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OZET

DENEYSEL RENAL iSKEMi REPERFUZYON HASARINDA
CATALPOL’UN ETKIiLERI

Bu calismada, bobrek iskemi-reperfiizyon (IR) hasari olusturulan ratlarda
catalpolun bobrek tizerindeki koruyucu etkisinin arastirilmasi amaclandi.

Kirk Wistar albino sican rastgele olarak 4 gruba ayrildi. Gruplardaki tiim
ratlara sag nefrektomi uygulandi. Kontrol grubuna IR hasar1 olusturulmadi (Grup 1).
IR grubuna sol bobrek vaskiiler pedikiile 60 dakika siireyle vaskiiler klemp
yerlestirildi ve sonra 24 saat reperflizyonda birakildi (Grup 2). Catalpol+IR grubuna
iskemik siirecten 24 saat ve 1 saat once 20 mg/kg catalpol intraperitoneal (ip) olarak
enjekte edildi (Grup 3). IR+Catalpol grubuna iskemik siirecten 24 saat ve 1 saat
sonra 20 mg/kg catalpol ip olarak enjekte edildi (Grup 4). Tiim ratlardan elde edilen
bobrek dokusu ornekleri histopatolojik olarak incelendi. Serum iire, kreatinin ve
bobrek dokusunda malondialdehid (MDA), glutatyon (GSH), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve siliperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri olciildii.

Renal doku o6rneklerinin 11k mikroskobik incelemesinde kontrol grubuna
gore IR uygulanan gruplarda bobrekte anlamli diizeyde histopatolojik hasar tespit
edildi. En siddetli hasar Grup 2’de gozlendi. Catalpol tedavisi IR ile olusan
histopatolojik hasar1 azaltt1 (P>0,05). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda serum
iire seviyesi Grup 2, 3 ve 4’te istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti. Grup 2, 3
ve 4’te kreatinin diizeyinin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriildii. Iskemi-reperfiizyon hasari istatistiksel
olarak bobrek dokusu MDA diizeylerini yiikseltirken, GSH, CAT, GPx and SOD
diizeylerini diistirdii. Bunun aksine Grup 3 ve Grup 4, Grup 2 ile karsilastirildiginda
catalpol, GSH, CAT, GPx and SOD diizeylerini yiikseltip, MDA diizeyini azaltarak
bobrekteki koruyucu etkisini gosterdi. Bunun yani swa Grup 3 ile Grup 4
karsilastirildiginda Grup 3°te GSH, CAT, GPx and SOD diizeyleri istatistiksel olarak
daha ytiksek, MDA diizeyi istatistiksel olarak daha diisiiktii.

Bulgularimiz, IR hasarmin bobrek dokusunda istatistiksel olarak oksidatif ve

inflamatuar hasara yol actigin1 gostermektedir. Bununla birlikte catalpol tedavisi IR



hasarmin olusturdugu negatif etkiyi azaltmaktadir. Bu nedenle catalpol, IR hasarmnin
tedavisinde kullanilabilir.
Anahtar Kelimeler: Bobrek iskemi-reperfiizyon hasari, catalpol, oksidatif stres,

inflamasyon



ABSTRACT
THE EFFECTS OF CATALPOL ON ISCHEMIA-REPERFUSION INDUCED
EXPERIMENTAL RENAL DAMAGE

In this study, it was aimed to investigate the protective effects of catalpol
against renal ischemia reperfusion (IR) induced renal damage in rats.

The forty Wistar Albino rats were randomly divided into four groups. Right
nephrectomy was performed in all groups. In the control group; IR injury was not
performed (Group 1). In the IR group; left renal pedicle was clamped for 60 minutes
with vascular clamp and then underwent 24 hours of reperfusion (Group 2). In the
Catalpol+IR group; 20 mg/kg catalpol was given intraperitoneally (ip) before 1 hours
and 24 hours of ishemic process (Group 3). IR+Catalpol group; 20 mg/kg catalpol
was given ip after 1 hours and 24 hours of ishemic process (Group 4).

The kidney and serum samples were taken from all rats for the histological
examination with light microscopy and the determination of urea, creatinin,
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPx) and superoxide dismutase (SOD) level.

Light microscopic investigations showed that IR leads to significant
histological damage in kidney tissue in the Group 2 when compared to the control
group as histologically. But the most extensive damage occured at only ischemia-
reperfusion group when compared to other groups. Catalpol treatment reduced
histopathological damages that occur with the IR (p>0,05). Serum urea levels were
found to be significantly higher in the Group 2, 3 and 4 when compared to control
groups. Creatinin levels were found to be significantly higher in the Group 2, 3 and 4
when compared to control groups. Ischemia reperfusion injury significantly
increased the formation of MDA, it caused a significant decline in the levels of GSH,
CAT, GPx and SOD in rats. In contrast, In the Group 3 and Group 4, catalpol
significantly prevented effects of IR injury via increased GSH, CAT, GPx and SOD
levels but decreased MDA when compared to Group 2. On the other hands, in the
Group 3, catalpol significantly increased GSH, CAT, GPx and SOD levels and
decreased MDA when compared to Group 4.

Our findings indicated that IR injury lead to significant oxidative and

inflamatory damage in renal tissue. However catalpol treatment reduced these

vi



negative effects induced by IR injury. For this reason, we suggested that catalpol
may be used in the treatment of IR injury.

Key words: Ischemia reperfusion injury, catalpol, oxidative stress, inflammation
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1. GIRIS

Iskemi, herhangi bir canli dokuya gelen kan akiminimn azalmasi veya tamamen
kesilmesi olarak tanimlanmaktadir (1). Bobrek iskemisi, bobrek transplantasyonu,
bobrek kitlelerinde uygulanan parsiyel nefrektomi, kardiyopulmoner bypass, sepsis,
sok ve cesitli tirolojik girisimler gibi klinik durumlarda goriilebilir (2, 3).

Iskemiye maruz kalan dokunun oksijenden yoksun kalmasi, hiicrelerde enerji
kaybmin artmasina, toksik metabolitlerin birikmesine, hiicre fonksiyon bozukluguna
ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Iskemi siiresi arttikca iskemiye maruz kalan
dokuda hasarm siddeti buna paralel olarak artmaktadir (2, 4).

Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve buna bagl olarak dokularda
hipoksik hasar gelisir. Uzun siireli iskemilerde hiicrelerin biitlinliigii kaybolur hatta
hiicresel 6lim meydana gelir. Reperflizyon ise dokunun kanlanmasmin yeniden
baslamasidir. Iskemi ile beraber reperfiizyonda iskemili dokuya, arteryel kanla bol
miktarda sunulan molekiiler oksijen (0O,), asir1 serbest oksijen radikallerinin
olusmasma ve antioksidan savunma mekanizmalarmin azalmasma yol a¢maktadir
(5).

Iskemili dokunun yeniden kanlanmasiyla artan bobrek hasari, iskemi-
reperfiizyon (IR) hasar1 olarak tanmimlanmaktadir (6). Iskemi-reperfiizyon olaymda
artan serbest oksijen radikallerine en duyarli yapilarin membran lipidleri oldugu
bilinmektedir. Membran lipidlerinin serbest radikallerle oksidasyonu sonucu
malondialdehit (MDA) gibi daha toksik oksidan {iriinler agiga ¢ikmaktadir. Bilindigi
gibi, MDA 0l¢iimii ile lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir
(7). Yine IR hasarinin olugsmasinda, devam etmesinde ve siddetinin belirlenmesinde
serbest oksijen radikallerinin yani sira inflamasyonun da dnemi gosterilmektedir (8,
9).

Iskemi-reperfiizyon hasari ile ger¢eklesen inflamasyon “aseptik inflamasyon”
olarak kabul gormektedir. Aseptik inflamasyon, septik inflamasyona benzer sekilde
notrofil ve makrofajlarm birikimi ve proinflamatuar mediyatorlerin artmasiyla
seyreder (10, 11). Yiikselen kalsiyum, hiicrelerde fosfolipaz A2 aktivitesini indiikler
ve fosfolipidlerden arasidonik asit sentezini artirr. Sitozolik kalsiyum ayrica,
siklooksijenaz (COX) aktivitesini de indiikleyerek arasidonik asitten prostaglandin

iretimini hizlandirir (12).



Iskemi ve reperflizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i Ca'™ artis1 ve hiicre iskeleti ile membran
fosfolipitlerinin bozulmasina Onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
sonucu asirt miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusarak, oksidatif strese
neden olur. Iskemi-reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisinde, SOR ’nin énemli bir rol
oynadiklar1 bildirilmektedir (13-15).

Serbest radikaller niikleik asitler, serbest aminoasitler, proteinler, lipitler,
lipoproteinler, karbonhidratlar ve bagdokusu makro molekiilleri de dahil olmak
iizere, canli organizmalarin yapisindaki hemen hemen tiim biyomolekiillerle
reaksiyona girerek bunlar {izerinde geriye doniislii veya doniissiiz etkiler meydana
getirebilmektedir (13-15).

Iskemi sirasinda kiiciik oranda serbest radikal olusmaktaysa da, reperfiizyon
doneminde dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan ¢cok daha biiyiik miktarda
serbest radikal olusmakta ve bunlar da lipit peroksidasyonuna yol agarak hasar1
arttrmaktadirlar. Gelisen bu oksidatif stres, akut bobrek yetmezligi, glomeriiler
filtrasyon hizinda azalma, tiibiiler nekroz ve bobrek damarlarinda direng artisiyla
kendini gdstermektedir. Iskemi-reperfiizyon hasarmin geriye donebilmesi, bdbrek
tiibiiler hiicrelerinin nefron boyunca hasarli epitel hiicrelerinin yerini alma ve
yenilenme yetenegine baghdir (15).

Bu bilgiler 1s18inda IR’ ye bagli bobrek hasarmin oksidatif strese ve
inflamatuvar yanita bagl olarak gelistigi goriilmektedir. Bu caligmada deneysel renal
IR uygulanan ratlarda antikanser, diiiretik, antiinflamatuar, antioksidan,
noroprotektif, hipoglisemik ve anti-hepatit viriis etkilerine sahip olan, Rehmannia
glutinosa adli bitkinin kokiinden elde edilen bir iridiod glukozit olan catalpolun

bobrek tizerindeki koruyucu etkisini arastirmay1 amaglandi (16).



1.1. Bobrek Embriyolojisi

Insan  anatomisinin ve ¢esitli dogumsal hastaliklarim  daha iyi
anlagilabilmesinde ve degerlendirilmesinde embriyolojinin 6nemli bir yeri vardir.
Urogenital sistem embriyolojisini degerlendirecek olursak; fonksiyonel olarak iiriner
sistem ve genital sistem olarak ayrabiliriz. Urogenital sistem embriyonun dorsal

viicut duvar1 boyunca yerlesen, intermediyer mezodermden gelisir (Sekil 1), (17).
Noral Tp
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Sekil 1. Dort haftalik Embriyonun transvers kesiti.
(http://www.ultratwistersgym.com/Resources/Urogenital/Urinary.html)

1.1.1. Bobreklerin Gelisimi
Embriyolojik olarak iiriner sistem; genital sistemden 0nce gelisir. Fetal
donemde ii¢ tip bobrek sistemi ardi ardina gelismektedir (Sekil 2).
-Pronefroz
-Mezonefroz

-Metanefroz



Pronefroz kalintisi

Mezonefroz

Gelismekte olan
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Mezonefrik
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Sekil 2. Besinci haftada {i¢ bosaltim sisteminin goriiniimii
(http://renalsystem.weebly.com/collecting-system.html)

IIk olusan pronefrozlar fonksiyonel olarak aktif degildir ve kisa siirede
kaybolur. Ikinci olusan mezonefrozlar ise kisa bir siire fonksiyon gosterir fakat
bunlar da kalic1 degildir, kaybolur. Ugiincii olarak olusan metanefrozlar ise kalicidir
ve esas fonksiyonlar1 gésteren bobrek haline gelirler (18).

Pronefroz:

Ik olarak 3. haftanin sonunda, 4. haftanin basinda ortaya cikarlar.
Pronefrozlar embriyonun boyun bdlgesinde az sayida hiicre kiimesi ve kivrilmig
tiibiiler yapilardan olusurlar. Pronefrozlara ait yapilar kisa bir siire iginde
dejenerasyona ugrar (5. haftanin baslangicinda) ancak pronefrik duktuslar belirli bir
stire kalir ve bir sonraki bobrek sisteminde bunlardan yararlanilir (Sekil 2).
Mezonefroz:

Ikinci bébrek olan mezonefroz da gegicidir ancak memelilerde gergek bdbrek
gelisimi (metanefroz) baslayana kadar embriyonun bosaltict organi olarak birinci
trimesterin sonuna kadar ¢aligir. Dordiincii aya kadar insan mezonefrozlar1 tamamen

ortadan kalkar ve sadece olgunlasabilecek birka¢ unsur kalir (18).



Metanefroz:

Metanefroz ya da kalict bobrek, sakral bolgede besinci haftanin basinda
gelismeye baslar ve yaklasik 4 hafta sonrada fonksiyonel hale gelir. Idrar olusumu
intrauterin donem boyunca devam eder. Kalici bobrekler iki farkli kdkenden
olusurlar:

-Metanefrik divertikiil (iireterik tomurcuk) mezonefrik kanalin kloakaya giris
yerine yakin bir lokalizasyonda disa dogru olusan bir divertikiildiir.

-Intermediyer mezodermin metanefrik kitlesi (metanefrik blastem) ise
nefrojenik kordonun kaudal kismmdan koken alir (Sekil 3). Ureter tomurcugu
yogunlasan metanefrik mezenkimi deler ve ikiye ayrilarak boliiniir. Ureter
tomurcugu ve metanefrik mezenkim birbirlerine kars1 karsilikli indiiksiyon yaparlar.
Nefron (glomeriil, proksimal tiibiil, Henle kulbu ve distal tiibiil) metanefrik
mezenkimden olusurken; toplayici sistem ise (toplayici kanallar, kaliksler, pelvis ve

iireter) lireter tomurcugundan gelismektedir (Sekil 3). (18,19).

Prolksimal
komyilbe Kol

' |l > ] it
i |\J i ._ U Henle kulbu

h= )

o ol bl vag Glomer Distal
Mezenkimal  Roarek vemkGil 5 SERHNGEK]D Yl el e
I.:|-\..é ’ - DD-J[["._I'I_E' L % . H il:'"'.’..“’. 'Euul
VCaILN 5T |

n
.&"' e
i I AR
t aY LI j’f?\\f/' &
B i B It o I el
Kl E¥ A &y [
Iy ':"ll I' { .. ,l'l :l-;l i 'I
i Y o 1 ',rf o H
|‘| o 4 § 7 ;.J_.
|. :
¢ | i i:
f ..;..

L

Sekil 3. Kalic1 bibrek metanefrozun gelisimi (17)
1.2. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, retroperitonda sagda ve solda birer tane olmak iizere vertebral
kolonun yanlarinda, 12. torakal ve 3. lumbal vertebralar seviyesinde Gerato
fasiasimin i¢inde iki adet kirmizi-kahverengi renkli solid organlardir. Eriskin erkekte
normal bobrek agirhigi yaklasik 160 gr, kadinda ise yaklasik 125 gr kadardir.
Bobreklerin uzunlugu 10-12 cm, eni 5-7 cm ve kalinligi yaklasik 3 cm’dir. Tim

kardiak output’un % 20’si bobreklere gelmektedir. Bobregin hilusunda 6nde renal



ven, arkada renal arter ve en arkada renal pelvis bulunur. Lenf damarlar1 renal
pelvisin, sinirler ise renal arterin etrafinda bulunurlar (20).

Bobrekler uzun ekseninden ikiye kesildiginde dis kisminda korteks, i¢
kisminda medulla ayirdedilir. Daha agik renkli olan korteks, koyu renkli medulladan
ciplak goz ile bile ayirt edilebilir. Bobregin medullasinda koni bigimli bobrek
piramidleri bulunur. Piramidlerin tabani korteks ile medulla sinirindan baslar ve renal
papillada son bulur. Pelvisin dis sinir1 major kaliks denilen agik ceplerle asagi dogru

uzanir ve her papilla da tiiplerden idrar toplayan mindr kalikslere ayrilir. Kalikslerin,

pelvisin ve tireterlerin duvarlar peristaltizm ile ¢alisarak idrar1 mesaneye iletebilecek

yapidadir (Sekil 4) (21).

Meddulla

Major
Kaliks

Manér
Kaliks

Sekil 4. Renal hilus icerisinde yer alan yapilar ve bobregin kesitsel olarak goriiniimii.
(STUDYBLUE | Find and share online flashcards and notes from. Retrieved October
11,2014)

Bobrekler arka yiizleri ile karin arka duvarmi olusturan kaslardan M.psoas
major, M.quadratus lumborum ve M. Transversus abdominis ile komsudur. Ust
uclar1 diyafragma ile temas halindedir. Diyafragma araciligiyla sagda 12. solda 11 ve

12. kostalarla komsudurlar.

Sagda oOnde iistten alta dogru bobrek iistii bezi, karaciger, duodenum pars
descendens, fleksura coli dextra ve ince barsak kivrimlari ile komsu iken, solda
bobrek iistii bezi, dalak, mide, pankreas, fleksura coli sinistra ve jejunumun

olusturdugu ince barsak kivrimlari ile komsuluk gosterir (Sekil 5) (22).
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Sekil 5. Her iki bobregin komsuluklari.
(Uni-plovdiv.bg- Home. Retrieved October 11, 2014)

Genellikle her bir bobregi aortadan ¢ikan tek bir renal arter besler. Renal
arter, anteriorda yer alan renal ven ve posteriorda yer alan renal pelvis arasindan
hilusa girer. Bobrege girmeden dnce iki veya daha fazla dala ayrilabilir. Renal arter
anterior ve posterior dallara ayrilir.

Anterior dal iist ve alt polleri ve 6n yiizli beslerken posterior dal arka yiiziin
orta segmentini besler. Renal arterlerin tamami end arterlerdir. Bu dallar Bertini
kolumnalarindan yukariya c¢ikan interlobar arterlere bdliiniirler. Bunlar da
piramitlerin tabaninda ark yaparak arkuat arterlere doniisilirler. Arkuat arterlerden
itibaren anastomozlar yoktur. Arkuatlardan interlobiiler arterler ¢ikar (Sekil 6).
Bunlardan ¢ikan afferent dallar ise glomeriillere girerler. Glomeriiler yumaktan
efferent arteriol ¢ikar. Kanin doniis yolu nefrondan vas efferens denilen veniillerle
baslar, arterlerle ayni isimleri alarak sonugta V.renalis ile V.cava inferiora agilirlar

(Sekil 6).
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Sekil 6. Bobrek arteriyel ve vendz sistemi olusturan damarlar ve dallar1
(STUDYBLUE | Find and share online flashcards and notes from. Retrieved October
11,2014)

Bobregin en kiiciik yapisal birimi nefronlardir (Sekil 7). Nefron bobrekte
idrarm yapildig1 morfolojik tiniteyi olusturur. Bir bobrek 1-3 milyon arasinda nefron
sayisma sahiptir. Her bir nefron idrar yapan bagimsiz bir iinitedir. Damarsal yap1
(glomertil) ve tiibiiler yapilardan olusmustur. Nefron kandaki su ve suda ¢0zlinen
maddeleri siizer (filtrasyon), daha sonra onlarin bir bdliimiinii viicudun ihtiyaglari
dogrultusunda geri emer (reabsorbsiyon), kalanlarin da idrar olarak viicuttan
atilmasini saglar. Nefronlar ortak agilma kanallar1 ile bobrek papillalarina agilirlar.

Boylece olusan idrar ilk olarak kalikslerde ve dolayisiyla pelviste biriktirilmis olur
(20, 21).



Sekil 7. Nefron yapisi ve her bir nefronu olusturan birimler
(SEN, H. Insanda Bosaltim Sisteminin Sagligi. Retrieved October 11, 2014.)

Bobrekler otonom sinir sisteminin etkisi altindadir. Sinirleri plexus renalis ad1
verilen agdan (T10-T12) hilum renalise girer. Sempatik etki bobrek damarlarinda
kasilma etkisi yaparak idrar olusumunu azaltir. Parasempatik liflerin etkisi ise
bilinmemektedir.

Proksimal {ireter, kaliksler ve pelvis renalisin lenf drenaji lumbar lenf
nodlarmna olurken, orta iireterin lenfatik drenaji internal iliak ve common iliak lenf
nodlarna, distal iireterin lenfatik drenaji ise vezikal ve hipogastrik lenf nodlarina
olmaktadir (22).

1.3. Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerin baglica iki fizyolojik gorevi vardir; Bunlar idrar olusturma ve
endokrin fonksiyonudur. idrar olusumu ile birlikte bobreklerde metabolik olarak
ozellikle protein metabolizmasi1 sonrasi olusan {ire, kreatin, kreatinin, iirik asit,
fosfatlar, siilfatlar gibi atik ve toksik maddeler viicuttan uzaklastirilmaktadir.
Viicuttaki su ve elektrolit dengesi, asit-baz dengesi saglanmaktadir. Organizma i¢in

gereksiz yabanci maddelerin (¢esitli ilaclar, boya maddeleri gibi) atilmas1 metabolik



olarak bobreklerin yerine getirdigi gorevlerdendir (9). Bobreklerin bilinen baslica
endokrin fonksiyonlar1 arasinda eritropoietin salgilanmasi, renin salgilanmasi,
prostoglandinlerin salgilanmasi ve kallikrein-kinin sisteminin regiilasyonu sayilabilir
(23).

Bobrek fonksiyonlarimmi anlamak i¢in bir nefronun fonksiyonunu incelemek
yeterlidir. Nefron, sivinin filtre edildigi glomeriil ve idrar haline doniistiigi
tiibiiliislerden (proksimal tiibiil, Henle kulpu, distal tiibiil, toplayic1 kanallar)
meydana gelir (18, 23).

Bobrek biitlin viicut kitlesinin % 1’inden azini olusturmasma ragmen kalp
debisinin % 20’sini almaktadir. Bu da 70 kg agirligindaki bir insan i¢in 1200 ml/dk
demektir. Bobrege gelen kanin basinci renal arterde 100 mmHg kadardir. Bu basing
glomertile dogru giderek azalmaktadir (24).

Afferent arteriolden glomeriiliin kapiller yatagina akan kan, efferent arteriolle
terk ederken burada bir direncle karsilagir. Cap1 afferent arteriole gére daha ince olan
efferent arterioliin bu kan akimma gosterdigi diren¢ glomeriil kapiller agn1 yiiksek
bir basin¢ yatagi haline doniistiirtir. Bu da glomeriiler filtrasyonda o6nemli rol
oynamaktadir. Peritiibiiler kapiller yataktaki basing siiratle azalarak 10-13 mmHg’ya
kadar iner. Bunun sonucu peritiibiiler kapiller ag diisiik basing yatagmi meydana
getirir. Sonucta; glomertiller ortalama 70 mmHg basing altinda gorev yaparak sivinin
hizl1 filtre edilmesini, peritiibiiler kapiller sistem ise diisiik basing altinda fonksiyon
gorerek plazmanin yiiksek ozmotik basinci nedeniyle sivinin hizla reabsorbsiyonunu
saglamaktadir. Genel anlamiyla kan basinci degisiklikleri karsisinda bobreklerin bir
otoregiilasyon mekanizmasi mevcuttur. Kan basincinin degismesinde bile renal kan
akimi ve glomeriiler filtrasyon degisiklikleri % 10’un altinda kalir (24).

1.3.1. idrar Olusum Mekanizmasi

Bobregin en 6nemli fonksiyonu idrarin olusumudur. Idrar glomeriiler
filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve tiibiiler sekresyon sonucu meydana gelmektedir
(23).

a) Glomeriiler Filtrasyon:

Glomeriiler filtrasyonu saglayan esas faktor glomeriiler kapiller yumak

icindeki hidrostatik basincin varligidir. Bu da 70 mmHg’dir. Plazmadaki sekilli

elemanlar ve 70.000 kD’nun iizerinde molekiil agirlig1 olan proteinler disindaki tiim
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maddeler bu basicin etkisiyle Bowman kapsiiliine gegmeye caligir. Fakat buna kars1
koyan gii¢ler arasinda plazmada bulunan proteinlerin onkotik basinci (25-30 mmHg)
ile Bowman kapsiilii i¢indeki hidrostatik basing vardir (10-15 mmHg). Aradaki
yaklagik 30 mmHg’lik basing fark: efektif filtasyon basincini olusturur (23).

Glomeriilden Bowman kapsiiline gecen sivi  iginde proteinler
bulunmadigindan bu sivinin onkotik basinci sifir olarak kabul edilir. Sistemik basing
70 mmHg’nin altina inerse filtrasyon basinci sifira diiser. Glomeriiler filtrasyon
olusmaz. Diger taraftan intrakapsiiler basing 45-50 mmHg’ nin istiine ¢ikarsa da
efektif filtrasyon sifira diiserek glomeriiler filtrasyon durur. Ureter obstriiksiyonunun
meydana geldigi durumlarda da intrakapsiiler basin¢ artmakta ve bir silire sonra
glomeriiler filtrasyon durmaktadir (25).

Glomeriiler Bowmandan filtre olan siviya glomeriiler filtrat denilir. Glomertil
membrant ¢ok biiylik gegirgenligine ragmen gecirdigi molekiillerin biiytkligi
yoniinden asir1 bir secicilige sahiptir. Molekiil agirligr 70.000 kD iizerindeki
maddelerin gecisi miimkiin degildir. Glomeriil porlar1 ¢ok kuvvetli ve elektriksel
negatif yiikleri olan bir glukoz ve protein kompleksi ile doselidir. Plazma proteinleri
de kuvvetli elektriksel negatif yiiklere sahiptir. Bdylece protein molekiillerinin
porlarin ¢eperleri tarafindan elektrostatik olarak itilmesi ile molekiillerin porlardan
gecmesi engellenir (25).

Glomeriiler filtrasyonu belirleyen baslica durumlardan birisi glomertler
filtrasyon hizidir (GFR). Her iki bobregin nefronlarmin tiimiinden bir dakikada
olusan glomeriiler filtratin miktarma GFR denir. Glomeriilden filtre edilip
reabsorbsiyon veya sekresyona ugramayan maddelerin klirensi glomeriiler filtrasyon
hizina esittir.

Klirens: Bir maddenin bir dakikada temizlendigi plazma miktaridir.
Klirens (x): U(x).V/P(x)

U(x): X maddesinin idrardaki konsantrasyonu

V: 24 saatlik idrar voliimii

P(x): X maddesinin plazma konsantrasyonu

Normal sartlarda bu 120 ml/dk’dir. Yani 24 saatte 180 litredir. Bu filtratin %
99°u tiibtillerden reabsorbe edilir ve geri kalan 1200-1500 ml idrar olarak ¢ikarilir.
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Bir karbonhidrat polimeri olan iniilin sadece glomeriilden filtrata gecer.
Tiibiillerde reabsorbsiyona ve/veya sekresyona ugramadan idrarla atildigindan, iniilin
klirensi GFR’yi gosterir (23, 25).

Endojen kreatinin klirensi gerek disaridan bir enjeksiyon gerektirmemesi
gerekse uygulama kolayligi olmasi nedeniyle GFR Ol¢iimiinde en sik kullanilan
yontemdir. Kreatinin plazma diizeyi sabittir. Akim hiz1 ile degisiklik gostermez.
Glomeriiler filtrasyona ugrayan kreatinin tiibiiler reabsorbsiyona ugramaz. Fakat bir
miktar sekresyona ugramaktadir. Kreatinin klirensi, iniilin klirensi gibi hesaplanir.
Ortalama degeri, 120 ml/dk’dur.

b) Tiibiiler Reabsorbsiyon ve Sekresyon:

Glomeriiler filtrat tubuliye girdikten sonra, once proksimal tiibiilde, sonra
Henle kulpunda, distal tiibiill ve toplayici kanallarda c¢ok biiyiik degisikliklere
ugrayarak idrar haline gelir. Idrarn olusumunda reabsorbsiyon, sekresyondan daha
cok rol oynar. Genellikle glomeriil filtratindaki suyun % 90’1 tubullerden gegerken
reabsorbe olur. Tiibiiler sekresyon ve reabsorbsiyon, aktif transport ve pasif transport
adi verilen iki temel mekanizma ile olur:

Tiibiilleri 6rten epitelyum tabakasmin liimene bakan ylizeyi adeta bir firgamsi1
kenar olusturur. Binlerce kii¢lik villustan olusan bu fir¢a kenar, hiicrenin limene
bakan kismmin alanin1 20 kat genisletmektedir. Boylece tiibiiler reabsorbsiyon
kolaylagsmaktadir. Tiibiillerden sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, demir, hidrojen,
bikarbonat, iirat, fosfat iyonlari, su, glukoz, protein ve aminoasitler gibi maddeler
enerji harcanarak aktif transporta ugrayan maddelerdir.

Aktif transport, hiicre membranlarinda bulunan proteinlerle madde taginmasi
esasina dayanir. Burada kullanilan enerji ATP’den saglanir. Viicutta en yaygin aktif
transport mekanizmalarindan biri de sodyum-potasyum pompas: denilen
mekanizmadir. Bu yolla Na' iyonlar1 hiicre disina, K' iyonlar1 hiicre igine tasinr.
Diger taraftan tiibiilde hidrojen iyonlari, potasyum iyonlar1 ve iirat iyonlar1 gibi bazi
maddeler ise aktif sekresyona ugrarlar. Aktif sekresyon da aktif transport gibidir.
Ancak burada hiicre membran1 maddeyi aksi yonde tagimaktadir.

Pasif transportta ise herhangi bir enerji harcamasi yoktur. Su ozmoz ile
reabsorbe edilirken, tiibiiler sividaki tirenin yaklasik yarisi geride kalir. Tiibiiler

stvida iire konsantrasyonu artar ve bdylece interstisiyel sivida iire konsantrasyonu
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diisik oldugundan tiibiil sivisindan intertisyuma iirenin difiizyonuna yol acar.
Tibiiler membranin kreatinin, iniilin, mannitol ve sakaroza ge¢irgenligi sifirdir. Bu
maddeler glomeriilden filtre edildikten sonra % 100 oraninda idrara geger. Tiibiil
segmentlerinin absorbsiyon yeteneklerine bakacak olursak (9, 11);

1. Proksimal Tiibiil:

Proksimal tiibiil hiicreleri ¢ok hizli bir aktif transportu saglayacak sekilde ileri
derecede metabolik aktif hiicreler goriiniimiindedirler. Tiibiiler sistemdeki tiim
reabsorbsiyonun yaklasik % 65’in1 gerceklestirir. Proksimal tiibiil hiicrelerini
birbirine baglayan baglant1 ¢ok siki degildir. Boylece bu baglantilardan hem su hem
de bircok kiiciik molekiillerin sizmasi kolaydir.

2. Henle Kulpu Ince Segmenti:

Bu kisimda epitel ¢cok incedir. Bu segment suya ¢ok gecirgen oldugu halde
sodyum ve diger iyonlarin coguna orta derecede bir gegirgenlik gosterir. Henle
kulpunun ince segmentinin ¢ikan kolu ise suya ¢ok daha az gecirgen, iireye ¢ok
gecirgendir.

3. Henle Kulpunun Kalin Segmenti:

Bu segmentin epitel hiicreleri proksimal tiibiiliinkine benzese de firgamsi
kenar1 rudimenter, bazal kanallari sayis1 az ve hiicreler arasi baglantilar daha sikidir.
Bu 6zellikle Na“, K ve C1 iyonlarmnin aktif transportunda rol oynar. Buna karsm bu
kismin su ve lireye karsi gegirgenligi hemen hemen hi¢ yoktur. Bu nedenle Henle
kulpunun kalin segmentinde iyonlarin yaklasik %4’ i interstisyuma tasinirken su ve
iire tlibiili limeninde kalir. Béylece ¢ikan kolda tiibiil sivisi ¢ok seyrelmis oldugu
halde iire konsantrasyonu yliksektir. Esasen bu kalin segment bobrekte olusan son
idrarin konsantrasyon ve diliisyon derecesinin diizenlenmesinde son derece dnemli
rol oynar.

4. Distal Tiibiil:

Distal tiibiiliin iki fonksiyonel béliimii vardir. Bunlar sulandirici-diliie edici
segment ve distal boliimiin son bdliimii ile kortikal toplayici tiibiildiir.

Sulandirict segment kismi distal tiibiiliin ilk yaris1 ile Henle kulpunun ¢ikan
kolunun kalin segmentidir ve ayni niteliklere sahiptir. Iyonlarin cogunu absorbe ettigi
halde iire ve suya hemen hi¢ gecirgen degildir. Bu nedenle, sulandiric1 segmentte

tiibiil stvismin sulandirilmasida rol oynar.
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Distal tiibiiliin son boliimii ve kortikal toplayici tiibiiliin epiteli de distal
tiibiiliin sulandirict segmenti gibi iireyi hemen hi¢c gecirmez. Boylece idrarla
cikarilacak olan iirenin hepsi toplayici tiibiile geger. Bu iki segment Na iyonlarini
kolayca reabsorbe eder ve kontrolii biiyiik 6lgiide aldosteronla saglanir. Sodyum
iyonlarmin tiibiil limeninden peritiibiiler intertisyuma pompalanmasi sirasinda, K
iyonlar1 da ters yonde tiibiil limenine tasmir. Burada da aldosteron ile birlikte viicut
swvilarindaki K iyon konsantrasyonu gibi faktorler rol oynar. Boylece K iyonlar1 bu
tiibiiler segmentte aktif olarak sekresyona ugramakta ve viicutta ekstraseliiler K iyon
konsantrasyonu biiyiik 6l¢iide bu yoldan denetlenmektedir.

Distal tiibiiliin son boliimii ve kortikal toplayici tiibiil, farkli ve onemli bir
gorev yaparlar. Bu boliim antidiiiretik hormon (ADH) varliginda suya gecirgendir.
Bu hormon yoksa suyu gecirmez. Bu fonksiyon idrarin diliie edilme derecesini
kontrol eder.

5. Toplayic1 Kanal Epiteli:

Buradaki epitelyum hiicreleri ADH varliginda suya gecirgendir. Antiditiretik
hormon fazla ise suyun mediiller intertisyuma biiyiik miktarda geri emilimi ile idrar
hacmi azalirken, idrarda ¢ozlinmiis maddelerin konsantrasyonlar1 artar. Toplayici
kanal epiteli hidrojen iyonlarmi ¢ok yiiksek bir hidrojen iyon gradyanina karsi
sekresyon yetenegine sahiptirler. Bu 6zelligi ile viicut sivilarinda asit-baz dengesinin
kontroliinde 6nemli rol oynar.

1.3.2. idrarin Kimyasal Ozellikleri

Normal bir eriskin giinde 1000-1500 ml idrar ¢ikartir. Idrar dansitesi ortalama
olarak 1015-1025 arasindadir ve genellikle idrar miktar1 ile ters orantilidir. Bobrek
fizyolojik kosullarda, organizmanin hidrasyon durumuna gore idrar1 diliie (1001-
1002’ye kadar) ve konsantre (1035-1036’ya kadar) etme yetenegine sahiptir. Idrar
dansitesi 1008-1010 civarinda ise izoozmotiktir.

Idrar pH’s1 sabit olmayip belli smirlar iginde degisiklik gdstermektedir.
Boylece asit-baz dengesinin regiilasyonunda rol oynar. Normal beslenen bir insanin
idrar pH’s1 6,2 civarindadir. Bu deger 4,8- 8,2 arasinda olabilmektedir.

Idrarin ig¢inde su ve suda eriyen maddeler vardir. Idrarm % 96’sin1 su

olusturur. Giinliik idrar miktar1 1500 ml kabul edilirse bunun 60-65 grami sabit
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maddelerdir. Idrarin suda eriyen maddeleri organik ve inorganik olmak iizere ikiye
ayrilir. Yaklasik olarak organikler 35 gr, inorganikler ise 25-30 gr kadardir.

Idrarda bulunan organik maddelerin en ©&nemlisi iiredir. Protein
metabolizmasmin son iiriinii olan bu madde giinliik idrarda 25-35 gr kadar atilir.

Ureden baska idrarda; iirik asit, kreatinin, hippurik asit, indikan ve idrar
pigmentleri gibi diger bazi organik eriyikler de bulunur. Idrarda bulunan en 6nemli
inorganik madde kloridlerdir. Yaklasik 8-15 gr kadar atilirlar. Bunun disinda;
siilfatlar, fosfatlar, sodyum, potasyum, karbonat, amonyum, kalsiyum ve magnezyum
gibi inorganik maddeler bulunur (20, 23, 25).

1.4. Bobreklerde iskemi ve Reperfiizyon Hasarimin Patofizyolojik Etkileri

Bobrek iskemisinin olugmasindaki asil etken bobrege giden kan akiminin
kesilmesidir. Bu durum pre-renal sebeplere bagli olarak (siddetli dehidratasyon, sok,
yanik, septisemi) gelisebildigi gibi renal arter trombozu veya embolisi, bdbrek
transplantasyonu, parsiyel nefrektomi esnasinda siireye dikkat edilmeksizin renal
arterin klemplenmesine bagli olarak gelisebilir. Bu da iskemik erken donem bobrek
yetmezligi olugsmasina neden olan postoperatif komplikasyonlara yol acabilmektedir
(26-29).

Hem kan akimmin kesilmesine (iskemi), hem de kan akimmin yeniden
baslamasina (reperfiizyon) maruz kalan dokularda ciddi hasar gelisebilmektedir.
Iskemi-reperfiizyon birbirleriyle olan iliskileri tam olarak aydmlatilamamis hem
hiicresel, hem de humoral olaylar zinciridir. Iskemi ile beraber dokunun oksijen ve
diger metabolitlere olan ihtiyaci tam olarak karsilanamamakta ve iskemik dokularda
biriken atik metabolitler uzaklastirilamamaktadir. Oksidatif fosforilasyon azaldig:
icin, bu yolaktan iiretilen ATP sentezi durur (30).

Adenozin trifosfat sentezinin durmasiyle beraber Na'-K~ ATPaz pompa
bozukluguna sebep olarak hiicre i¢i sodyum birikimi ve hiicreden potasyumun disar1
atillmina yol agar. Solid materyalin birikimine izoozmotik su birikimi eslik ederek
akut hiicresel sismeye neden olur (31).

Oksidatif fosforilasyonun bozulmasiyla hiicresel anaerobik glikolitik yol
iizerinden ATP iiretilmeye baglanir. Anaerobik glikoliz sirasinda ortaya ¢ikan laktat
ve piriivat, glikolizin sonraki evrelerine iletilmediginde hiicre i¢inde birikir. Glikozun

yikilimi tam olmaz, buna bagl olarak iiretilecek ATP orani azalir. Aerobik glikoliz
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yolu tikandiginda hiicre biiyiik oranda ATP kaybeder, ciinkii glikoz piriivat diizeyine
kadar yikilabilmis, boylece 36-38 ATP yerine yalniz 2 ATP iiretilebilmistir. Glikoliz,
laktik asit ve fosfat tlirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimine
neden olur. Sonugta hiicre i¢i pH diiser ve hiicre i¢i asidoz gelisir (31).

Iskemi ve belirli toksinler erken dénemde sitozolik Ca™ konsantrasyonunda
artmaya neden olur, bu artis mitokondri ve endoplazmik retikulumdan Ca™" salinimi
ve plazma membranmi gegen net Ca' akist nedeniyledir. Hiicrede Ca'" yiikselisi i¢in
daha sonra membran permeabilitesinde nonspesifik artisla destek verilir. Artmis Ca'
cok sayida enzimin aktivasyonunu saglar. Bunlar; fosfolipaz (membran hasarini
baglatir), proteaz (membran ve sitoiskelatal proteinleri pargalar), ATPaz (ATP’nin
azalmasini hizlandirir) ve endoniikleaz (kromatin baglarini parcalar)’ dir.

Iskemi siiresi uzadik¢a ATP yikimi baslar, dokuda ksantin ve hipoksantin gibi
plrin metabolitleri birikir. Hipoksi ve hiicre i¢i kalsiyum artmasi ksantin
dehidrojenazin (XD) ksantin oksidaza (XO) Ca’ bagimli proteazlar araciligi ile
dontistimiine yol acar. Bu proteazlari aktivasyonu; iskemi esnasinda, tiimor nekrozis
faktor (TNF), interlokin-1 (IL-1), interlokin-3 (IL-3), ndtrofillerden saliverilen
elastaz ve kompleman aktivasyonu tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu arada
endotelde bazi proinflamatuar triinlerin (16kosit adhezyon molekiilleri, sitokinler) ve
biyoaktif ajanlarin (endotelin, tromboksan A2) yapimi artarken, diger bazi koruyucu
driinlerin (yapisal nitrik oksit sentetaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin
(prostosiklin, NO) yapimi baskilanir. Boylece iskemi, daha sonraki reperflizyon
doneminde doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durum baglatir (31).

Iskemik dokudaki kan dolasimmin yeniden saglanmasma reperfiizyon denir.
Iskemiye maruz kalan dokunun reperfiizyonu sirasinda dokunun oksijen ve diger
metabolik ihtiyaclarim1 karsilarken aymi anda ortaya c¢ikan reaksiyonlar zinciri
sonrasinda doku hasar1 daha da artar. Iskemik hasara oksijen yoklugu (hipoksi) sebep
olurken reperfiizyon hasarina ise oksijenin geri donmesi sebep olmaktadir (32).

Reperfiizyon ile kanin yani oksijenin hizla dokuya ulasmasi, purinlerin
ksantin oksidaz ile oksidasyonuna ve bdylece siiperoksit (O%) radikalleri ve iirat
olusumuna neden olur. Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz ile normalde toksik

olmayan hidrojen peroksit (H,O,) molekiiliine doniistiiriiliir. Iskemi nedeniyle
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hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin de zayiflamasi ile H,O, demirin katalize

ettigi bir reaksiyon ile daha toksik olan hidroksil radikali (OH) meydana getirir.

Nitrik oksit (NO), iskemi reperflizyon hasarma karsi olduk¢a iyi bilinen
mediator ve koruyucudur. Nitrik oksit, L-Arginin’in guanidyum grubundan, NO
sentetaz (NOS) enzimi araciligi ile sentezlenen diatomik serbest radikaldir. Nitrik
oksitin en énemli kaynagi1 endoteldir. iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde
endotel bagimli dilatasyonun bozulmasia, kapilerlerde 16kosit tikaglarmmin olusmasi
ve siv1 filtrasyonunun artmasina, postkapiler veniillerde plazma proteinlerinin damar
disma sizmasma ve boylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur.
Reperfiizyonla beraber aktive olmus endotel hiicrelerinden fazla miktarda olusan
siiperoksit radikalleri (O,") NO ile reaksiyona girerek peroksinitrite (ONOQO)
donlistimii ortamdaki NO seviyesini azaltip doku hasarmi arttirmakta oldugu
gosterilmistir. Peroksinitritin kendisi protein hasari yaratabilir ve ayrica toksik

iirinlere dontisebilir (33-35).
O, " +NO - >0ONOO

Iskemi sonrasi reperfiizyonla birlikte dokuda inflamatuar cevap olusur.
Reperfiizyonla baslica dokuda bulunanan makrofajlarin, notrofilleri ve lenfositleri
inflamasyon bolgesine ¢ekebilmesi igin c¢esitli mediatorler salgilanir. Bu pro-
inflamatuar sitokinlerin en 6nemlileri TNF o ve IL-1B’dir. Hasarli hiicreler veya
bozulmus doku matriksi bu inflamatuar cevabi baslatabilir. Notrofillerin endotel
hiicrelerine adezyonu mikrovaskiiler permeabilitenin artigindan baslica sorumlu
oldugu gosterilmistir. Dokuda olusan hasarda sadece SOR degil inflamasyonun
kendisi de yer almaktadir. Hem endotel hiicresi, hem de nétrofil kaynakli oksijen
radikallerinin etkisiyle NO, SOD, CAT ve diger antiproteazlar inaktive olmakta
bdylece proteolitik aktivite gliclenerek doku hasar1 olugsmaktadir (36-39).

Kisaca temel patofizyolojiyi 6zetleyecek olursak; IR hasarinda, mitokondriyal

oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i Ca™ artist ve hiicre
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iskeleti ile membran fosfolipitlerinin bozulmasina Onciilik eden proteaz ve
fosfatazlarin aktive olmasi sonucu asir1 miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR)
olusarak, oksidatif strese neden olur. Burada en 6nemli rolii SOR saglamaktadir.
Serbest oksijen radikalleri niikleik asitleri, serbest aminoasitleri, proteinleri, lipitleri,
lipoproteinleri, karbonhidratlar ve bagdokusu makromolekiilleri de dahil olmak
iizere, canli organizmalarm yapisindaki hemen tiim biyomolekiillerle reaksiyona
girerek  bunlar iizerinde reversible veya irreversible etkiler meydana
getirebilmektedirler. Serbest oksijen radikalleri, niikleer ve mitokondrial DNA’da
timin ile reaksiyona girerek tek zincir kirilmalar1 olusturur. Sonugcta hiicrelerin enerji
kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre 6liimii olur. Iskemi sirasinda kiigiik oranda
serbest radikal olusmaktaysa da, reperfiizyon doneminde dokunun yeniden
oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha biiyiik miktarda serbest radikal olusmakta ve
bunlar da lipit peroksidasyona yol agarak hasar1 arttirmaktadirlar (40-43).
1.4.1. Antioksidan Savunma Sistemi

Saglikli bir yasam siirdiirebilmek icin organizmadaki oksidan/antioksidan
sisteminin dengeli bir sekilde islemesi hayati 6neme sahiptir. Serbest oksijen
radikallerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 Onlemek ve
detoksifikasyonunu antioksidan savunma sistemi ile saglanmaktadir (44-46).
Antioksidan Savunma Sistemi;
-Stiptiriicti etki ile kiiciik molekiillii serbest oksijen radikallerini tutarak ve yok
ederek etki,
-Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak inaktif sekle
doniistiiriicii etki,
-Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki,
-Serbest radikallerin olusturduklari1 hasarin onarilmasi seklinde etki gosterirler (47-

49).
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Tablo 1. Antioksidan Yapidaki Bilesikler

Endojen Antioksidanlar

Enzim olan endojen

antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD),

Enzim olmayan endojen

antioksidanlar

Melatonin, seruloplazmin,

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin eksojen

antioksidanlar

a-tokoferol (vitamin E),

ilag olarak kullamlan

eksojen antioksidanlar

Ksantin oksidaz

glutatyon peroksidaz (GPx), transferrin, miyoglobin, inhibitorleri

B-karoten,

glutatyon S-transferaz (GST), hemoglobin, ferritin, bilirubin, (allopiirinol,

katalaz, mitokondriyal glutatyon, sistein, metiyonin, askorbik asit (vitamin C), oksipiirinol, pterin

sitokrom oksidaz sistemi, tirat, laktoferrin, alblimin. aldehit, tungsten),

folik asit (folat) NADPH oksid
oksidaz

hidroperoksidaz
inhibitorleri,
rekombinant siiperoksit
dismutaz, N-
asetilsistein, trolox-C
(vitamin E analogu),
demir gelatorleri,

sitokinler (TNF ve IL-

D

1.5. Catalpol’un molekiiler yapisi ve ozellikleri

Iridoitler monoterpenlerin siklopentapiran halkasindan olusan &zellikle
Apocynaceae, Scrophulariaceae, Diervillaceae, Lamiaceae, Loganiaceae ve
Rubiaceae gibi bitki familyalarinda dogal olarak sentezlenen sekonder bilesiklerdir
(50). Iridoit glikozitler bircok hastalign tedavisinde kullanildigindan tibbi agidan
oneme sahip bilesiklerdir. Iridoit glikozitlerin, hipoglisemik, diiiretik,
antiinflamatuar, antioksidan, antikanser, noroprotektif, analjezik, antibakteriyel,
antiviral ve laksatif etkilerinin oldugu gosterilmistir (51-55). Catalpol Cin yiiksiik otu
kokiinden (Rehmannia glutinosa Liboschitz) elde edilen iridoid bir glikoziddir (Sekil

8). Molekiil agirlig1 362.33 g/mol, kimyasal formiilii C;s Hz, Oy¢° dir (Sekil 9) (56).
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Sekil 8. Rehmannia glutinosa Liboschitz bitkisi
(http://www.mdidea.com/products/new/new0861 1.html)

HO— 0—Gilc
Catalpol

Sekil 9. Catalpolun molekiiler yapist
(http://wildflowerfinder.org.uk/Flowers/P/Plantain(Ribwort)/Plantain(Ribwort).htm)
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Eski Cin kaynaklarinda yiiksiik otu kokii ii¢ hastalik i¢cin kullanilmis ve
antidiabetik, antibakteriyel ve antiinflamatuar 6zelliklerinden faydalanilmistir (57,
58).

Gilintimiizde yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda da ndrodejeneratif
hastaliklarda (Parkinson hastaligi, Alzheimer hastalig1) antioksidan, antiinflamatuar,
antiapopitotik Ozellikleriyle hipoksi ve iskemiye bagli hasarlarda noroprotektif
etkileri gosterilmistir (59).

In vitro serebral iskemi reperflizyon calismasinda catalpol serbest radikalleri
baskilayip, antioksidan kapasiteyi arttirarak astrositlerdeki hasar1 Onledigi
gosterilmistir (60). Deneysel diabetik nefropati modelinde catalpol, anjiotensin 2,
TGF-B1, konnektif doku growth faktor, fibronektin, kollejen tip 4 seviyesini
disiirerek erken donem diabetik nefropatide antiinflamatuar ve antioksidan
ozelligiyle koruyucu etkileri gosterilmistir (61).

Yapilan bir diger ¢alismada kardiak IR yapilan ratlarda catalpol nitrik oksit
sentaz aktivitesini arttirip, NO iiretimini arttirarak oksidatif stresde gii¢lii bir oksijen
radikali olan peroksinitrit (ONOQO") seviyisini diisiirdiigii gosterilmistir. Bu sekilde
antioksidan etkiyle kardioprotektif etki gdstermistir (62).
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2. GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay1 (Proje
no: 2014-67. Tarih: 19.11.2014, Toplant1: 2014/23, Karar No: 218) alindiktan sonra,
calisma deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarina uygun olarak yiiriitiildi.
Calismamiz Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2014-
67 proje numarasi ile desteklendi. Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM)’inden temin edilen ve agirliklar: 250-300 gr arasinda degisen ~ 4
aylik 40 adet Wistar Albino cinsi eriskin disi rat kullanildi. Deney siiresince 22+2 °C
sicaklikta, 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde tutulan
ratlar 12 saat gece ve 12 saat giindiiz ortaminda takip edildi. Ratlara standart yem ve
cesme suyu ad libitum olarak verildi. Deney gruplarinin her biri 10 rattan
olusturuldu.

2.1. Deney Gruplan

1. Grup: Kontrol Grubu

2. Grup: Iskemi-reperfiizyon uygulanan grup (IR)

3. Grup: Iskemi-reperfiizyondan nce 24 ve 1. saatlerde catalpol ( 20 mg/kg)
uygulanan grup (Catalpol+IR)

4. Grup: Iskemi-reperflizyondan sonra 1 ve 24. saatlerde catalpol ( 20 mg/kg)
uygulanan grup (IR+Catalpol)

2.2. Cerrabhi islem

Ratlarm tiimiine operasyon oncesi cerrahi profilaksi icin 100 mg/kg dozda
sefazolin sodyum, ip yolla verildi. Denekler cerrahi islemden 6nce 12 saat ac
birakildi ancak su alimi kisitlanmadi. Anestezi olusturmak amaciyla 75 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Istanbul) ve 8 mg/kg xylazin (Rompun,
Bayer Ag, Leverkursen, Germany) karigimi ile ip enjeksiyon yolu ile uygulandi ve
insizyon bolgesi % 10 povidon iyodin ile dezenfeksiyonu saglandi.

Grup 1°deki ratlara sadece sag lateral subkostal insizyon ile karin i¢i organlar
kenarlara dogru cekilerek retroperitona ulasildi ve sonra sag nefrektomi uygulandi.

Grup 2’deki ratlara sag ve sol lateral subkostal insizyonla sag taraf bobrege
nefrektomi yapildi. Sol bobrek hiler bolgeye renal arter ve veni igine alacak sekilde
vaskiiler klemp yerlestirildi. Altmis dakika siireyle kan akimi kesildi (Sekil 10).

Islem sonrasmda klemp almarak tekrar kan akimi saglandi (Sekil 11). Bobrek
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renginin normale dondiigii izlendikten sonra insizyon hatt1 4/0 ipek siitiirler ile tek
tek kapatildi. Ratlar ayildiktan sonra denekler metabolik kafese konuldu.

Grup 3’te ratlara cerrahi islemden 24 ve 1 saat once catalpol (Tekgenomik
Biyoteknoloji Medikal) 20 mg/kg olacak sekilde % 0,1 Karboksimetil seliiloz
cozeltisinde cozdiiriilerek i.p. olarak uygulandi ve grup 2’de bahsedilen cerrahi
teknikle sag bobrege nefrektomi, sol bobrege IR uygulandi.

Grup 4’te cerrahi islemden sonra 1. ve 24. saatlerde ip olarak catalpol 20
mg/kg uygulandi.

Tiim ratlar ayildiktan sonra denekler metabolik kafese konuldu. 24 saatlik
bekleme siiresi sonrasi tekrar anestezi uygulandi ve batin orta hat insizyonu ile
laparatomi yapildi. Sol bobrege nefrektomi uygulandi ve kalp sag karinciga
ponksiyon yapilarak kan oOrnekleri biyokimyasal inceleme icin gerekli kosullar
olusturularak ayrildi. Denekler tamamen kansizlastirilarak sakrifiye edildi.

Deney sonunda alinan kan ornekleri 3000 devir/dak da 3 dakika santrifiij
edildi ve serumlar1 ayrildi. Biyokimyasal degerlendirmeler (iire, kreatinin, albumin)
icin -40°C de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Sol bobrekler dikey olarak uzun eksende ikiye boliindii ve bir yarisi
histopatolojik ¢aligmalar i¢in %10 formaldehit ile fiksasyon uygulanarak muhafaza
edildi. Diger yaris1 biyokimyasal degerlendirmeler (CAT, MDA, SOD, GPx, GSH)
icin -80°C*de derin dondurucuya konuldu.

Diiz biyokimya tiiplerine alman kan 6rnekleri, en fazla bir saat iginde 20 dk
2500 devirde santrifiij edildi ve serumlar1 porsiyonlar halinde -20 °C’lik derin

dondurucuda c¢alisma giiniine kadar sakland1.
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Sekil 10. Sol renal iskemi

Sekil 11. Reperfiizyon
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2.3. Biyokimyasal Analiz
2.3.1. Doku MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (63)
tarafindan onerilen metoda gore yapildi.

Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH: 3,5’te, doku
homojenatinin kaynar su banyosunda bir saat inkubasyonu sonucu, lipit
peroksidasyonunun sekonder {iriini olan MDA (malondialdehit)’nin TBA
(tiyobarbitiirik asit) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm’de
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanur.

2.3.2. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji {iretimi swrasinda olusan toksik
siiperoksit radikallerinin (O;) hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandirir. Dokulardaki SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. (64)
tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi.

Prensip: Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
dretilen  siiperoksitin  nitroblue tetrazolium (NBT) indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Olusan siiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgemesi ile olusan
renkli formazon spektrofotometrik olarak Ol¢iiliir. Bu kompleks 560 nm’de
maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana
gelerek mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise indirgenme
olmayip mavi-mor renk olusmaz ve enzim aktivitesine bagli olarak daha agik bir
renk olusur.

2.3.3. Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Ol¢iimii

Glutatyon peroksidaz, rediikte glutatyonu kullanarak H,O,’ nin suya
doniisiimiinii  katalizleyen bir enzimdir. Dokulardaki GPx aktivitelerinin tayini
Beutler (65) tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi

Prensip: Glutatyon peroksidaz, H,O, varligmda GSH’yi okside glutatyon
(GSSG)’a doniismesini katalize eder. Hidrojen peroksitin bulundugu ortamda GPx’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a
dontstiiriiliir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, deney ortamindaki NADPH’in
NADP ya cevrilmesi ile optik dansiditede meydana gelen absorbans farkmin 340

nm’de spektrofotometrik olarak dlciilmesi ile hesaplanir.
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2.3.4. Doku Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, katalitik aktivitesiyle H,O,’yi dekompoze ederek su ve oksijene
dontistiirmektedir. Dokulardaki CAT enzim aktivitelerinin tayini Aebi (66)
tarafindan tarif edilen metoda gore yapild.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamma ilave edilen H,O,’ nin CAT enzimi tarafindan
parcalanmasi, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir.
Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

2.3.5. Doku Rediikte Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Dokulardaki GSH aktiviteleri Ellman (67) tarafindan ditiyonitrobenzoik asit
geri ¢cevirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore tayin edildi.

Prensip: 5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), siilfhidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur.
Bu sar1 renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda olgiilerek GSH
aktivitesi saptanir.

2.3.6. Doku Protein Ol¢iimii

Homojenat ve slipernatantlardaki protein miktar1 tayinleri Lowry ve ark. (68)
tarafindan tarif edilen yonteme gore olciildii.

Prensip: Alkali bakir ayrracindaki Cu’ peptid baglar1 ile kompleks
yapmaktadir. Her 7 veya 8 aminoasit artig1 1 atom bakir baglamaktadir. Folin- Fenol
ayiraci, bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi bir renk
sekillenir. Olusan bu renk 700 nm’de okunur.

2.3.7. Serum Ure, Kreatinin ve Albumin Diizeyi Ol¢iimii

Serum kreatinin, iire ve albiimin diizeyleri Siemens 2400 (Siemens
Healthcare Diagnostics, Germany) otoanalizoériinde Siemens marka ticari kitler
kullanilarak 6l¢tildii.

2.4. Histopatolojik Analiz

Bobrek ornekleri % 10’luk formaldehit icerisinde fikse edildi. Rutin doku
takip isleminden sonra parafine gomiilen dokulardan 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Hematoksilen-eozin (H-E) 1ile boyanan kesitler 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Kesit ylizeyinin tamami incelenmis olup, tiibiiler nekroz, tiibiiler

firgams1 kenar kaybi, tiibiiler hiicre vakuolizasyonu/hidropik dejenerasyon, tiibiiler
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dilatasyon, intratiibiiler silendir/proteindz cast, interstisyel inflamasyon, tiibiiler atrofi
ve intertisyel fibrozis degerlendirildi. Degerlendirme semikantitatif yapilmis olup 0
ile 4 arasinda skorlanmistir. Buna gore;

0. Normal bobrek histolojist,

1. % 0-25

2. % 26-45
3. %46-75
4. % 76-100

2.5. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmelerde IBM IPSS statistics 22.0 progranmi kullanildi.
Yapilan Kolmogorov Smirnov testinde verilerin dagilima uygun oldugu goriildi
(P>0,05). Gruplar aras1 karsilastrmada One-Way Anova testi yapildi. Post-Hoc test
olarak Bonferroni analizi yapildi. Tiim degerlendirmelerde P<0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi ve sonuglar ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Histopatolojik verilerin degerlendirilmesi, SPSS yazilim programi (SPSS for
Windows version 17) ile yapildi. Biitiin veriler median (Min-Max) olarak ifade
edildi. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05

anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Analiz

Bu calismada ratlar iizerinde olusturulan deneysel renal IR calismasinda
iskemi Oncesi ve sonrasi i.p. 20 mg/kg catalpolun bobrek iizerindeki koruyucu
etkisinin degerlendirilmesinde bobrek doku MDA, SOD, CAT, GPx, GSH diizeyi,
serumda iire, albumin, kreatinin diizeyleri ve histopatolojik inceleme yapildi. Serum
iire, kreatinin, alblimin degerleri tablo 2’de ve histopatolojik bulgular tablo 3 ve 4’te
gosterilmistir.

Tablo 2. Serum Biyokimya Degerleri ve Bobrek Agirliklar:

Grup 1 Grup 2 (IR) Grup 3 (Cat+IR) Grup 4 (IR+ Cat) P Degeri
(Kontrol) AO4SS AO+SS AO+SS
AO+SS
ALBUMIN 3,35+0,29 3,18+0,17 3,08 £0,25 3,27+ 0,40 0,103
Ure (mg/dl) 62,66+9,86 %  215,75+70,41°  209,37+43,67° 207,00+87,00° < 0,001
KREATININ
(mg/dl) 0,47 0,10 * 2,37+1,33° 1,58+0,69° 1,83+0,95 ° <0,001
Bébrek 1,26£028% 1,70+ 0,09° 1,40+ 0,44° 1,54+ 0,23° 0,023

Agirlig (mg)

(a-b) : Gruplar karsilastirildiginda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
anlamlidir (P< 0,05).

Serum albiimin diizeyi gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli bir fark
saptanmadi. Serum iire diizeyi kontrol grubunda 62,66+9,86 mg/dl iken grup 1, 2 ve
3’te swasiyla 215,75+70,41 mg/dl, 209,37+43,67 mg/dl ve 207,00+87,00 mg/dl
olarak tespit edildi. Kontrol grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark mevcuttu (P<0,05). Renal IR grubunda 6lgiilen yiiksek tire degerlerinin
tedavi gruplarinda azaldigi fakat azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptandi (p>0,05).
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Serum kreatinin diizeyleri kontrol grubunda 0,47+ 0,10 mg/dl, IR grubunda
2,37+1,33 mg/dl, grup 3’te 1,58 £0,69 mg/dl, grup 4’te ise 1,83+0,95mg/dl olarak
bulundu (p=0,001). Serum kreatinin diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubu ile
grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05).
Gruplar arasinda kreatinin degeri en yiiksek diizeyde IR grubunda saptanmis olup
kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Tedavi gruplarinda kreatinin diizeyleri kontrol grubu kreatinin diizeylerine
gore anlamli olarak daha yiiksek saptandi.

Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda IR 6ncesi catalpol verilen
grup 3’te serum kreatinin diizeyleri IR sonrasi catalpol verilen grup 4’e gore daha
diisiik diizeylerde saptandi1 ama bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Serum MDA diizeyleri kontrol grubunda 14,2+0,36 nmol/g, IR grubunda
23,1+£0,55 nmol/g, grup 3’te 16,9+0,98 nmol/g, grup 4’te ise 19,3+1,02 nmol/g
olarak bulundu. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bobrek dokusu MDA diizeyi
grup 2, 3 ve 4’de istatistiksel olarak daha yiiksek diizeyde bulundu (p<0.05).
Catalpol uygulanan grup 3 ve 4, sadece IR uygulanan grup 2 ile karsilastirildiginda
MDA diizeyinin grup 2’de istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu goriildii (P<0,05).
Grup 3 ile 4 karsilastirildiginda IR Oncesi catalpol uygulanan Grup 3’te MDA
diizeyi, IR sonrasi catalpol uygulanan grup 4’ten istatistiksel olarak anlamli sekilde

diisiik bulundu (Sekil 12) (P<0,05).
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Sekil 12. Doku MDA diizeyleri, (a-d): Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan anlamlidir (P< 0,05).
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Serum SOD diizeyleri kontrol grubunda 31,5+1,61 U/mg, IR grubunda
19,2+0,88 U/mg, grup 3’te 25,1+1,08 U/mg, grup 4’te ise 20,9+1,16 U/mg olarak
bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grup 2, 3 ve 4’de bobrek dokusu SOD
diizeyleri istatistiksel olarak daha diisikk diizeyde saptandi (P<0,05). Renal IR
grubunda (Grup 2) oOlgiilen diisik SOD degerleri ile karsilastirildiginda tedavi
gruplarinda SOD degerlerinin arttigi ve bu artisin Ozellikle grup 3’te istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.001). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda IR dncesi catalpol verilen grup 3’te renal doku SOD diizeyleri, IR
sonrasi catalpol verilen grup 4 bobrek dokusu SOD diizeylerine gore daha yiiksek
degerlerde saptandi (p<0.001). Grup 2 ile 4 arasinda ise anlamli bir fark bulunmadi
(Sekil 13) (P>0,05).
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Sekil 13. Doku SOD diizeyleri, (a-c): Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan anlamlidir (P< 0,05).
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Serum CAT diizeyleri kontrol grubunda 0,98+0,016 k/mg, IR grubunda
0,38+0,021 k/mg, grup 3’te 0,81+£0,033 k/mg, grup 4’te ise 0,59+0,044 k/mg olarak
bulundu. Bobrek dokusu CAT diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubu ile grup 3
arasinda anlamli  bir fark gorilmedi (p>0,05). Fakat kontol grubu ile
karsilastirildiginda, hem grup 2 hem de grup 4’de bobrek dokusu CAT diizeyleri
anlamli olarak daha diisiik degerlerde saptandi (Sekil 14) (P< 0,001).
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Sekil 14. Doku CAT diizeyleri, (a-c): Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan anlamlidir (P< 0,05).
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Serum GPx diizeyleri kontrol grubunda 421,84+31,1 U/mg, IR grubunda
303,9£19,8 U/mg, grup 3’te 356,2421,7 U/mg, grup 4’te ise 312,6+68,1 U/mg
olarak bulundu. Bobrek dokusu GPx diizeyleri karsilastirildiginda, IR yapilan grubun
GPx diizeyleri kontrol grubu GPx diizeylerine gore daha diisiik saptandi (p<0.05).
Grup 2 ve 4 doku GPx diizeyleri ile karsilagtirildiginda Grup 3’te GPx diizeyleri
anlamli sekilde daha yiiksek saptandi (P<0,001). Grup 2 ile 4 arasinda ise anlaml1
farklilik gozlenmedi (Sekil 15).
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Sekil 15. Doku GPx diizeyleri, (a-c): Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan anlamlidir (P< 0,05).

32



Serum GSH diizeyleri kontrol grubunda 24,1+0,56 nmol/ml, IR grubunda
14,2+0,54 nmol/ml, grup 3’te 18,4+0,39 nmol/ml, grup 4’te ise 15,5+1,12 nmol/ml
olarak bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda IR grubunda bobrek doku GSH
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik saptand1 (P< 0,001). iskemi-
reperflizyon grubuyla karsilastirildiginda tedavi gruplarinda bobrek doku GSH
diizeyleri daha yiiksekte saptandi. Bu yiikseklik IR oncesi catalpol verilen grup 3’te
istatistiksel olarak anlamliydi. (Sekil 16).
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Sekil 16. Doku GSH diizeyleri, (a-c): Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan anlamlidir (P< 0,05).
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3.2. Histopatolojik Bulgular

Bobregin histopatolojik degerlendirmesinde (Tablo 3), bobrekte interstisyel
inflamasyon, intratiibiiler silendir ve proteindz cast, tiibiiler atrofi, tiibiiler nekroz,
tiibiiler fircams1 kenar kaybu, tiibiiler hiicre vakuolizasyonu ve hidropik dejenerasyon
acisindan gruplar karsilastirildiginda kontrol grubu ile IR grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli patolojik degisiklikler gozlendi (Sekil 18, 19, 20) (P<0,05).

Iskemi-reperfiizyon grubuyla, IR olusturulmadan 6nce ve sonra catalpol
verilen gruplar tiibiiler atrofi varligi agisindan karsilastirildiginda tedavi gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da belirgin azalma gozlendi.

Tibiiler dilatasyon varligima bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir
degisiklik saptanmadi. Interstisyel inflamasyon agisindan IR grubu ile IR
olusturulmadan 6nce ve sonra catalpol verilen grup karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da tedavi grubunda interstisyel inflamasyonda gozle goriiliir
azalma saptandi (Sekil 21, 22, 23). Kontrol grubuyla IR olusturulmadan 6nce
catalpol verilen grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (P>0,05). Cat+IR ile IR+Cat grubu karsilastirildiginda Cat+IR

grubunda inflamasyonda azalma goriilse de istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 3. Tiim gruplarin histopatolojik degerlendirmesi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Kontrol Grubu IR Cat+IR IR+Cat
Tiibiiler Atrofi 0.0 (0.0-1.0) 1.0 (0.0-2.0)* 0.5 (0.0-1.0) 1.0 (0.0-1.0)
Tiibiiler Nekroz 0.0 (0.0-1.0) 2.0(1.0-4.0* 1.5(1.0-4.0)° 2.0 (1.0-4.0)*
Tiibiiler firgcamsi kenar kaybt 0.0 (0.0-1.0) 2.0 (2.0-4.0)* 2.0 (2.0-4.0)* 2.0 (1.0-4.0)*
Tibiiler hiicre 0.0 (0.0-1.0) 2.0(1.0-3.0)* 2.0 (1.0-3.0)*° 1.0 (1.0-2.0)*°
vakuolizasyonu/hidropik
dejenerasyon
Tibiiler dilatasyon 0.0 (0.0-0.0) 0.0 (0.0-1.0) 1.0 (0.0-1.0)* 1.0 (0.0-1.0)
Intratiibiiler 1.0 (0.0-1.0) 2.0(1.0-3.0)* 1.0(0.0-3.0) 2.0 (1.0-3.0)*
silendir/proteindz cast
Interstisyel inflamasyon 0.0 (0.0-0.0) 1.0 (0.0-2.0)* 0.0 (0.0-1.0) 1.0 (0.0-1.0)*

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artig (P<0.05).
°IR grubu ile grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalis (P<0.05).
“IR+CAT grubu ile karsilastirildiginda anlamli istatistiksel olarak anlamli artis (P<0.05).
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Iskemi-reperfiizyon dncesi catalpol uygulanan grup (grup 3) ile IR sonrasi catalpol
uygulanan grup (Grup 4) karsilastirildiginda interstisyel inflamasyon, intratiibiiler
silendir ve proteindz cast, tiibiiler atrofi, tiibiiler nekroz ve tiibiiler fircams1 kenar
kaybinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da IR Oncesi catalpol verilen grup 3’te
belirgin azalma saptandi (Sekil 24, 25, 26). Gruplar arasi istatistiksel degerlendirme
Tablo 4’ te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Gruplarm histopatolojik degerlerlerinin istatistiksel karsilastirilmasi ve p
degerleri (p<0,05)

Kontrol IR/ IR/ IR+Cat/  Kontrol = Kontrol
P degerleri Grubu/IR IR+Cat Cat+IR Cat+IR Grubu/  Grubu/
Cat+IR  IR+Cat
Tiibiiler Atrofi 0.008 0.113 0.093 0.888  0.370 0.258
Tiibiiler Nekroz 0.000 0.546 0.114 0.277  0.002 0.000
Tibiiler firgamsi kenar 0.000 0.489 0.321 0.815 0.000 0.000
kaybi
Tiibiiler hiicre 0.000 0.024 0.743 0.015 0.000 0.006
vakuolizasyonu/hidropik
dejenerasyon
Tiibiiler dilatasyon 0.113 0.730 0.541 0.815 0.027 0.050
Intratiibiiler 0.001 0.258 0.114 0.481 0.074 0.006
silendir/proteindz cast
Interstisyel inflamasyon 0.004 0.546 0.059 0.167 0.423 0.014
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Sekil 18. Yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu (IR Grubu, G2) (HEX400)
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Sekil 19. Yaygin tiibiiler nekroz (IR Grubu, G2) (HEX200)

Sekil 20. Yogun tiibiiler atrofi (IR Grubu, G2) (HEX400)
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Sekil 21. IR grubuna (IR Grubu, G2) gore tiibiiler nekroz yayginliginda azalma
(IR+Cat grubu, G4) (HEX200).

Sekil 22. IR grubuna (IR Grubu, G2) gore inflamatuar hiicre infiltrasyonunda azalma
(IR+Cat grubu, G4) (HEX400)
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Sekil 23. IR grubuna (IR Grubu, G2) gore tiibiiler atrofide azalma (IR+ Cat grubu,
G4) (HEX400)

azalma (Cat +IR grubu, G3) (HEX200)
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, G4) gore inflamatuar hiicre

infiltrasyonunda belirgin azalma (Cat+IR grubu, G3) (HEX200)

Sekil 25. IR+ Cat grubuna (IR+ Cat grubu

Sekil 26. IR+ Cat grubuna (IR+Cat grubu

grubu, G3) (HEX200)

G4) gore tiibiiler atrofide azalma (Cat+IR

9
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4. TARTISMA

Organ ve dokularda metabolik siirecin devam etmesi ve islemesi i¢in oksijen
hayati 6nem tasimaktadir. Oksijenin dokulara tasinmasi ve islenmesi perflizyon ile
saglanmaktadir. Perfiizyonun bozulmas1 veya aksamasi organlarda geri doniisiimsiiz
hasarlar birakabilmekte ve organ islevinin yitirmesine sebep olmaktadir. Bir dokuda
kan akimmin tamamen kesilmesi veya azalmasina iskemi denilmektedir. Iskemi ile
organ ve dokularin yasamasi ve normal fizyolojik islevlerini devam ettirmesi igin
gerekli olan oksijenin alinmasi engellenir. Her organim iskemiye karsi dayanabilecegi
belli bir siire vardir. Normal bobregin iskemi siiresinin 20-30 dakikay1 gegmemesi
onerilir. Iskemi siiresince olusacak hasar belli bir seviyeye ulasmadiysa
reperfiizyonla tekrar diizelmeye baslar (69). Iskemi siiresi uzadik¢a dokuda dzellikle
O, diizeyi azalir ve oksidatif mekanizmalar bozulmaya baslar. Hiicresel diizeyde
bakildiginda proksimal tiibiillerden su, iyon ve makromolekiillerin tasinmasindan
sorumlu enerji kaynagi olan ATP’nin azalmasma ve Na'K'ATPaz pompasmin
bozulmasina neden olur. Hiicre i¢inde sodyum iyonlarmin artmasiyla beraber ve
hiicre i¢i agir1 su birikimi ile hiicrenin sigsmesi ve 0liimiine sebep olmaktadir (70).

Reperfiizyonda tekrar kan akimiyla beraber ozellikle SOR ve inflamatuar
hiicreler dokuda artmaya baglar. Siiperoksit ve hidroksil benzeri reaktif oksijen
radikallerinin olusmas1 ve antioksidan savunma mekanizmalarindaki yetersizlik
oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres bobrek iskemi reperfiizyon
hasarinin olusmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Serbest oksijen radikallerindeki
bu artis dokuda iskemik hasara ek olarak reperfiizyon hasari da olusturmaktadir.
Iskemik hasara oksijen yoklugu (hipoksi) sebep olurken reperflizyon hasarma ise
oksijenin geri donmesi sebep olmaktadir. Hatta reperfiizyonla olusan hasarin iskemik
hasardan daha siddetli olabilece§i gosterilmistir (41, 71-73). Yapilan bir¢ok
calismada da IR hasar1 sirasinda ortamda serbest oksijen radikallerinin yogunlugunun
belirgin bir sekilde arttigi immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
gosterilmistir (15, 73, 74).

Bobrekte iskemi gelismesinin nedeni bobrege gelen kan akiminin ileri
derecede azalmasidir. Buna sebep olan etken, bobrek cerrahilerinde (parsiyel
nefrektomi, biiyiikk vaskiiler cerrahiler), prerenal veya renal bobrek yetmezligi

olabilecegi gibi sistemik hastaliklara (kardiyopulmoner bypass cerrahisi, sepsis, sok,
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travma ve renal arterde tromboz ve emboli gelistirebilecek vaskiiler hastaliklar)
sekonder olarak da bobrek iskemiye maruz kalabilir (26, 29, 69).

Bobrek fonksiyonlarmin 6nemi gézoniine alindiginda iskemi ve sonrasi
reperflizyona baglh gelisen renal toksisiteyi engellemek veya dnlemek hem morbidite
ve mortalite oranlarim1 hem de ileri tedavi maliyetlerini azaltmak agisindan ¢ok
onemlidir. Bu nedenle antioksidan veya antiinflamatuar O6zellikleri olan birgok
maddenin bu hasarin azaltilmasi i¢in kullanilmasi konusunda caligmalar yapilmistir.
Renal IR hasarmin 6nlenmesine yonelik olarak antioksidan veya antiinflamatuar
Ozellikleri olan statinler, E vitamini, Ca” kanal blokdrleri, ksantin oksidaz
inhibitorleri, nitrik oksit, fosfodiesteraz inhibitérleri, melatonin, adenozin,
eritropoietin, n-asetil sistein gibi birgok ajanin etkisi arastirilmistir. Yapilan c¢esitli
calismalarda antioksidan, antiinflamatuar 6zelligi olan maddelerin bobrek iizerinde
koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (75-78). Choi ve ark. (79) yaptig1 ¢alismada
renal IR uygulanan ratlarda allopurinol ve apocyninin antioksidan 6zelligiyle bobrek
iizerinde koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir. Yine bir baska ¢calismada Li ve ark.
(80) propofoliin IR uygulanan ratlarda oksidatif stresi azaltarak bobrek {iizerinde
koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir.

Iridoit bir monoterpen olan catalpol eski Cin literatiiriinde antidiyabetik
antiinflamatuar ve antibakteriyel olarak kullanilmistir (58). Yapilan deneysel
calismalarda da antioksidan, antiinflamatuar, antiapopitotik 6zellikleriyle hipoksi ve
iskemiye bagl hasarlarda noroprotektif etkileri gosterilmistir (59). Antiinflamatuar
etkiyi, akut inflamasyonda zincir reaksiyonu baslatan niikleer faktér kappa B
aktivasyonunu azaltarak akut sistemik inflamasyonun indiikledigi
lipopolisakkaritlere karsi koruyucu etkisi ile yaptig1 gosterilmistir (81). Antioksidan
etkiyi mitokondriyal nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini inhibe ederek
saglamaktadir (82).

Deneysel diabetik nefropati modelinde catalpolun, erken donem diabetik
nefropatide antiinflamatuar ve antioksidan 6zelligiyle koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir (61).

Bu ¢alismada antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikleriyle bilinen catalpolun
IR uygulanan ratlarda bobrek koruyucu etkinligi ve tedavi edici 0Ozelligi

arastirilmstir.
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Calisma plan1 olustururken rat modelinde bobrekte IR siiresi ilgili literatiir
bilgilerinden istifade edilmistir. Her ne kadar insan bobregi i¢in iskemi stiresi 20-30
dk ile smirlandirilsa da hayvan deneylerinde bu siire 45 ile 60 dk arasinda
degismektedir. Reperflizyon siliresi olarak literatiirde degisken siireler olsa da
reperflizyon hasarmin 20 dk sonra basladig1 goriilmekte ve reperflizyon stiresi i¢in 60
dk’ lik siire ile akut hasar, 24 saat reperflizyon ile erken iyilesme donemindeki hasar
olusturulmaya ve degerlendirilmeye ¢alisilmistir (83). Bu caligmada iskemi stiresi 60
dk reperfiizyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir. Bobrek fonksiyonlarmin
degerlendirildigi caligmalarda da kreatinin ve {ire seviyelerinin arastirildigi
goriilmektedir. Bobreklerde iskemi ve reperflizyonun farkli siirelerinde yapildigi
calismalarda; lire ve kreatinin diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (84-85). Bu calismada
da bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in serumda kreatinin ve iire seviyeleri
arastirildi

Bu calismada kreatinin degeri IR grubunda en yiiksek seviyedeydi ve kontrol
grubu ile istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi Iskemi-reperfiizyon Oncesi
catalpol verilen grup ile IR grubu ve IR sonrast catalpol verilen grup
karsilastirildiginda kreatinin degeri istatistiksel olarak anlamli olmasa da IR 6ncesi
catalpol verilen grupta daha diisiiktii. Bu sonuca gore IR 6ncesi catalpol verilmesinin
bobrek iizerinde koruyucu etkisi oldugu sdylenebilir. Iskemi-reperfiizyon grubu ile
IR sonrasi catalpol uygulanan grup karsilastirildiginda kreatinin degerlerinin IR
sonrasi catalpol uygulanan grupta istatistiksel anlamli bir fark olmasa da daha diisiik
olarak saptandi. Ure degerleri karsilastirildiginda catalpol uygulanan grupta, sadece
IR grubuna gore daha diisiik iire degerleri saptanmakla birlikte fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Zhu ve ark. (86) yaptig1 bir calismada IR uygulanan sicanlara
IR’den 1 saat once 25, 50 ve 100 mg/kg catalpol uygulanmis ve doza bagiml
catalpolun IR hasarmna kars1 koruyucu etkileri arastirilmistir. Sadece IR hasari
olusturulan grupla karsilastirildiginda iire ve kreatinin degerinde istatistiksel olarak
belirgin diisiis saptanmistir. Fakat farkli doz gruplar1 arasinda iire ve kreatinin
degerleri arasinda anlamli bir fark goézlenmemistir. Catalpolun bobrek {iizerine
koruyucu etkisi bizim ¢alismamizda benzer sekilde sonuglanmaistir.

Yapilan bir diger calismada Dong ve ark. (61) diabetik nefropati modelinde

catalpolun BUN ve kreatinin degerini ¢alismamiza benzer sekilde anlamli olarak
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diisiirdiigii ve bobrek iizerine koruyucu etkisi gosterilmistir. Dokularda olusabilecek
serbest radikaller ve diger ROS (reaktif oksijen tiirleri) iirtinleri, SOD, CAT, GPx,
GSH gibi antioksidan savunma sistemleri tarafindan etkili bir bi¢cimde
temizlenebilmektedir (87). Oksidatif stres, lipit peroksidasyonunun belirteci olan
MDA ile SOD, CAT, GPx (enzimatik) ve GSH (enzimatik olmayan) enzimlerinden
olusan antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik durumudur (88).
Yani oksidan ve antioksidan denge arasindaki degisiklikler sonucunda meydana
gelmekte ve reaktif oksijen radikalleri lehindeki artislar oksidatif hasar olarak
goriilebilmektedir (89). Oksidatif stres doniisiimsiiz hiicre hasar1 ve bir¢ok enzimin
inaktivasyonuna neden olabilmektedir (90).

Serbest radikaller yiliksek reaktivitelerinden dolay1 hiicre zarinda bulunan
doymamis yag asitleri ile etkileserek lipit peroksidasyonunu baglatabilmektedir.
Olusan lipit peroksidasyonu doku hasar1 ile iliskilidir ve kolaylikla yikimlanarak
basta MDA olmak lizere bir¢ok sekonder iiriinler meydana getirebilmektedir (91).

Bizim ¢aligmamizda lipit peroksidasyonunun 1yi bir gdstergesi olarak MDA
diizeyleri bobrek doku 6rneklerinde analiz edildi.

Calismamizda renal dokudaki MDA diizeyi IR grubunda kontrol grubuna
gore 1,6 kat yiiksek olarak saptandi. Bu sonuglara gére IR sonrasi serbest oksijen
radikallerine bagli olarak lipit peroksidasyonu sonucu anlamli hasar oldugu
sOylenebilir. Catalpol uygulanan hem Grup 3 ve hem de Grup 4’te kontrol grubuyla
karsilastirildiginda MDA diizeylerinde anlamli bir artis oldugu goriilse de, catalpol
tedavisi alan grupla IR grubu karsilastirildiginda catalpol’un MDA diizeyini anlaml
sekilde diistirdiigiinii gérmekteyiz. Lipid peroksidasyonunda azalma agisindan hem
IR oncesi, hem de IR sonrasi catalpol uygulamasi bobrek iizerinde anlamli sekilde
hem koruyucu ve hem de tedavi edici etki gdstermistir. Iskemi-reperfiizyon éncesi ve
sonrasi catalpol uygulanan gruplar karsilastirildiginda, IR 6ncesi catalpol uygulanan
grupta MDA seviyesi anlamli olarak daha distktii, yani IR Oncesi catalpol
uygulamasinin, IR sonrasi catalpole goére IR hasarmi 6nlemede bobrek iizerine
koruyucu etkinliginin daha fazla oldugu sdylenebilir.

Normal fizyolojik durumda enzimatik ve non enzimatik antioksidan savunma
mekanizmalarindan SOD, CAT, GPx ve GSH oksidatif hasara karsi koruyucu

gorevleri vardwr. Siiperoksit radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

44



doniisiimiinii saglayan SOD, siiperoksit radikallerinin en 6nemli temizleyicisidir.
Hidrojen peroksit bir radikal olarak kabul edilmese de hidroksil radikalinin
organizmadaki en Onemli kaynagidir. Glutatyon peroksidaz ve CAT hidrojen
peroksitin katalizinde 6nemli olan enzimlerdir. Lipid peroksidasyonundaki artisla
beraber olusan oksidatif stres, antioksidan savunma mekanizmalarin1 da tiiketmekte
ve dokudaki diizeyleri azaltmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da bobrekte IR
hasarinda oksidatif strese bagli olarak dokuda SOD, CAT, GPx ve GSH diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde diistiigii gosterilmistir (92-94).

Caligmamizda antioksidan mekanizmadaki bozulmayi degerlendirmek ig¢in
SOD, CAT, GPx ve GSH diizeyleri bdbrek dokusunda analiz edildi. Iskemi-
reperflizyon grubu kontrol grubuyla karsilastirildigimda SOD, CAT, GPx ve GSH
degerlerinde anlamh diisiis tespit edildi. Bu sonuglar IR grubunda bdbrek iizerinde
belirgin oksidatif stres maruziyeti ve antioksidan savunma mekanizmasinda azalma
oldugunu desteklemektedir. Iskemi-reperfiizyon Oncesi catalpol uygulanan grupta
SOD, CAT, GPx ve GSH degerleri IR grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu.
Iskemi-reperfiizyon sonrasi catalpol uygulanan grupla IR grubu karsilastirildiginda
CAT degeri disinda diger SOD, GPx ve GSH degerleri arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. Iskemi-reperflizyon oncesi uygulanan catalpolun IR sonrasi catalpole
gore bobrek iizerindeki oksidatif strese karst daha etkili cevap verdigini
sOyleyebiliriz.

Yapilan serebral iskemi deneysel modelinde karotid okliizyonu 6ncesi 3 giin
siresince 1.p. olarak uygulanan 10 ve 20 mg/kg dozlarinda catalpolun SOD
aktivitesinde anlamli artis ve beyin MDA igeriginde anlamli azalmaya neden oldugu
saptannustir.  Iskemi-reperfiizyon hasar1 Oncesi catalpol tedavisinin serbest
radikallerin azaltilmast ve lipid peroksidasyonunun engellenmesi ile iligkili
olabilecegi ifade edilmistir (95).

Iskemi reperfiizyon modelinde primer kiiltiire astrositler iizerinde catalpolun
etkilerinin arastirildig1 ¢alismada catalpol mitokondriyal membran potansiyelindeki
azalmay1 onlemis, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu inhibe etmis, lipid peroksit
seviyesinde azalma ve SOD, GPx ve GSH’de artigsa neden olmustur. Catalpolun SOR
iiretimini baskilayarak ve antioksidan kapasiteyi artirarak astrositler {izerinde hiicre

koruyucu etki gosterdigi ileri stiriilmiistiir (60).
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Zhou ve ark. (96) yaptiklar1 caligmada deneysel diabetik ensefalopati
modelinde catalpolun oksidatif stresi azaltarak noéroprotektif etki olusturdugu
gosterilmistir.  Histopatolojik incelemelerde IR yapilan grupta interstisyel
inflamasyon, intratiibiiler silendir ve proteindz cast, tiibiiler atrofi, tiibiiler nekroz,
tiibiiler fircams1 kenar kaybi, tiibiiler hiicre vakuolizasyonu ve hidropik
dejenerasyonun kontrol grubuna gore anlamli olarak artmasi iskemi reperfiizyonun
bobrek iizerinde belirgin bir sekilde hasar yaptigini gdstermektedir. Ure, kreatinin ve
diger biyokimyasal verilerdeki patolojik artis IR sonrasi bobrekte olusan
histopatolojik bulgular1 desteklemektedir. Daha o6nce yapilan deneysel IR
calismalarinda da benzer sonuclar elde edilmistir (83-86).

Interstisyel inflamasyon agisindan IR grubu ile iskemi &ncesi ve sonrasi
catalpol uygulanan gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
inflamasyonun azaldig1 goriilmekte ve bunun da catalpolun antiinflamatuar
ozelligine bagh gelistigi soylenebilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da catalpolun
antiinflamatuar etkinligi gosterilmistir (81, 97, 98).

Catalpolun iskemi Oncesi verilmesi interstisyel inflamasyonda, tiibiiler atrofi,
tiibiiler nekroz, intratiibiiler silendir/proteindz cast ve tiibiiler fircams: kenar
kaybinda istatistiksel anlamli olmasa da iskemi sonrasi catalpol tedavisinden daha
etkili oldugu goriilmektedir.

Bobrekte olusan hasar1 ve verilen tedaviyi degerlendirmede doku biyokimyas1
daha erken giivenilir sonug¢ verebilmesine ragmen, bobrek lizerinde olusan patolojik
hasarin olusmas1 ve histopatolojik olarak gosterilmesi reperflizyon siiresi ile
iligkilidir ve erken donem histopatolojik degerlendirme anlamsiz sonuglar
verebilmektedir.

Sonug¢ olarak;

Renal IR hasar1 olusturulan ratlarda catalpolun hasar1 dnleyici ve tedavi edici
etkinliginin arastirildig1 bu ¢alismada;

Iskemi ve reperflizyonun bdbrekte hem biyokimyasal hem de histopatolojik
olarak istatistiksel olarak anlamli sekilde belirgin hasar olusturdugu gosterilmistir.

Catalpolun bobrekte iskemi sonrasi olusan hasari, biyokimyasal verilere
dayanarak, antioksidan ve antiinflamatuar etkinligiyle belirgin olarak azalttig:

gosterilmistir.
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Catalpolun tedavi edici 6zelliginden ziyade bobrekte olusan hasar1 6nlemeye
yonelik etkinliginin daha ¢ok oldugu biyokimyasal verilerin 1s1ginda gosterilmistir,
histopatolojik olarak bu etki istatistiksel olarak anlamli olmasa da 6zellikle hasar1

onleyici etkinligi goze carpmaktadir.
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