ¢alismalarda farkli sonucglar elde etme ihtimali

olabilir.
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6.SONUCLAR

Parsiyel nefrektomi esnasinda meydana gelen sicak I-R’ye bagli, geride kalan bobrek
dokusundaki hasarin SMFF tedavisi ile azaltilmasinin amaglandig1 ¢alismamizda su sonuglara

ulasildi:

1- Soliter bobrekli gruplarla, bilateral bobrekli gruplar arasindaki bitlin sonuglar
benzer saptanmistir. Calismamiz, kompansatris hipertrofi gelismis bobrekte ya da bilateral
saglikli bobrekte; I-R hasarinda fark olmadigini ve bu bobreklerdeki renal hasar {izerine

SMFF tedavisinin etkinligi a¢isindan da fark olmadigini géstermistir.

2- Doku ve serumda bakilan oksidatif stres belirteclerindeki, inflamasyon
belirteclerindeki ve histopatolojik bulgulardaki degisim; I-R gruplarinda Sham gruplarina
gore anlamli diizeyde saptanmis olup, hem soliter bobrek gruplarinda hem bilateral bobrek

gruplarinda sicak iskemiye bagli renal hasarin olustugu gézlenmistir.

3- SMFF tedavisi alan gruplarda I-R gruplarina gore, doku ve serumda bakilan
oksidatif stres belirteclerinde, inflamasyon belirteclerinde ve histopatolojik bulgularda
diizelme gozlenmis olsa da; bu diizelme istatiksel olarak anlamli saptanmamis olup, SMFF

tedavisi renal dokuyu iskemi-reperfiizyon hasarindan beklenildigi 6lgiide korumamustir.

4- SMFF tedavisi alan gruplarda I-R gruplarmma gére, DNA hasart ve protein
karbonilleri(PCO) diizeylerinde istatiksel olarak anlamli diizelme saptanmis olup, SMFF
tedavisinin 1-R’de renal dokuda meydana gelen DNA hasarin1 6nlemede basarili oldugu

gorilmiistiir.

5- Renal I-R olusturulan ratlarda kullandigimiz SMFF tedavisi, soliter veya bilateral
bobrekli oldugu farketmeksizin renal I-R hasarina karst bekledigimiz koruyucu etkiyi

olusturmamuistir.
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