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OZET

Yiiksek yagh diyetle indiiklenmis obez sicanlarda aposininin bobrek ve mesane

iizerine etkilerinin histolojik ve biyokimyasal olarak incelenmesi

Amag: Bu calismanin amaci, yiiksek yaglh diyete (YYD) bagh obezitede, NADPH
Oksidaz (NOX) inhibitérii olan aposininin (APS) bobrek ve mesane hasari

tizerindeki olas1 koruyucu etkilerini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Wistar albino erkek sicanlar dort esit (n=8) gruba ayrildi:
Kontrol, YYD, YYD+dimetilsiilfoksit (DMSO) ve YYD+APS. Deney gruplar1 16
hafta boyunca standart (kontrol grubu; %6 yag) veya YYD (YYD, YYD+DMSO,
YYD+APS gruplari; %45 yag) ile beslendi. Deneyin son 4 haftasinda, YYD+DMSO
grubuna DMSO (%15) ve YYD+APS grubuna APS (25 mg/kg, %15 DMSO i¢inde
¢Ozililmiis) orogastrik uygulandi. Deney siliresince her hafta agirliklart oSlgiilen
sicanlar deney sonunda hafif eter anestezisi altinda dekapite edildi. Kan serumunda
yiikksek yogunluklu lipoprotein (HDL), trigliserit, kolesterol ve leptin degerleri
Olctildii. Bobrek ve mesane orneklerinde malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH),
8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) ve miyeloperoksidaz (MPO) seviyeleri
biyokimyasal olarak degerlendirildi. Isik mikroskobik incelemeler i¢in bdbrek ve
mesane dokular1 hazirlandi. NADPH Oksidaz (NOX)-2, Niikleer Faktor-kappa B
(NFk-B), Transforming Growth Faktor (TGF)-Bl1 ve Proliferating Cell Niiklear
Antigen (PCNA) pozitif hiicreler immiinohistokimya ve TUNEL yontemi
kullanilarak degerlendirildi. Tiim parametreler istatistiksel olarak degerlendirildi. P <

0.05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: YYD ve YYD+DMSO gruplarinda viicut agirligt artti. Serum leptin,
kolesterol ve trigliserit seviyeleri yiikseldi. Bobrek ve mesanede MDA, 8-OHAG ve
MPO seviyeleri artarken, GSH seviyeleri azaldi. Renal cisimciklerde ve dejenere
tiibiillerde hasar, interstisyel bag dokuda kolajen artisi, mesanede ise iirotelyumda
yer yer dokiilme, vaskiiler konjesyon, kas tabakasinda kolajen artigi, mukoza ve kas
tabakasinda degraniile olmus mast hiicrelerinin artis1 goriildii. Hem bobrek hem

mesanede NOX-2, NFk-B immiinpozitif veTUNEL pozitif hiicrelerde artis; bobrekte

viil



TGF-B1 immiinpozitif hiicrelerde artis gézlenirken, PCNA immiinpozitif hiicrelerde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi. Tiim bu histolojik ve biyokimyasal

hasar bulgularinin APS uygulanmis YYD+APS grubunda azaldig1 gézlendi.

Sonuclar: Yiiksek yagli diyet, oksidatif stres yoluyla NOX-2 aktivitesini ve
inflamasyonu artirarak bobrek ve mesane hasarina neden olur. Aposinin, oksidatif

stresi inhibe ederek bobrek ve mesane hasarini iyilestirebilir.

Anahtar Sozciikler: Obezite, bobrek, mesane, oksidatif stres, aposinin
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ABSTRACT

Histological and biochemical investigation of the effects of aposine on kidney

and bladder in high-fat diet-induced obese rats.

Aim: The aim of this study was to investigate the possible protective effects of
apocynin (APC) on kidney and bladder damage in high-fat-diet (HFD) induced
obesity.

Materials and Methods: Wistar albino male rats were divided into four equal (n=S8)
groups: Control, HFD, HFD+dimethylsulfoxide (DMSO) and HFD+APC.
Experimental groups were fed with standard (control group; 6% fat) or HFD (HFD,
HFD+DMSO, HFD+APC groups; 45% fat) for 16 weeks. In the last 4 weeks of the
experiment, DMSO (15%) to the HFD+DMSO group and APC (25 mg/kg, dissolved
in DMSO) to the HFD+APC group were administered via orogastric gavage. Rat
weights were measured every week during the experimental period. At the end of the
experiment, rats were decapitated under light ether anesthesia. High-density-
lipoprotein (HDL), triglyceride, cholesterol and leptin values were measured in blood
serum. Kidney and bladder tissues were prepared for light microscopic examinations.
NOX-2, NFx-B, TGF-B1 and PCNA positive cells and TUNEL positive cells were
evaluated immunhistochemistry or cytochemistry method. Malondialdehyde (MDA),
glutathione (GSH), 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) and myeloperoxidase
(MPO) levels were evaluated biochemically. All of the parameters were evaluated

statistically. P < 0.05 was considered significant.

Results: The body weight was increased in the HFD and HFD+DMSO groups.
Leptin, cholesterol and triglyceride levels increased in these groups. Damage in the
renal corpuscules and degenerated tubules, increased collagen in the interstitisyel
connective tissue, localized shedding in the urothelium in the bladder, vascular
congestion, increased collagen in the muscle layer, increase in degranulated mast
cells in the mucosa and muscle layer were observed. Increase in NOX-2, NFk-B
immunopositive and TUNEL positive cells in both kidney and bladder; while an
increase was observed in TGF-B1 immunopositive cells in the kidney. No significant

difference was observed between the groups in PCNA immunopositive cells. It was



observed that all these histological and biochemical damage findings decreased in the

HFD+APC group who had APC.

Conclusion: High-fat diet causes kidney and bladder damage by increasing NOX-2
activity and inflammation through oxidative stress. Apocynin may ameliorate kidney

and bladder damage by inhibiting oxidative stress.

Keywords: Obesity, kidney, bladder, oxidative stress, apocynin
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1. GIRIS VE AMAC

Obezite; hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde goriilen kiiresel bir
problemdir. Genetik faktorler hari¢ tutuldugunda yag oram yiiksek gidalarin alim,
diizensiz uyku ve vyetersiz fiziksel aktivite obezitenin sebepleri arasinda yer
almaktadir. Obezite ile metabolik sendrom, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
non-alkolik yagl karaciger hastaligi, uyku apne sendromu ve kronik bobrek hastaligi
(KBH), asir1 aktif mesane sendromu ve mesane kanseri gibi bir¢ok hastalik ile

iliskilendirilmektedir [1-7].

Obezite, KBH patofizyolojisinde ¢ok yonlii yer almaktadir. Tek basina bir
faktor olmasinin yani sira hipertansiyon ve diyabet olusturarak da KBH’ye neden
olmaktadir [8]. Adipositlerde fazla miktarda lipit birikimi adiposit hipertrofisini
tetikler. Viicuttaki yag dokularmin yag depolama yetenegi asildiginda ise kas,
karaciger, bobrek ve pankreas gibi dokularda ektopik birikim goriilir [9]. Uzun
zincirli doymus yag asitleri, bobrekte gesitli hiicrelerde birikerek reaktif oksijen
tirevleri (ROT) iiretimini artmasina ve timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a),
interlokin-6 (IL-6) ve NF-kB gibi pro-enflamatuvar sitokinler yoluyla glomeriiler
mezangiyal hiicre enflamasyonunu tetikledigi, TGF (Doniistiiriicii Biiylime Faktorii)
-B1 sinyalizasyonu ile interstisyel matriks fibrozisine neden oldugu gosterilmistir
[10-12]. ROT mekanizmalarindan olan NADPH oksidaz (NOX) artisinin TGF-1

expresyonunu tetikledigi bu nedenle fibrozise neden oldugu gdsterilmistir [13].

Yag dokusunun enerji deposu olmasinin yami sira glikoz ve lipit
metabolizmasini, kan basincini ve immiin sistemi diizenleyen endokrin gorevi vardir.
Uzun siireli obezite, yag doku hipoksisine, hepatik stres yanitlarina ve sistemik
hiperglisemiye neden olur. Bu faktorlerin kombinasyonu, enflamatuvar makrofajlarin
infiltrasyonuna sebep olur ve yag dokusu enflamasyonu ile sonuglanir [14].
Insanlarda ortaya ¢ikan metabolik sendromun belirti ve bulgularini genetik olmayan
kemirgen modelinde gelistirebilmek i¢in Wistar albino si¢anlarda yiiksek yagh diyet
(YYD) modeli kullanilmaktadir [15].

Adipoz dokunun hipertrofisi leptin gibi c¢esitli adipokinler vasitasiyla

enflamasyon, oksidatif stres, anormal lipit metabolizmasi, artan insiilin ve insiilin



direnci liretimini igerir [16]. Daha 6nceki iki caligmada leptinin bobrek ve mesanede
enflamasyona neden oldugu gosterilmistir [17, 18]. Yapilan ¢aligmalarda YYD ile
induklenmis nonalkolik yagl karaciger hastalik modeli olusturulmus fare bobreginde
leptin aracili oksidatif hasar ve mezangiyal hiicre enflamasyonunun gelistigi [19],
mesanede ise detriisor kas hipertrofisi, kolajen birikimi ve epitelyum hipertrofisi

meydana geldigi gosterilmistir [18, 20].

Normal kosullar altinda, ROT {iretimi, homeostazi koruyan bir¢ok yararh
sinyal yolunu aktive eder, ancak reaktif tiirlerin asir1 iiretimi dokulara zarar verir.
YYD ile beslenmede bobrek ve mesanede asamali mitokondriyal hasar, elektron
tagima zincirinin verim kaybina, ROT {iretiminde daha fazla artisa, ATP iiretiminin
azalmasina ve hiicrelerin fonksiyon gorememesine neden olur [3, 21]. Bu nedenle,
cesitli reaktif oksijen ve azot tiirlerini iceren oksidatif stres, YYD’nin indiikledigi
tiriner sistem hasar patofizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir [22, 23]. Obezitede
ROT artisinin oldugu gosterilmistir [11, 24, 25]. YYD ile indiiklenmis obezite
modellerinde kardiyovaskiiler [6], bobrek [4, 19, 26] ve mesanede [3, 27] ROT artis1
gosterilmistir. Artan ROT’un enflamatuvar cevabi tetikledigi, notrofil kaynakli
enzim olan miyelperoksidazin (MPO) obez bireylerde arttig1 [28], NOX inhibisyonu

ile bu etkinin dnlenebildigi gosterilmistir [29].

Asetovanillon olarak da bilinen Aposinin (APS, 4-hidroksi-3-metoksi-
asetofenon), vanilin ile yapisal olarak iliskili dogal bir organik bilesik olup NOX-2
inhibitoriidiir [30]. ROT artis1; hiicrede DNA, RNA ve protein hasarina yol agan
antioksidan enzim diizeyindeki degisiklige neden olmaktadir [31]. Cesitli
dokulardaki NOX'lar ve patofizyolojik durumlardaki rolleri, c¢esitli NOX
inhibitorlerinin in vitro ve in vivo etkileri arastirilmaktadir [32]. APS’nin, arsenigin
yarattig1 oksidatif stresin sican mesane epitelyum hiicreleri lizerine sitotoksisitesini
kismen inhibe etme yetenegi gosterilmistir [33]. Yapilan calismalarda sisplatinle
olusturulmus testis hasarinda [34], iskemi/reperfiizyon ile olusturulmus testis
hasarinda [35], YYD ile olusturulmus testis hasarinda [36]. APS’nin
oksidan/antioksidan  dengeyi  diizenleyerek  testis hasarim1  Onleyebilecegi

gosterilmistir.



Yapilan c¢alismalar obezitenin kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik
hastaliklarla birlikte {iriner sistem {izerinde de etkisinin oldugunu goéstermektedir.
Gittik¢e artan obezitenin bir halk sagligi problemi oldugu bilinmektedir. YYD ile
indiiklenmis obezite modelinde etkili olacagi diisiiniilen bir¢ok kimyasal ajan
calisilmigtir. NOX inhibitorii olan APS’nin YYD ile indiiklenmis obezite modelinde
bobrek ve mesane hasari iizerine olasi iyilestirici etkilerine yonelik calismalar ise

siirlidir.

Bu calismanin amaci, YYD ile indiiklenmis bobrek ve mesane hasari iizerine
aposininin olas1 1iyilestirici etkilerin histolojik ve biyokimyasal yontemler ile
arastirmaktir. YYD ile indiiklenmis obez sicanlarda serum kolesterol, trigliserit,
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve leptin diizeyleri, doku oksidatif stres
belirtegleri olan malondialdehit (MDA), ve glutatyon (GSH), 8-hidroksi-2'-
deoksiguanosin (8-OHdG) ve enflamasyon ile iligkili belirteg olan myeloperoksidaz
(MPO) seviyesi biyokimyasal yontemler ile degerlendirilmistir. Bobrek ve mesane
morfolojisi, kolajen yogunlugu, mast hiicreleri, hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii,
NOX-2, Nf-kB ve TGF-B1 pozitif hiicreler histolojik, histokimyasal ve

immiinhistokimyasal yontemler ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek ve mesane histolojisi

2.1.1. Bobrek histolojisi

Bobrekler retroperitoneal yerlesimli, vertabral kolonun her iki yaninda bulunan
kapsiilli bir ¢ift organdir. Bobregin i¢biikey bir medial simirinda sinirlerin girdigi,
tireterin ¢iktig1 ve kan ve lenf damarlariin girip ¢iktig1 hilum ve her ikisi de ince bir
fibroz kapsiille kapli digbiikey bir yan yiizeyi vardir. Bobrek parankimi, dista ¢ok
sayida glomertil ve tiibiil bulunan daha koyu renkli korteks; igte toplayici kanallarin
bulundugu medulladan olusur (Sekil 1). Insanlarda meduller kisim, 8-15 adet konik
bicimli taban1 kortikomediiller bileskede, renal papilla isimli tepesi ise mindr kalikste
bulunan bobrek piramitlerini bulundurur. Medulla tabanindan kortekse uzanan
paralel tiibiiller ve kanallar mediiller 1s1nlar1 olusturur. Bir bobrek lobu, her piramit
ve tabanindaki kortikal doku olusturur, lobiilii ise meduller 151n ve iliskili kortikal
dokularindan olusur. Ureterin {ist ucu b&brek pelvisi olarak genisleyerek 2-3 major

kaliksi, major kaliksler ise kiiciik kalikslere boliiniir [37].

renal situn
arkuat damarlar

piramitler

medullar
Isinlar

mindr
kaliks

medulla A 1 : ' | ~ renal pelvis
: \ 3¢ -. 5
korteks ! b ' Ql\ ureter
major kaliks

Sekil 1. Bobrek diyagrami [38].



Bobreklerin fonksiyonel birimi olan nefron renal cisimcik ve epiteliyal renal
tiibiilden olusur. Renal cisimcik glomeriiler kapiller a§ ve Bowman kapsiiliinden;
renal tiibilil ise proksimal tiibiil, Henle kulbu, distal tiibiil ve toplayic1 kanallardan
olusur. Kortikal nefronlar neredeyse tamamen kortekste bulunurken, jukstamediiller

nefronlar medullaya yakin uzanir ve uzun Henle dongiilerine sahiptir [38].

Efferent R |

arteriyo]  -€na

i cisim
Distal

tiibiil

Proksimal tiihiil

Afferent
areriyal

Toplayict
kanal

Henle kulbu

Sekil 2. Nefronun yapis1 [37].

Bobregin  kan dolasimi, fonksiyonu nedeniyle nefronun bilesenleriyle
yakindan iliskilidir. Renal arter hilumda iki veya daha fazla boéliiniirek segmental
arteri, renal pelviste dallanarak mediiller piramitlerin arasinda kortikomediiller
bileskeye dogru uzanarak interlobar arterleri olusturur. Burada interlobar arterler
tekrar boliinerek her renal piramidin taban1 boyunca bir yay halinde uzanarak arkuat
arterleri olustururlar. Arkuat arterlerden ayrilan dallar kortekse derinlerine uzanan
interlobiiler arterler, interlobiiler arterlerden ise glomeriiler kapiller aga katilacak
olan afferent arteriyoller ortaya ¢ikar. Glomeriiler kapiller ag iki arteriol (afferent ve
efferent) arasindadir. Efferent arteriyoller, kortikal nefronlarda peritubiiler kilcal
damarlarin yapisina katilir; juxtaglomerular nefron ¢evresindekiler ise peritiibiiler
kilcal damarlar olusturmak yerine Henle kulbu ve toplama kanallar1 ile birlikte
medullanin derinliklerine niifuz eden vaza rectaya katilirlar. Kan, bobregi arterlerle

ayni rotalar1 izleyen ve ayni isimlere sahip venlere birakir. Bobrek kapsiiliindeki en



distaki peritiibiiler kilcal damarlar, interlobiiler damarlara bosalan kiigiik stellat

damarlarla birlesir [38].

Bobrek filtrasyon, sekresyon ve yeniden emilim fonksiyonlari vardir.
Filtrasyon iglemi renal cisimcikte, sekresyon ve yeniden emilim ise nefronun tiibiiler
kisminda yapilir. Bowman kapsiiliiniin tek katli yassi epitelden olusan pariyetal
tabakasi ile visseral tabakasi arasindaki bosluga Bowman boslugu (mesafesi) denir
ve filtrasyon bariyerini gecen ultrafiltrat buraya siiziiliir. Glomeriiler filtrasyon
bariyerin visseral epitel diger ismiyle podositten uzanan pediseller, pencereli kapiller
endotel ve bu iki yap1 arasin1 dolduran bazal membran olusturur. Pediseller arasinda
fermuar benzeri yarik diyaframlari, yarigmin her iki tarafindaki hiicre zarindan
cikint1 yapan cesitli anyonik glikoproteinler, proteoglikanlar ve endotel hiicresi ile

arada bulunan bazal membran filtrasyon islemini yiik ve boyut secici kilar [37].

Renal cisimcik kapiller endotel hiicreleri, podositlere ek olarak mezangiyal
hiicreleri de igerir. Mezangiyal hiicreler, glomeriiliin vaskiiler sapinda ve komsu
glomertiler kapillerlerin aralarindaki bosluklarda belirgindir (Sekil 3). Glomeriiler
bazal membran tarafindan c¢evrelenmesi yoniiyle perisitlere  benzerdir.
Ekstraglomeriiler yerlesimli olanlar ise jukstaglomeriiler aparatin bir parcasidir ve
lacis hiicreleri denir. Glomeriiler bazal membaranin yap1 ve fonksiyonunu korumak
icin arttk iirlin veya immiinkompleks birikimleri fagosite ederek uzaklagtirir.
Mezangiyal matriks bilesenlerini iiretir. Glomeriiler bazal membranin bulunmadigi
ya da tam olmadigi alanlarda podositler i¢in destek saglar. Kontraktil 6zelligi
sayesinde kan basinct degisikliklerine yanit olarak glomeriiler distansiyonunu
diizenler. Glomeriiler hasara cevap olarak Interldkin-1, prostaglandin E, ve trombosit

kaynakl1 biiylime faktorii sentezleyip salgilayabilir [38].
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Sekil 3. Renal cisimcigin yapisi [38].

Proksimal Kivrimli Tiibiil: Glomertil pariyetal epiteli tek katli yasst iken
glomeriiliin tiibiiler kutbuna dogru geldiginde kiibik hale gelerek proksimal tiibiilii
olusturur. Korteksin ¢ogunu doldurur. Proksimal tiibiil epitel hiicreleri, bol
mitokondri nedeniyle cekirdekleri merkezdedir, asidofilik sitoplazmaya sahiptir.
Mikrovilluslarin olusturdugu iyi gelismis fircamsi kenar bulunan glikokaliks tabakasi
sebebiyle periyodik Asit Schiff (PAS) pozitif boyanan apikal yiizeyi vardir. Hiicreler
lateral ylizeyde birbirine zonula okludens ve zonula adherens ile baglanmistir.
Tibiiler geri emilimin biiyiik bir kismiin ve sekresyonun oldugu yerdir. Hem aktif
hem de pasif mekanizmalarla transseliiler emilim saglayan ¢esitli transmembran
enzimler ve tastyici proteinlere sahiptir. Ultrastriiktiirel olarak, bu hiicrelerin apikal
sitoplazmasi, mikrovillus tabanlarimin yakininda, aktif endositoz ve pinositozu
gosteren ¢ok sayida cukur ve vezikiile sahiptir Bu vezikiiller, dolagima salinan
aminoasitlerle lizozomlarda bozunacak kiigiik, yeniden emilen proteinleri igerir.
Proksimal tiibiiler hiicreler ayrica bir¢ok uzun bazal membran invajinasyonuna ve
komsu hiicrelerle lateral interdijitasyonlara sahiptir. Bazal invajinasyonlar boyunca
yogunlasan uzun mitokondri aktif tasinimda yer alan membran proteinleri icin ATP
saglar. Lateral membranlarin genis interdijitasyonlar1 nedeniyle, proksimal tiibiiliin

hiicreleri arasindaki ayrik sinirlarin 11k mikroskobu ile goriilmesi zordur. Proksimal



tiibiillerin yakinindaki kortikal bolgelerdeki fibroblastik interstisyel hiicreler, lokal
oksijen konsantrasyonunda uzun siireli bir azalmaya yanit olarak salgilanan biiylime

faktorii olan eritropoietin iiretir [37].

Henle kulbu: Proksimal tiibiil epiteli diiz tiibiil kism1 Henle kulbu olarak
devam eder. Inen kolu pasif difiizyon ile emilim gériildiigiinden hiicreler daha ince
ve daha az sayida organel igerir. Yiikselen kol ise dis medullada tekrar tek katli kiibik
epitel ve birgcok mitokondri ile daha kalindir, glomeriiliiniin yakinindaki makula
densaya kadar uzanir. ince inen kol sadece suya, ¢ikan kalin kol ise su harig elektrolit
ve iireye karsi gecigen olmasi, ayrica interstiyel bag dokuda bulunan vaza rektanin
inen ve yiikselen kapiller kisimlarin kan akimi1 Henle kulbu zit akim yoniine sahip

olmas1 hiperozmotik interstisyumun korunmasina yardimci olur [37].

Distal kivrimli tiibiill ve Jukstaglomerular aparat: Henle kulbunun c¢ikan
kolunun devami olan kisim kortekse girerken diizdiir, kortekste kivrimli hale gelir.
Distal tiibiilin kivrimli kismi tek katli kiibik epitelden olusur. Proksimal tiibiil
hiicrelerine gore daha kisa, daha az mitokondriye, daha az firgamsi kenara, daha fazla
genis limene ve daha ¢ekirdek yogun goriiniime sahiptir. Burada sodyum emilim
orani, adrenal bezlerden aldosteron tarafindan diizenlenir. Distal tiibiiliin diiz kisma,
nefronunun renal cisimcigin damar kutbundaki arteriyollere temas ettiginde,
hiicrelerin yliksekligi artar ve makula densayi olusturur. Jukstaglomerular aparat;
makula densa, renal cisimcigin damar kutbunda bulunan arteriyol duvarinda bulunan
jukstaglomertiler hiicre ve ekstraglomeriiler mezangiyal hiicrelerden olusur. Makula
densa hiicreleri tipik olarak apikal ¢ekirdeklere, bazal Golgi komplekslerine ve daha
ayrintili ve g¢esitli iyon tasima kanallarina sahiptir. Makula densanin bitisigindeki
afferent arteriyoliin tunika medyasinda yer alan diiz kas hiicreleri, daha yuvarlak
cekirdekler, graniillii endoplazmik retikulum, Golgi kompleksleri ve renin salgisi
tireten igeren jukstaglomeriiler hiicreler olarak modifiye edilir. Jukstaglomerular
aparat, glomeriiler kan akisini ve glomeriiler filtrasyon hizini diizenlemek igin
Ozellesmistir. Yiksek arter basinci, glomeriiler kapiller kan basincini arttirak
glomertiler filtrasyonu arttirir. Bu durumda, makula densa hiicrelerinin liimeninde
sodyum ve klor konsantrasyonu artar. Bu hiicrelerden glomertiler basinci diisliren ve
afferent arteriyoliin kasilmasini tetikleyen ATP, adenozin gibi vazoaktif bilesiklerin

serbest birakmasina neden olur ve tiibiiler iyon konsantrasyonlarini diistiriir. Azalmis



arter basinct durumunda ise, afferent arteriyoldeki lokal baroreseptorler
stimiilasyonun artmasina ve bu da jukstaglomeriiler hiicrelerinden kana renin
salinmasina neden olur. Renin, plazma proteini inaktif anjiyotensinojeni
anjiyotensin-1’e boler. Akciger kilcal damarlarindaki anjiyotensin doniistiiriicii
enzim, bunu dogrudan sistemik kan basincini yiikselten ve adrenallerden aldosteron
salmimin1 uyaran giiclii bir vazokonstriktér olan anjiyotensin Il'ye c¢evirir.
Aldosteron, kan basincini arttirmaya yardimci olmak i¢in kan hacmini yiikselten
distal kivrimli ve toplayic tiibiillerde sodyum ve suyun yeniden emilimini arttirir.
Normal kan basmcmin geri doniisii, jukstaglomeriiler hiicreler tarafindan renin

salgilanmasini sonlandirir [37].

Toplayict tiibiil: Distal kivrimli tiibiiller toplayici tiibiil ve kanallar olarak
devam eder. Bellini papiller kanallar1 olarak da bilinen toplayici kanallar, renal
piramidlerden papillaya dogru giderek genisler. Toplayici tiibiiller ve kortikal
toplayict kanallar tek katli yassi-kiibik epitelle doseliyken, mediiller toplayici
kanallar1 kiibik epitel ve daha genis kanallar tek katli prizmatik epitel ile doselidir.
Toplama kanal ve tiibiil epiteli 2 tip hiicreden olusmaktadir. Esas soluk boyanan ve
daha ¢ok sayida bulunan agik hiicreler, bazal plazma membran katlantilari, bir adet
monosilyum, birka¢ adet mikrovillus igeren hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda yuvarlak
ve kiiglik mitokondriler bulunur. Diger hiicre tipi olan koyu hiicreler ise ¢ok miktarda
mitokondri igerir, apikallerinde mikrovillus veya mikroplika bulunmaz. Bazal
plazma membran katlantilar1 yoktur. Asit-baz dengesinin korunmasina yardimei olur

[38].

2.1.2. Mesane histolojisi

Mesane pelviste simfizis pubisin arkasinda yer alir. Gorevi idrar1 depolamak ve dolu
oldugunda peristaltik hareketlerle idrarin iletimini saglamaktir, Mesane, idrarin
iletimini saglayan kaliks, renal pelvis ve iireterle benzerlik gosterir: limenden disa
dogru iirotelyum olarak adlandirilan degisici epitel bulunan mukoza, miiskiiler ve
adventisya tabakalarini bulundurur [39]. Liimeni bosken olusan mukozal kivrimlar

mesane doluyken kaybolurlar (Sekil 4).
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Sekil 4. Mesanenin tabakalar1 (enine kesit) [39].

Urotelyum olarak ii¢c katmandan olusur:
o Tek kath kiigiik bazal hiicrelerden olusan bazal tabaka
e Katmanlar1 hacime bagl degisebilen bir ara tabaka

e Semsiye hiicrelerinin bulundugu yiizeyel tabaka

Semsiye hiicreleri eliptik yiizeye sahiptir ve idrarla temasin en fazla oldugu
liimene yakin yerlesimlidir. Apikal yiizeyin ¢ogu, dis lipit tabakasinin bolgelerinin
goriindiigii asimetrik birim membranlardan olusur. Ultrastriiktiirel olarak apikal
membranlar1 ¢evreleyen genis hiicreler arasi birlesme komplekslerine sahiptir. Bu
birlesme bolgeleri, sertlestirilmis plaklarin parakristalin dizileriyle bir araya gelen
tiroplakinler isimli integral membran proteinlerini igeren lipit sallarindan olusur. Bu
membrandz plaklar, sik1 kavsaklarla birlikte, bu epitelin hiicrelerini ve ¢evresindeki
dokularin  hiicrelerini  hipertonik idrardan koruyan ve depolanan idrarin
seyreltilmesini 6nleyen ozmotik bir bariyer gorevi gormesini saglar. Plaklar, tipik
zarin daha dar bolgeleri tarafindan birbirine kenetlenir [37]. Mesane bosaldiginda
hem mukozal katlantilar olusur, hem de semsiye hiicrelerinin membrani birlesme
bolgelerinde katlanarak fuziform vezikiilleri olusturarak apikal ylizey alanlarini

azaltir (Sekil 5).
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Sekil 5. Mesanenin apikal plak plan1 [38].

Mesane dolu oldugunda, bu vezikiiller apikal membrana yeniden katilir, siki
kavsaklar yeniden diizenlendik¢e ve hiicrelerin yiizeyi daha diizlestik¢e yiizey alani
artar. Urotelyumunun kalnligi, artan idrar hacmine uyum saglamak icin ara
tabakadaki hiicrelerin itilmesiyle 5-7 sira hiicre tabakasindan 2-3 sira hiicre
tabakasina iner. Urotelyum yogun diizensiz bag dokusu olan bir lamina propria ve
submukoza ile cevrilidir, ardindan i¢ ice ge¢mis diiz kas tabakalar1 ve adventisya
vardir. Anatomik olarak detrusor kasi olarak isimlendirilen kas tabakasi ii¢
katmandan olusur ve mesaneyi bosaltmak i¢in kasilir. Mesanenin peritonla kapli {ist

kismi serdza ve geri kalan dis kismi1 adventisyel bir tabaka ile kaplanir [37].

2.2. Obezite

2.2.1. Obezite tamim, epidemiyoloji ve etiyolojisi

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan saglign bozacak 6l¢iide yag
dokularinin hiperplazisi ve hipertrofisi olarak tanimlanmakta olup 2016 yil
verilerine gore, diinya niifusunun fazla kilolu ve obez yetiskinlerin prevalansi
%38,9°dur [7]. Obezite, diinya ¢apinda yayginlasan bir halk sagligi problemidir.
Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde bir saglik sorunu olarak kabul edilir.

Ulkemizde de obezitede artis egilimi goriilmektedir. Ulkemizde 1990 yilinda yetiskin
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niifusun %18,8'1 obez iken 2010 yilinda %36' ya yiikselmistir [40]. Obezite
siiflamasi, kilo/boy2 formiilii ile elde edilen viicut kitle indeksi (VKI) ile yapilmakta
olup 25-29,9 arasinda olanlar “fazla kilolu” ve 30’dan fazla olanlar “obez” olarak

tanimlanir [7].

Obezitenin etyolojisinde genetik faktorler hari¢ tutuldugunda yag oram
yiiksek olan enerji yogun gidalarin alimi, diizensiz uyku ve yetersiz fiziksel aktivite
yer almaktadir [7, 41, 42]. Diyet ile yiiksek diizeyde kalori alimi, obezite, metabolik
sendrom, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, non-alkolik yagl karaciger
hastalig1, uyku apne sendromu, kronik bobrek hastaligi, asir1 aktif mesane ve kanser

gibi birgok hastalik ile iliskilendirilmektedir [2, 3, 5, 43].

2.2.2. Obezitenin bobrek ve mesane iizerine etkileri

Obezite ile iliskili bobrek hastaliginin patofizyolojisi karmasik ve ¢ok faktorliidiir.
Obezite, hipertansiyon ve diyabet ile KBH’ye sebep olabilecegi gibi, KBH ig¢in
bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir [8, 26]. KBH diinya ¢apinda, son
donem bobrek yetmezligi ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol acan biiyiiyen bir
saglik sorunu olup Tiirkiye'de KBH prevalansi % 15,7'dir [44]. Obezitenin artmasiyla

birlikte KBH populasyonunun artig1 olacagi dngoriilmektedir.

Adipositlerde fazla miktarda lipit birikimi adiposit hipertrofisini tetikler.
Viicuttaki yag dokularmin yag depolama yetenegi asildiginda ise kas, karaciger,
bobrek ve pankreas gibi dokularda ektopik birikim goriiliir [9]. Yag dokusu; enerji
deposu olmasinin yan sira glikoz ve lipit metabolizmasini, kan basincini ve immiin
sistemi diizenleyen endokrin gorevi vardir. Uzun siireli obezite, yag doku
hipoksisine, hepatik stres yanitlarina ve sistemik hiperglisemiye neden olur. Bu
faktorlerin kombinasyonu, enflamatuvar makrofajlarin infiltrasyonuna sebep olur ve

yag dokusu enflamasyonu ile sonuglanir[ 14].

Renal lipit birikimi; mezangiyal hiicrelerde, podositlerde ve proksimal tiibiil
hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olabilecegine dair kanitlar
vardir [45]. Renal proksimal ve distal tiibiiler epitel hiicreleri, podositler, mezangiyal

hiicreler, mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve interstisyel makrofajlarda yag asidi
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alimi goriilmektedir [46]. Bu durum YYD ile beslenme sonucu KBH gelisimi ve

ilerlemesinde merkezi bir rol oynayabilir.

Ayrica komorbid hastaliklardan bagimsiz olarak da adipoz dokuda artis ¢esitli
adipokinler vasitasiyla enflamasyon, oksidatif stres, anormal lipit metabolizmasi,
renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivasyonu ve artan insiilin ve insiilin
direnci iiretimini icerir [16]. Daha 6nceki ¢alismalarda leptin [19], adiponektin ve
rezistin gibi cesitli adipokinlerin bobreklerde [47] spesifik patolojik degisikliklere
neden oldugu gosterilmistir (Sekil 1).

Adipoz artuig

Y adiponektin, T Leptin: T rezistine T visfatin

)
T insilin direnci
MnsGlin dizeyi
TMMIinlyﬁnu
T Enflamasvon
T Oksidarif stress

Anarmal lipic
(]| mataboliznaz
HT

EWH

Sekil 6. Obezitenin kronik bobrek hastaligina sebep olan mekanizmalar. DM: Diabetes
mellitus; HT: Hipertansiyon; KVH: Kardiyovaskiiler hastalik; RAAS:Renin Anjiyotensin
Aldosteron Sistemi [47].

Obezite ile iliskili mesane ¢alismalar1 histolopatolojik olarak iirotelyum ve
detriisor kas hipertrofisi, kas lifleri arasinda kolajen birikimi [20] ve asir1 aktif

mesane sendromu [27] oldugu goriilmiistiir.

2.3. Oksidatif Stres ve Aposinin

Serbest radikal, dig yoriingesinde eslenmemis elektron iceren molekiil olarak
tanimlanir. Eslenmemis elektron varligir molekiilii kararsiz, kisa dmiirlii ve oldukca

reaktif yapar. Genelde azot ve oksijen kaynaklidir. Hidrojen peroksit, siiperoksit,
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nitrik oksit, azot dioksit, peroksinitrit birer o6rnektir. Endojen olarak mitokondride
elektron transport sisteminden, notrofil ve makrofajdan myeloperoksidaz, ksantin
oksidaz, sitokrom oksidaz, NOX gibi enzimlerle iiretilebilir. Ekzojen olarak asbest,
formaldehit gibi hava kirleticileri, UV, gamma, X-1sinlar1 ve ¢esitli ksenebiyotikler
viicutta serbest radikal liretimine neden olur [48]. Stabil hale ge¢ebilmek i¢in serbest
radikaller lipit, protein ve DNA gibi bilesiklerle etkilesime gegerek hasar
olustururlar. Etkilesime gectigi molekiil kararsiz hale gelir ve organizmadaki islevi
bozulur. Bu nedenle, ROT zararlarindan korunmak i¢in viicutta antioksidan glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz gibi enzimlerin yanisira GSH, E vitamini, C

vitamini bulunur [34].

NOX, c¢ok cesitli uyarilara yanit olarak ROT iireten ¢ok bilesenli bir
transmembran flavoprotein enzim kompleksidir. NOX ailesi, NOX1-5 ve Dual
Oksidaz1-2 olmak iizere yedi iliyeden olusan ¢ok bilesenli bir enzimdir. Dogal
bagisiklik, mitojenik sinyal, hormon sentezi, apoptoz, anjiyogenez ve hiicre disi
matriks ve proteinlerin oksidatif modifikasyonunda anahtar rol oynar [30]. Notrofil
ve makrofaj gibi enflamatuvar hiicrelerde bulunmasimnin yami sira iiriner sistem
hiicrelerinde yaygin olarak dagilmis oldugu ve NOX'un anormal ekspresyon

diizeyinin tiriner sistem hasartyla yakindan iliskili oldugu diistiniilmektedir [33, 49].

NOX-2 ve NOX-4 renal tiibiiler epitel hiicrelerinde ve fagositer hiicrelerde
yiiksek oranda eksprese edilirler. NOX'un inhibisyonunun, Toll Like Receptor 4 ve
NF-kB sinyalini azalttifi, pro-enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azalttigi
gosterilmistir [50]. Bobreklerde eksprese edilen NOX-1, NOX-2 ve NOX-4’iin
KBH'de oksidatif stres aracili merkezi bir rolii oldugu, vaskiiler enflamasyon,

disfonksiyon ve fibrozise sebep oldugu gosterilmistir [23].

Asetovanillon olarak da bilinen APS (4-hidroksi-3-metoksi-asetofenon),
vanilin ile yapisal olarak iliskili dogal bir organik bilesiktir. Ik olarak Schmiedeberg
tarafindan 1883'de tanimlanmis, Apocynum cannabinum'un (Kanada keneviri)
koklerinden izole edilmis ve ekstraktlar1 kalp rahatsizliklari i¢in resmi ilag olarak
kullanilmistir. 1971°de geleneksel Hindistan tibbinda taninan Hindistan, Nepal, Tibet
ve Pakistan daglarinda yetistirilen yerel bir bitki olan Picrorhiza kurroa’nin

(Scrophulariaceae) kokiinden immiinomodiilator bilesenlerinin izolasyonu sirasinda
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APS varlig1 gosterilmistir. APS, 166.17 molekiil agirligina sahip bir asetofenondur
ve sudan kristallestikten sonra igneler olusturmaktadir. Zayif bir vanilya kokusu
vardir ve 115 °C’lik bir erime noktasina sahiptir [51]. APS, p47phox ve p67phox’un
gp91phox ile iliskisini bloke ederek NOX’u inhibe eder [29]. Son yillardaki
aragtirmalar NOX’un, ROT un ana kaynagi oldugunu gdstermektedir. ROT artisi;
hiicrede DNA, RNA ve protein hasarma yol acan antioksidan enzim diizeyindeki
degisiklige neden olmaktadir [52]. Cesitli dokulardaki NOX’lar ve patofizyolojik
durumlardaki rolleri, c¢esitli NOX inhibitorlerinin in vitro ve in vivo etkileri

arastirilmaktadir [32].

2.4. Fibrozis

Fibrozis kronik bobrek hastaligi gibi pek cok patolojik durumlarda doku onarimi
sirasinda kontrolsiiz yara iyilesme yanitlarindan kaynaklanir [53]. TGF-B c¢ok
fonksiyonlu bir proteindir, fibroblastlarin yara bdlgesine alimini ve yapisal matris
proteinlerinin sentezini tesvik eder [54]. TGF-B doku onarimi esnasinda infiltre olan
enflamatuvar hiicreler, parankimal hiicreler ve trombositlerden tretilir [55]. TGF-
B'nin profibrotik aktivitesi, anjiyotensin 2, trombospondin 1 gibi endojen faktorlerle
diizenlendigi gosterilmistir [56]. TGF-B, fibrogenez i¢in gerekli fibroblastlarin
iretimi ve mobilizasyonu i¢in ¢ok 6nemli bir aracidir. Hasarl1 dokulardaki fibroblast
kaynagi, TGF-B ile kismen uyarilan dokudaki yerlesik fibroblastlarin ¢ogalmasi ve
yarali bolgeye go¢ etmesiyle olabilecegi gibi [57], epitelyal hiicrelerin mezenkimal
hiicre formuna ge¢mesi veya kemik iligi orijinli olabilmektedir [58]. Hasarh
dokularda tanimlanan fibroblastlar, matriks proteinlerinin iiretiminden sorumludur.
TGF-B, fibroblastin miyofibroblasta doniisiimiinii uyarir, matriks proteinlerin
birikimini daha da arttirir. TGF-f yeni sentezlenen matriks proteinlerini birikimini
onlemek i¢in matriks yikan enzim olan metaloproteinazlarin ekspresyonunu inhibe
eder ve matriks metaloproteinaz inhibitorlerinin ekspresyonunu uyarir [54]. TGF-f
proteinini dogrudan hedef alan tedaviler, aracilik ettigi fizyolojik fonksiyonlari
nedeniyle istenmeyen sistemik yan etkiler goriilebilir [59]. Bu nedenle, TGF-f ile
indiiklenen fibrotik siiregte yer alan sinyal yollarinin kesfedilmesi, ¢esitli fibrotik

bozukluklar i¢in yeni tedavi stratejilerinin kesfinde faydali bilgiler saglayabilir.
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Birtakim ¢aligmalar NOX’a bagimli redoks sinyallemesinin TGF-f aracili profibrotik

stiregte etkisinin oldugunu vurgulamaktadir (Sekil 2).
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Sekil 7. TGF-p sinyal yolagi ile NOX-2 ve NOX-4 etkilesimi. EMT: Epiteliyal Mezenkimal
Transformasyon [13].

Tim kronik bobrek hastaliklarinin bir 6zelligi olan fibrozis, artik hastaligin
ilerlemesinin bagimsiz bir Ongoriiciisii olarak kabul edilmektedir. Glomeriiler
kapillerde, interstisyel boslukta ve arteriyollerin etrafinda patolojik matriks birikimi

vaskiiler fonksiyon kaybina sebep olur [60].

NOX ile tiiretilmis ROT, fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasina ve
hiicre dis1 matriks proteinlerinin sentezinin bozulmasina sebep olur, TGF-p aracili
fibrozisi kolaylagtirir. NOX’un uyarimiyla iretilen ROT, epitel hiicrelerinin
apoptozuna da sebep olur. TGF-f aracili kolajen ekspresyonunda NOX’un bu tiir
modiile edici etkileri, bobrek fibroblastlarinda gézlenmistir [61]. TGF-B1 yolaginin
hastaliga 6zgii asag1r diizenlemesi (down regiilasyon), KBH igin alternatif bir

terapotik hedef ve prognostik belirte¢ olarak hizmet ettigi ileri siiriilmiistiir [62].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen ve Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulunca onaylanan (09.2020.mar) yetiskin erkek Wistar albino sicanlar (8 haftalik,
200-250 gr) kullanilmigtir. Deney siiresince siganlar, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiisiinde, oda 1sisinda ve kafeslerde en fazla 6 hayvan olacak sekilde muhafaza

edilmistir.

3.2. Deney Gruplan

Deney hayvanlari rastgele segilen dort gruba (her grupta n=8) ayrilmistir. Kontrol
grubundaki sicanlara 16 hafta boyunca standart sican yemi, YYD, YYD+DMSO ve
YYD+APS gruplarindaki sicanlara 16 hafta boyunca %45 yiiksek yagli yem
verilmistir. Deneyin son 4 haftasinda yiiksek yagli yeme ilave olarak YYD+APS
grubundaki sigcanlara %15°lik DMSO’da ¢oziilmiis APS (25 mg/kg), YYD+DMSO
grubuna %15’lik DMSO orogastrik gavaj ile uygulanmistir. APS dozu daha 6nce
antioksidan 6zelligi gosterilen calismaya gore belirlenmistir [34]. Her dort gruptaki
hayvanlara her giin normal igme suyu verilmistir (Tablo 6). Deney oncesinde, deney
stirecinde periyodik olarak haftada bir giin ve deney sonrasinda siganlarin agirlhigi

Olciilmiistiir.

3.3. Biyokimyasal Incelemeler

Sicanlar deneyin son giinii hafif eter anestezisi altinda dekapitasyon yontemi ile
sakrifiye edilmigtir. Toplanan kan Ornekleri ependorf tiipline alinarak oda
sicakliginda, 1500 rpm hizda 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen serum
ve bobrek ve mesane dokulari biyokimyasal analizler yapilana kadar -20°C’de

saklanmustir.
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Tablo 1. Calismada olusturulan gruplar.

Grup Adi Beslenme Icerigi Siire Verilis Sekli
Kontrol (n=8) Standart Yem 16 hafta Ad Libitum
YYD (n=8) Yiiksek Yagli Yem | 16 hafta Ad Libitum

16 hafta yiiksek yagli yem+ | Ad libitum + Orogastrik

YYD+DMSO(n=8) | Yiiksek Yagli Yem Son 4 hafta %15°lik DMSO | gavaj

16 hafta yiiksek yagli yem+ | Ad libitum + Orogastrik

YYD+APS (n=8) Yiiksek Yaglh Yem Son 4 hafta 25mg/kg APS savaj

3.3.1. Serumda HDL, trigliserit, total kolestrol ve leptin diizeyi ol¢iimii

Serumda HDL, trigliserit, total kolestrol, leptin parametreleri 6l¢iilmiistiir. Analizler
sigana Ozgli ELISA ticari kitleri (Biont Rat ELISA kit) kullanilarak yapilmistir.
Buzdolabinda muhafaza edilen kitler 10-20 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Kit
prosediirlerine gore standartlar seyreltilerek hazirlanmistir. 10-20 dk boyunca oda
sicakliginda bekletilen serum 6rnekleri 3000 rpm’de santrifiijlenmis ve siipernatanti
toplanmistir. Ilk inkiibasyon oncesinde kor kuyularma hicbir sey konulmamis ancak
standart kuyularma 50 pl +50 pl streptavidin konulmustur ve 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon dncesinde hafifce ¢alkalanip inkiibatore konulmustur.
Inkiibasyon sonrasinda her kiivete 0,35 mL yikama soliisyonu konulmustur ve iyice
emilmesi beklenilmistir. Sonrasinda yikama soliisyonu havlu kagida silkelenerek
dokiilmiistiir. Bu islem 5 kere tekrar edilmistir. Yikama yapildiktan sonra kor ve
standartlar da dahil olmak iizere her kuyuya 6nce kromojen soliisyon A 50 pl, sonra
1siktan korunmasi gereken kromojen soliisyon B karanlik ortamda yine 50 pl olacak
sekilde eklenmistir. Karismasi i¢in nazikc¢e c¢alkalanip 10 dakika 37 °C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyuya 50 mikrolitre durdurma soliisyonu
eklenmistir. Durdurma soliisyonu koyduktan sonra 10 dakika igerisinde ELISA
Reader’a (Epoch Biotek) alinmistir. ELISA Reader yardimiyla 450 nm’de 6lgiim
yapilmistir. Absorbanslarin elde edilmesinin ardindan absorbans-konsantrasyon

grafigi cizilmistir.
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3.3.2. Doku MDA, GSH, 8-OHdG ve MPO diizeyi ol¢iimii

Dekapasitasyon sonrast alman doku orneklerinde MDA, GSH, 8-OHdG ve MPO
diizeyleri ELISA yontemi ile dl¢iilmiistir. Deney sonunda alinan ve -20 °C’de
muhafaza edilen dokular, 1smmin 2-8 ©°C’de olmasina Ozen gosterilerek
cozdiirilmustiir ve kiigiiltiilerek agirliklart tartilmigtir. Tiipiin igine konulan dokuya
PBS (Fosfat tamponlu salin) %10’luk homojenat olarak eklenmistir. Ornekler
homojenizator ile homojenize edilmistir ve 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
siipernatantlar  dikkatlice toplanmistir. Kan serumlarinda uygulanan ELISA
prosediirii, toplanan siipernatantlara da uygulanmistir ve ELISA Reader yardimu ile
450 nm’de Olgiim yapilmistir. Absorbanslar elde edildikten sonra absorbans-

konsantrasyon grafigi olusturulmustur.

3.4. Histolojik Preparasyon ve Histopatolojik Skorlama

Isik mikroskobik degerlendirmeler i¢in bobrek ve mesane dokulart %10 formaline
almarak 72 saat boyunca fikse edilmistir. Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90,
%96, %100) gegirilen dokular dehidrate edildikten sonra 2x10 dk ksilende tutularak
seffaflastirilmistir. Gece boyunca 60°C’de etiiv icerisinde parafinde bekletilen
ornekler gomme cihazi kullanilarak kasetler igerisinde bloklanmistir. Parafin
bloklardan 4 pum kalinliginda alinan kesitlere genel morfolojik degerlendirme
yapabilmek amaciyla hematokslin ve eozin (H&E), kolajen yogunlugunu
degerlendirmek icin pikrosirius kirmizisi, apikal hiicre membrani ve bazal membran
degisimlerini degerlendirmek i¢in periyodik asit-Schiff (PAS) ve mesanede mast
hiicrelerini  degerlendirmek amaciyla asitli toludin mavisi (pH:2-3) boyalari
uygulanmistir. Boyanan kesitler 1s1tk mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japonya)
ile incelenerek dijital kamera (Olympus DP72, Tokyo, Japonya) ile fotograflanmistir.

H&E ile boyanan kesitlerde rastgele belirlenen ve birbirine denk gelmeyen
x20’lik objektif ile ortalama 5 alan incelenip yari nicel olarak puanlanmistir (0: hasar
yok, 1: hafif hasar, 2:orta hasar, 3: ciddi hasar). Bobrek kesitleri; Bowman araliginda
genisleme, glomeriiler konjesyon, tiibiiler liimende hiicre dokiintiisii ile tiibiiler hasar
olarak degerlendirilerek skorlanmistir [63]. Mesane kesitleri i¢in histopatolojik

skorlama sisteminde iirotelyum hasari, mukozal enflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
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mukoza ve kas enflamatuvar hiicre infiltrasyonu yoniinden degerlendirilerek

skorlanmistir [64]. En yiiksek histopatolojik hasar skoru 9 olarak belirlenmistir.

Pikrosirius kirmizisi ile boyanan kesitlerde 5 farkli alandan bobrek i¢in x20
objektif ve mesane i¢in x10 objektif ile elde edilen fotograflar Image J programi

kullanilarak degerlendirilmistir ve boyali alanlarin yiizdesi hesaplanmigtir.

3.5. Immunohistokimyasal Yéntemler

Deney hayvanlarindan elde edilen dokularda NOX-2, NF-xB, TGF-B1 ve
proliferaing cell niikleer antigen (PCNA) immiinohistokimya prosediirleri
uygulanmistir. Yaklasik 4um kalinliginda alinan kesitler pozitif sarjli lamlar tizerine
almmistir, sonrasinda 2 saat 58°C sicakliginda etiivde bekletilmistir.
Deparafinizasyon i¢in kesitler ksilende tutulmustur. Daha sonra, %96’lik alkolde
bekletilen kesitler %3’lik H,O, soliisyonda 10 dk bekletilmistir ve endojen
peroksidaz aktivitesinin blokaj1 yapilmistir. Distile su ile yikanan kesitler antijen geri
kazanimi i¢in 6nceden 1sitilmig sitrat tampon soliisyonuna alinmistir. Mikrodalgada
200 W enerjide, 20 dk boyunca bekletilen dokular daha sonra 20 dk oda 1sisinda
sogumaya birakilmistir. PBS ile yikanan kesitlerin iizerine bloklama soliisyonu
damlatilarak 20 dk bekletilmistir. Kesitler {izerindeki bloklama soliisyonu
uzaklastirildiktan sonra gece boyunca +4°C’de primer antikor (NOX-2: , 1/200,
Bioss, kat no: bs-3889R; NF-«kB: 1/1000, Cell-Signaling, kat no:8242; TGF-
B1:1:200, Santa Cruz, kat no: sc-130348 ve PCNA: 1:200, Abcam, Kkat
no:ab152112) ile inkiibe edilmistir. PBS ile yikanan kesitlere biyotinlenmis sekonder
antikor (SHP125, ScyTek Laboratories, Inc. USA) damlatilmistir ve 20 dk
bekletilmistir. Tekrar PBS ile yikanan kesitlerin {izerine HRP (horse-radish
peroksidaz) soliisyonu damlatilarak 20 dk bekletilmis ve kesitler son kez PBS
soliisyonunda yikanmistir. Kesitlere sivi diaminobenzidin (DAB) kromojeni(DAB
Chromogen/Substrate Bulk Pack, ACKS500, ScyTek Laboratories, Inc. USA)
uygulanmistir ve Mayer hematoksilen ile zit boyama yapilmistir. Son olarak, %96’ lik
alkolden gegirilen kesitler entellan ile kapatilmistir. Immunhistokimyasal
boyamalarin negatif kontrolii primer antikor basamaginda primer antikor yerine PBS

kullanilarak negatif kontrol preparatlari hazirlanmistir. Rastgele segilen 5 farkli
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alandan NOX-2 ve NF-xB i¢in x20 objektif, TGF-B1 icinse x40 objektif ile elde
edilen fotograflarda immiinpozitif boyanma alanlarinin yiizdesi Image-J programi

kullanilarak degerlendirilmistir.

3.6. TUNEL Metodu

TUNEL metodu firetici firmanin (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection Kit,
S7101, Millipore) verdigi kullanim kilavuzundaki yonteme gore yapilmistir. Pozitif
sarjli lamlara alinan 5 um kalinliginda kesitler ksilen ile deparafinize edilmistir,
azalan alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edilen ve PBS’te yikanan kesitlere
proteinlerin sindirilmesi i¢in kesitler Proteinaz K (20pg/ml) ile oda 1sisinda 15 dk
uygulanmistir, ardindan distile su ile ¢alkalanmistir. Endojen peroksidazin
maskelenmesi i¢in kesitler PBS ile hazirlanmis %3’liik H,O, ile 5 dk oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Daha sonra, PBS ile 2x5 dk yikanmistir. Lamlarin etrafi dikkatlice
kurulanarak kesitlerin iizerine 15 pl dengeleyici tampon konulup, plastik lamel ile
kapatilarak 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Plastik lamel kaldirilarak dokunun
etrafi kurulanmis ve her lam tizerine 15 pl Tdt enzimi, negatif kontrol kesiti i¢inse
PBS konulup tekrar plastik lamel ile kapatilmistir. Nemli ortamda 37 °C etiivde 1
saat inklibe edilmistir. Plastik lameller kaldirilarak kesitler durdurma/yikama
tamponu ile oda 1sisinda 10 dk yikanmistir. PBS ile 3x5 dk yikamanin ardindan, her
kesit tizerine 13 pl Anti-Digoksigenin- Peroksidaz konuldu ve iizerlerine plastik
lameller kapatilarak oda 1sisinda 30 dk inkiibe edilmistir. Kesitler PBS ile 3x5 dk
yikanmistir. Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra her kesit iizerine 15 pul DAB
substrat solusyonu damlatilmistir. Boyanma i¢in oda i1sisinda 5 dk bekletilmenin
ardindan renk reaksiyonu olugmasi gozlemlendikten sonra kesitler distile su ile
yikanmigtir. Kesitler Mayer Hematoksilen ile boyanarak zit boyamasi yapildiktan
sonra %96 alkolde 2 dk bekletilerek kurumaya birakilmistir. Kuruma gergeklestikten
sonra entellan ile kapatilmistir. Rastgele secilen 5 alanda x20 objektifte inceleme

yapilip TUNEL pozitif hiicreler sayilmigtir.
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3.7. istatistiksel Analiz

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) progranmu kullanilarak
histolojik ve biyokimyasal incelemeler sonucu elde edilen veriler degerlendirilmistir.
Tek yonli ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak istatistiksel
analizler yapilmustir. Istatistiksel olarak anlamli kabul edilen deger p<0,05 olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhgi Bulgular

Deney sonunda YYD (p <0,001), YYD+DMSO (p <0,001) ve YYD+APS (p < 0,05)
gruplarindaki siganlarin viicut agirhgi kontrol grubundakiler ile karsilastirildiginda
anlamh artig goriilmektedir. YYD+APS grubundaki si¢anlarin agirliklarinda YYD

grubuna kiyasla anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur (p<0,05; Sekil 8).
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Sekil 8. Deney gruplarindaki haftalik viicut agirliklart degisimleri. ***: p<0,001 ve
*:p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; +:p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serumda HDL, Trigliserit, Total Kolestrol, Leptin diizeyi bulgular:

Kontrol grubuna goére YYD, YYD+DMSO ve YYD+APS gruplarinda HDL
seviyesinde azalma (p<0,001), YYD ve YYD+DMSO gruplarina gére YYD+APS
grubunda (p<0,001) HDL diizeyinde artis gézlenmistir (Sekil 9A).

Kontrol grubuna gére YYD, YYD+DMSO ve YYD+APS gruplarinda total
kolestrol seviyesinde artis (p<0,001), YYD ve YYD+DMSO gruplarina gore
YYD+APS grubunda (p<0,001) total kolestrol diizeyinde azalma gozlenmistir (Sekil
9B).

Kontrol grubuna goére YYD ve YYD+DMSO gruplarinda trigliserit
seviyesinde artis (p<0,001); YYD ve YYD+DMSO gruplarina gore YYD+APS
grubunda (p<,001) trigliserit diizeyinde azalma gézlenmistir (Sekil 9C).

Kontrol grubuna gére YYD, YYD+DMSO ve YYD+APS gruplarinda leptin
seviyesinde artis (p<0,001) , YYD ve YYD+DMSO gruplarmma gore YYD+APS
grubunda (p<0,001) leptin diizeyinde diisiis gozlenmistir (Sekil 9D).
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Sekil 9. Deney gruplarindaki siganlarin serum HDL (A), total kolesterol (B), trigliserit (C)
ve leptin (D) seviyeleri. ***:p<0,001 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, +++: p<0,001
YYD grubu ile karsilastirildiginda, AAA: p<0,001 YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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4.2.2. Doku MDA, GSH, 8-OHdG ve MPO diizeyi bulgular:

Bobrek MDA, GSH, 8-OHdG ve MPO diizey bulgular1 asagidaki gibi bulunmugtur:

Kontrol grubuna gére YYD, YYD+DMSO ve YYD+APS gruplarinda MDA
seviyesinde yiikselme (p<0,001); YYD ve YYD+DMSO gruplarina gére YYD+APS
grubunda (p<0,001) istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma gozlenmistir (Sekil

10A).

Kontrol grubuna gore YYD ve YYD+DMSO gruplarinda GSH seviyesinde
disiis (p<0,01), YYD ve YYD+DMSO gruplarina gore YYD+APS grubunda
(p<0,05) GSH diizeyinde artig gozlenmistir (Sekil 10B).

Kontrol grubuna gore YYD, YYD+DMSO ve YYD+APS gruplarinda 8-
OHdG diizeyinde artis (p<0,001); YYD ve YYD+DMSO gruplarina gore ise
YYD+APS grubunda (p<0,001) istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiis
gozlenmistir (Sekil 10C).

Kontrol grubuna goére YYD (p<0,001), YYD+DMSO (p<0,001) ve
YYD+APS (p<0,05) gruplarinda MPO seviyesinde artis; YYD ve YYD+DMSO
gruplarina géore YYD+APS grubunda (p<0,05) MPO diizeyinde diisiis gozlenmistir
(Sekil 10D).
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Sekil 10. Deney gruplariminbébrek dokularina ait MDA (A) , GSH (B) , 8-OHAG (C) ve
MPO (D) seviyeleri. *: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; +: p<0,05 ve +++: p<0,001 YYD grubu ile karsilastirildiginda; A: p<0,05
ve AA: p<0,001 YYD+DMSO grubu ile karsilagtirildiginda.
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Mesane MDA, GSH, 8-OHdG ve MPO diizey bulgular1 asagidaki gibi

bulunmustur:

Kontrol grubuna goére YYD (p<0,001), YYD+DMSO (p<0,001) ve
YYD+APS (p<0,05) gruplarinda MDA seviyesinde artis; YYD ve YYD+DMSO
gruplarina gére YYD+APS grubunda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiis gézlenmistir (Sekil 11A).

Kontrol grubuna goére YYD (p<0,001), YYD+DMSO (p<0,001) ve
YYD+APS (p<0,05) gruplarinda GSH seviyesinde azalma; YYD ve YYD+DMSO
gruplarina gére YYD+APS grubunda (p<0,001) GSH diizeyinde yiikselme
gozlenmistir (Sekil 11B).

Kontrol grubuna goére YYD (p<0,001), YYD+DMSO (p<0,001) ve
YYD+APS (p<0,01) gruplarinda 8-OHdG diizeyinde artis gozlenmistir (Sekil 11C).

Kontrol grubuna goére YYD (p<0,001) ve YYD+DMSO (p<0,001)
gruplarinda MPO seviyesinde artis; YYD ve YYD+DMSO gruplarina gore
YYD+APS grubunda (p<0,001) MPO diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 11D).
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Sekil 11. Deney gruplarinin mesane dokularina ait MDA (A), GSH (B), 8-OHdG (C) ve
MPO (D) seviyeleri. *: p<0,05, **: p<0,01 ve ***: p<0,001 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; +: p<0,05 ve +++: p<0,001 YYD grubu ile karsilastirildiginda; A: p<0,05
ve AA: p<0,001 YYD+DMSO grubu ile karsilagtirildiginda.
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplaria ait H&E boyama yapilan bobrek kesitlerinde kontrol grubunda
normal morfolojide proksimal ve distal tiibiiller, glomeriil ve Bowman kapsiilii yapist

ve diizenli interstisyel alan gdzlenmistir (Resim 1A).

YYD grubunda hasarli proksimal ve distal tiibiiller ve glomeriiler konjesyon
ve bazi yerlerde fibrotik glomeriillerin oldugu, Bowman boslugunda genisleme ve
hiicresel debris ile interstisyel konjesyon ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonu

gbzlenmistir (Resim 1B).

YYD+DMSO grubunda hasarli proksimal ve distal tiibiiller ve glomeriiler
konjesyon ve bazi yerlerde fibrotik glomeriillerin oldugu, Bowman boslugunda
genisleme ve hiicresel debris ile interstisyel konjesyon ve enflamatuvar hiicre

infiltrasyonu gézlenmistir (Resim 1C).

YYD+APS grubunda proksimal ve distal tiibiil hasarinin, glomeriil i¢i ve
interstisyel konjesyonun ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azaldig1

gozlenmistir (Resim 1D).
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Resim 1. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait H&E ile boyali preparatlarin temsili
mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. Ok: hasarl tiibiil ve liimende debris; *:

glomeriiler ve interstisyel konjesyon; ok bast: glomeriilde hiicresel debris. Olgek: 50 um,
inset: 20 um.
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Resim 1-Devami. Deney gruplariin bobrek dokularina ait H&E ile boyali preparatlarin
temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. Ok: hasarl tiibiiller ve
liimende debris; *: glomeriiler ve interstisyel konjesyon; i: interstisyumda enflamatuvar
hiicre infiltrasyonu; ok bast: fibrotik glomeriil. Olgek: 50 pm, inset: 20 pm.
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Deney gruplarina ait bobrek orneklerinin hispatolojik degerlendirilmesinde
YYD ve YYD+DMSO gruplarinda kontrol grubuna kiyasla hispatolojik skorun
arttigr  gozlenmistir (p<0,001). YYD+APS grubunda ise YYD (p<0,05) ve
YYD+DMSO (p<0,05) gruplarina kiyasla hispatolojik skorun azalarak kontrole
yaklastig1 gozlenmistir (Sekil 11).
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Sekil 12. Deney gruplarinin bobrek 6rneklerinin histopatolojik skoru. ***: p<0,001 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; +: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda; A: p<0,05
YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney gruplarma ait PAS boyama yapilan bdbrek kesitlerinde kontrol
grubunda normal morfolojide PAS pozitif boyanmis bazal membran yapilari ve
tiibiiler apikal firgamsi kenar morfolojisi goézlenmistir (Resim 2A). YYD ve
YYD+DMSO gruplarinda proksimal ve distal tiibiillerde PAS pozitif firgamsi
kenarin azaldigi ve hasarli glomeriil gozlenmistir (Resim 2B ve C). YYD+APS
grubunda ise tiibiiler ve glomeriiler PAS pozitifliginin kontrole benzer oldugu

gbzlenmistir.

Deney gruplarina ait pikrosirius kirmizisi boyama yapilan bobrek kesitlerinde
kontrol grubunda interstisyel bag dokuda kolajen dagilimimnin normal oldugu
gozlenmistir (Resim 3A). YYD (Resim 3B) ve YYD+DMSO (Resim 3C)
gruplarinda renal cisimciklerin ve tiibiillerin ¢evresinde kolajen artis1 gozlenirken;

YYD+APS (Resim 3D) grubunda ise kontrole benzer oldugu gézlenmistir.
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Resim 2. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait PAS ile boyali preparatlarin temsili
mikrograflari. Kontrol (A), YYD (B) gruplari. Ok: tiibiillerde azalmis PAS pozitif fircamsi
kenar; *:hasarli glomeriilde diizensiz PAS pozitif boyanma. Olgek: 50 um.
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Resim 2-Devami. Deney gruplarimin bobrek dokularina ait PAS ile boyali preparatlarin
temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. Ok: tiibiillerde azalmig
PAS pozitif fircams1 kenar. Olgek: 50 pm.
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Resim 3. Deney gruplarmin bobrek dokularina ait pikrosirius kirmizisi ile boyali
preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. Ok: kolajen artis.
Olgek:50 pm.
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Resim 3-Devami. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait pikrosirius kirmuzisi ile boyali
preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. Ok:
kolajen artis1. Olgek:50 pm.
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Deney gruplarina ait bobrek orneklerinin kolajen artis1 degerlendirildiginde

YYD (p<0,001) ve YYD+DMSO (p<0,01) gruplarinda kolajen dagilim yilizdesinin

kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. YYD+APS grubunun ise
YYD (p<0,01) ve YYD+DMSO (p<0,05) gruplarina kiyasla istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diisiis gbzlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Deney gruplarina ait bobrek dokusunda kolajen dagilim yiizdesi. **: p<0,01 ve

*4%:p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ++: p<0,01 YYD grubu

karsilastirildiginda; A: p<0,05 YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.

ile
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Deney gruplarina ait H&E boyama yapilan mesane kesitlerinde kontrol
grubuna ait mesane dokusunda normal morfolojide mukoza ve kas tabakasi

gozlenmistir (Resim 4A).

YYD grubunda hafif diizeyde epitel hasari, lamina propriada vaskiiler

konjesyon ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlenmistir (Resim 4B).

YYD+DMSO grubunda da YYD grubundaki gibi hafif diizeyde epitel hasari,
lamina propriada vaskiiler konjesyon ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonu

gbzlenmistir (Resim 4C).

YYD+APS grubunda ise lokal epitel hasar1 goriilmekle birlikte genel olarak

diizgiin morfolojiye sahip oldugu goézlenmistir (Resim 4D).
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Resim 4. Deney gruplari mesane dokularina ait H&E ile boyali preparatlarin temsili
mikrograflari. Kontrol (A), YYD (B) gruplari. Ok: hafif diizeyde epitel hasari; *: vaskiiler
konjesyon; ok basi: enflamatuvar hiicre infiltrasyonu. Olgek: 50 pm, inset: 20 pm.
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Resim 4-Devami. Deney gruplart mesane dokularina ait H&E ile boyali preparatlarin
temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. Ok: hafif diizeyde epitel
hasar1; *: vaskiiler konjesyon; ok basi: enflamatuvar hiicre infiltrasyonu. Olgek: 50 pum,
inset: 20 pm.
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Deney gruplarina ait mesane Orneklerinin hispatolojik degerlendirilmesinde
YYD (p<0,01) ve YYD+DMSO (p<0,001) gruplarinin kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek hasar skoruna sahip oldugu goézlenmistir. YYD+APS grubunun ise YYD
(p<0,05) ve YYD+DMSO (p<0,01) gruplarma kiyasla istatistiksel olarak anlaml
diizeyde azalarak kontrole yaklastig1 gozlenmistir (Sekil 14).

6=

s 4 i e ok

I N
|

N

Histopatolojik Skor

Sekil 14. Deney gruplarinin mesane 6rneklerinin histopatolojik skoru. **: p<0,01 ve ***:
p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirnldiginda; +: p<<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda;
AL p<0,01 YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney gruplarina ait PAS boyama yapilan mesane kesitlerinde kontrol
grubunun PAS pozitif boyanmis apikal yiizeyi olan diizenli morfolojide {irotelyumun
oldugu gozlenmistir (Resim 5A). YYD ve YYD+DMSO gruplarinda PAS pozitif
boyanmis apikal yiizey alanlarinda azalma olan iirotelyumda diizensizlik ve
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlenmistir (Resim 5B ve C). YYD+APS
grubunda ise kontrole yakin diizeyde PAS pozitif boyanmis apikal yiizeyi olan

diizenli morfolojide iirotelyum gdézlenmistir (Resim 5D).

Deney gruplarma ait pikrosirius kirmizist boyama yapilan mesane
kesitlerinde kontrol grubunda normal morfolojide lamina propria ve kas tabakasi ve
kas demetlerinin etrafinda kolajen lifleri varligi gozlenmistir (Resim 6A). YYD
(Resim 6B) ve YYD+DMSO (Resim 6C) gruplarinda kas liflerinin organizasyonun
bozuldugu ve kas tabakasinda kolajen liflerin artis1 gozlenirken; YYD+APS (Resim

6D) grubunda ise kontrole benzer oldugu gézlenmistir.
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Resim 5. Deney gruplari mesane dokularina ait PAS ile boyali preparatlarin temsili
mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. Ok: apikal trotelyumda diizensizlik; ok
bast: enflamatuvar hiicre infiltrasyonu. Olgek: 50 pm.
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Resim 5-Devami. Deney gruplari mesane dokularina ait PAS ile boyali preparatlarin
temsili mikrograflar. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplar1. Ok: apikal tirotelyumda
diizensizlik; ok basi: enflamatuvar hiicre infiltrasyonu. Olgek: 50 pm
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Resim 6. Deney gruplart mesane dokularina ait pikrosirius kirmizisi ile boyali preparatlarin
temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. *: kas lifleri; ok: kolajen artisi.
Olgek:10 pm.
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Resim 6-Devami. Deney gruplari mesane dokularina ait pikrosirius kirmizisi ile boyali
preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. *: kas
lifleri; ok: kolajen artig1. Olgek: 10 pm.
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Deney gruplarina ait mesane Orneklerinin kolajen artis1 degerlendirildiginde
YYD (p<0,001) ve YYD+DMSO (p<0,01) gruplarinda kolajen dagilim ylizdesi
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. YYD+APS grubunun ise
YYD (p<0,01) ve YYD+DMSO (p<0,05) gruplarina kiyasla istatistiksel olarak

anlamli diizeyde azalma gozlenmistir (Sekil 22 ).
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Sekil 15. Deney gruplarina ait mesane dokusunda kolajen dagilim yiizdesi. **: p<0,01 ve
**:p<0,001 kontrol grubu ile karsilastinnldiginda; ++: p<0,01 YYD grubu ile
karsilastirildiginda; A: p<0,05 YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney gruplarina ait asitli toludin mavisi boyama yapilan mesane kesitlerinde
kontrol grubunda lamina propriada az sayida graniillii mast hiicresi gézlenmistir

(Resim 7A).

YYD grubunda lamina propriada ve kas tabakasinda graniillii ve degraniile
olmus mast hiicresi sayisinda artis oldugu gozlenmistir. Ayrica iirotelyum igine gog

etmis mast hiicreleri gdzlenmistir (Resim 7B).

YYD+DMSO grubunda da lamina propriada ve kas tabakasinda graniillii ve
degraniile olmus mast hiicresi sayisinda artis oldugu gozlenmistir. Ayrica iirotelyum

icine go¢ etmis mast hiicreleri gdzlenmistir (Resim 7C).

YYD+APS grubunda ise lamina propriada ve kas tabakasinda graniillii ve

degraniile olmus mast hiicresi sayisinda azalma oldugu gézlenmistir (Resim 7D)
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Resim 7. Deney gruplari mesane dokularina ait asitli toluidin mavisi ile boyali preparatlarin
temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplar1. Ok: mast hiicresi; ok basi: degraniile
olmus mast hiicresi. Ol¢ek:20 um, inset: 20 pm.
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Resim 7-Devami. Deney gruplari mesane dokularina ait asitli toluidin mavisi ile boyalt
preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. Ok: mast
hiicresi, ok basi: degraniile olmus mast hiicresi. Olgek:20 um, inset: 20 um.
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4.4. Immunohistokimya Bulgular1

4.4.1. NOX-2, NF-kB, TGF-B1 ve PCNA immiinohistokimya bulgular:

Bobrek dokularinin NOX-2 immiinohistokimyasal incelenmesi sonucunda kontrol
grubunda az sayida NOX-2 immiinpozitif tiiblil epitel hiicreleri ve glomeriiler
hiicreler gozlenmistir. YYD veYYD+DMSO gruplarinda ise kontrol grubuna gore
artmis NOX-2 immiinpozitif tiibiil epitel hiicreleri ve glomeriiler hiicreler

gozlenmistir. YYD+APS grubunda kontrole benzer oldugu gézlenmistir(Resim 8).

Bobrek dokularimmin NF-xB immiinohistokimyasal incelenmesi sonucunda
kontrol grubunda az sayida NF-kB immiinpozitif tiibiil epitel hiicreleri ve glomeriiler
hiicreler gozlenmistir. YYD ve YYD+DMSO gruplarinda ise kontrol grubuna gore
NF-kB immiinpozitif tiibiil epitel hiicrelerinde glomeriiler mezangiyal hiicrelerde
artis gozlenmistir. Ozellikle bu gruplarda NF-xB immiinpozitif makula densa
hiicrelerindeki artis dikkat ¢ekmektedir. YYD+APS grubunda kontrole benzer NF-

kB immiinpozitif boyanma gozlenmistir (Resim 10).

Bobrek dokularmin TGF-f1 immiinohistokimyasal incelenmesi sonucunda
kontrol grubunda az sayida TGF-Bl1 immiinpozitif tiibliil glomeriiler mezangiyal
hiicrelerde ve interstisyumdaki hiicrelerde gozlenmistir. YYD ve YYD+DMSO
gruplarinda ise kontrol grubuna gore TGF-f1 immiinpozitif glomeriiler mezangiyal
hiicrelerde ve interstisyumdaki hiicrelerde artis oldugu goézlenmistir. YYD+APS

grubunda kontrole benzer TGF-f1 immiinpozitif boyanma gozlenmistir (Resim 9).

Bobrek dokularmin PCNA immiinohistokimyasal incelenmesi sonucunda tiim
deney gruplarinda PCNA immiinpozitif tiibiil hiicrelerinin varligr goézlenmistir.
Gruplar arasinda boyanan hiicre yogunlugu agisindan anlamli bir fark

gozlenmemistir (Resim 10).
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Resim 8. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait NOX-2 immiinohistokimyasi uygulanmis
preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. NOX-2 immiin pozitif
tiibiil epitel hiicreleri (ok) ve glomeriil hiicreleri (ok basi). Olgek: 50 um, 20 um.
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Resim 8-Devami. Deney gruplarmin boébrek dokularina ait NOX-2 immiinohistokimyasi

uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflart. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)

gruplart. NOX-2 immiin pozitif tiibil epitel hiicreleri (ok) ve glomeriil hiicreleri (ok bast).
Olgek: 50 pm, 20 pm.
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Resim 9. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait NF-kB immiinohistokimyasi1 uygulanmis

preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. NF-xB immiin pozitif
tiibiil epitel hiicreleri (ok) ve glomeriil hiicreleri (ok bas1). Olgek: 50 um, 20 pm.
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Resim 9-Devami. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait NF-xB immiinohistokimyasi
uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflart. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)

gruplari. NF-xB immiin pozitif tiibiil epitel hiicreleri (ok) ve glomertil hiicreleri (ok basi).
Olgek: 50 um, 20 pm.
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Resim 10. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait TGF-f1 immiinohistokimyasi
uygulanmis preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplart. TGF-B1
immiin pozitif tlibiil epitel hiicreleri (ok) ve glomeriil hiicreleri (ok bas1). Olgek: 50 um, 20
pum.
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Resim 10-Devami. Deney gruplarinin bdbrek dokularina ait TGF-B1 immiinohistokimyast
uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)

gruplart. TGF-B1 immiin pozitif tiibiil epitel hiicreleri (ok) ve glomeriil hiicreleri (ok). Olgek:
50 um, 20 um.
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Resim 11. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait PCNA immiinohistokimyasi
uygulanmus preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplarn.. PCNA
immiin pozitif tiibiil epitel hiicreleri (ok). Olgek: 50 um.
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Resim 11-Devami. Deney gruplarmnin bobrek dokularina ait PCNA immiinohistokimyasi
uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflart. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)
gruplari. PCNA immiinpozitif tiibiil epitel hiicreleri (ok). Olgek: 50 pm.
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Deney gruplarina ait bobrek orneklerinin NOX-2 immiinreaktif (IR) alan
yiizdesi degerlendirilmesinde YYD grubunda (p<0,05) kontrol grubuna gore artis
oldugu goézlenmistir. YYD+APS grubunda (p<0,01) ise YYD grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlaml diizeyde diislis gozlenmistir (Sekil 16).

-
n
i

—
o
|

3
]

o

NOX-2 IR Alan (%)

. -~ -
I
i X -~
A ~
‘li""»

Sekil 16. Deney gruplarinda bobrek NOX-2 IR alan yiizdesi grafigi. *: p<0,05 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; ++: p<0,01 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney gruplarina ait bobrek orneklerinin NF-«xB IR alan yiizdesi
degerlendirilmesinde. YYD ve YYD+DMSO grubunda kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,001). YYD-+APS grubunda IR alan yiizdesi YYD
(p<0,01) ve YYD+DMSO (p<0,001) gruplarina kiyasla azalma oldugu
gozlenmektedir (Sekil 17).
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Sekil 17. Deney gruplarinda bobrek NF-kB IR alan yiizdesi grafigi. ***: p<0,0001 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; ++: p<0,01 YYD grubu ile karsilastirildiginda; AAL: p<0,001
YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney gruplarina ait bobrek Orneklerinin TGF-f1 IR alan yiizdesi
degerlendirilmesinde YYD ve YYD+DMSO gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
TGF-B1 IR alan yilizdesi artmis olmakla birlikte istatistiksel anlamli bulunmamustir.
YYD+APS grubunda ise TGF-Bf1 IR alan yilizdesinde YYD (p<0,05) ve
YYD+DMSO (p<0,01) gruplarina kiyasla diislis oldugu gozlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Deney gruplarinda bobrek TGF-f1 IR alan yiizdesi grafigi. **: P<0,01 YYD
grubu ile karsilastirildiginda; +: p<0,05 YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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Mesane dokularmin NOX-2 immiinohistokimyasal incelemesinde kontrol
grubunda genel anlamda boyanmanin az oldugu; ancak lokal kas tabakasinda
boyanma oldugu gozlenmistir. YYD ve YYD+DMSO gruplarinda, tirotelyumdaki
hiicrelerin bir kisminda, lamina propriada yer alan enflamatuvar hiicrelerde ve kas
tabakasinda lokal boyanma gozlenmistir. YYD+APS grubunda ise NOX-2

immiinpozitif hiicrelerin azaldig1 gézlenmistir (Resim 12).

Mesane dokularinin NF-xB immiinohistokimyasal incelemesinde kontrol
grubunda genel anlamda boyanmanin az oldugu gézlenmistir. YYD ve YYD-+DMSO
gruplarinda tirotelyum bazal tabakasinda ve lamina propriada yer alan enflamatuvar
hiicrelerde yogun boyanma gozlenmistir. YYD+APS grubunda ise NF-kB

immiinpozitif boyanmis hiicrelerin azaldig1 gézlenmistir (Resim 13).

Mesane dokularinin PCNA immiinohistokimyasal incelemesinde tiim deney
gruplarinda tirotelyumun bazal tabakasindaki epitelyum hiicrelerinde PCNA immiin
pozitif hiicreler gbzlenmistir. Gruplar arasinda boyanan hiicre yogunlugu agisindan

anlaml bir fark gozlenmemistir (Resim 14).
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Resim 12. Deney gruplarinin mesane dokularina ait NOX-2 immiinohistokimyasi
uygulanmis preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. NOX-2
immiin pozitif irotelyal epitel hiicreleri (ok), enflamatuvar hiicreler (yildiz) ve diiz kas
hiicreleri (ok, B inset). Olgek: 50 um, inset: 20 um (A) ve 50 um (B).
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Resim 12-Devami. Deney gruplarinin mesane dokularina ait NOX-2 immiinohistokimyasi
uygulanmis preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)
gruplart. NOX-2 immiin pozitif iirotelyal epitel hiicreleri (ok, C) ve diiz kas hiicreleri (ok, C
inset ve D). Olgek: 50 pm, inset: 20 pum.
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Resim 13. Deney gruplarmin mesane dokularina ait NF-xkB immiinohistokimyasi
uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. NF-xB
immiin pozitif iirotelyal epitel hiicreleri (ok) ve enflamatuvar hiicreler (ok basi). Olgek: 50
pm, inset: 20 pm.
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Resim 13-Devami. Deney gruplarinin mesane dokularina ait NF-kB immiinohistokimyasi
uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflart. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)
gruplart. NF-kB immiin pozitif iirotelyal epitel hiicreleri (ok). Olgek: 50 pm.
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Resim 14. Deney gruplarinin mesane dokularma ait PCNA immiinohistokimyasi
uygulanmis preparatlarin temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. PCNA

immiin pozitif iirotelyumun bazal tabakasindaki epitel hiicreleri (ok). Olgek: 50 um, inset: 20
pum.
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Resim 14-Devami. Deney gruplarinin mesane dokularina ait PCNA immiinohistokimyasi
uygulanmig preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D)

gruplart. PCNA immiin pozitif {irotelyumun bazal tabakasindaki epitel hiicreleri (ok). Olgek:
50 um, inset: 20 pm.
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Deney gruplarina ait mesane Orneklerinin NOX-2 IR alan yiizdesi
degerlendirmesinde YYD ve YYD+DMSO gruplarinda (p<0,05), kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. YYD+APS grubunda (p<0,05) ise YYD
ve YYD+DMSO gruplarina kiyasla diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Deney gruplarinda mesane NOX-2 IR alan yiizdesi grafigi. *: p<0,05 kontrol
grubu ile karsilagtinldiginda; +: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda; A: p<0,05
YYD+DMSO grubu ile karsilastirildiginda.
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Deney gruplarina ait mesane Orneklerinin NF-kB IR alan yiizdesi
degerlendirmesinde YYD grubunda (p<0,05) kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. YYD+APS grubunda ise YYD (p<0,001) ve kontrol gruplarina
(p<0,05) kiyasla diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Deney gruplarinda mesane NF-kB IR alan yiizdesi grafigi. *: p<0,05 kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda; +++: p<0,01 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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4.4.2. TUNEL Bulgular

Bobrek dokularmmin TUNEL metodu incelenmesi sonucunda kontrol grubunda az
sayida TUNEL pozitif tiibiil epitel hiicreleri gozlenmistir. YYD ve YYD+DMSO
gruplarinda ise kontrol grubuna gore artmis TUNEL pozitif tiibiil epitel hiicreleri
gozlenmistir. YYD+APS grubunda TUNEL pozitif tiibiil epitel hiicrelerinin azaldig1

gbzlenmistir (Resim 15).

Mesane dokularinin TUNEL metodu incelenmesi sonucunda kontrol
grubunda az sayida TUNEL pozitif hiicreler gézlenmistir. YYD ve YYD+DMSO
gruplarinda ise kontrol grubuna gore artmis TUNEL pozitif hiicreler gdzlenmistir.
YYD+APS grubunda TUNEL pozitif tiibiil epitel hiicrelerinin azaldig1 gézlenmistir
(Resim 16).

Deney gruplarina ait bobrek (Sekil 20A) ve mesane (Sekil 20B) o6rneklerine
ait TUNEL pozitif hiicre sayis1 degerlendirmesinde; bobrekte YYD grubunda (p<0,05)
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu, YYD+APS grubunda ise YYD
(p<0,05) grubuna kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmistir. Mesanede YYD,
YYD+DMSO ve YYD+APS gruplarinda kontrol grubuna (p<0,05) kiyasla yiiksek,
YYD+APS grubunda ise YYD (p<0,05) ve YYD+DMSO (p<0,05) gruplarina
kiyasla diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 20).
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Resim 15. Deney gruplarmin bébrek dokularina ait TUNEL ile boyanmis preparatlarin
temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplani. TUNEL pozitif hiicreler (ok).
Olgek: 50 pm.
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Resim 15-Devami. Deney gruplarinin bobrek dokularma ait TUNEL ile boyanmis
prepratlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplart. TUNEL
pozitif hiicreler (ok). Olgek: 50 pm, inset:20 pm.
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Resim 16. Deney gruplarinin mesane dokularma ait TUNEL ile boyanmisg preparatlarin

temsili mikrograflari. Kontrol (A) ve YYD (B) gruplari. TUNEL pozitif hiicreler (ok).
Olgek: 50 pm.
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Resim 16-Devami. Deney gruplarinin bobrek dokularina ait TUNEL ile boyanmig
preparatlarin temsili mikrograflari. YYD+DMSO (C) ve YYD+APS (D) gruplari. TUNEL
pozitif hiicreler (ok). Olgek: 50 pm, inset:20 pm.
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Sekil 21. Deney gruplarinda bobrekte (A) ve mesanede (B) TUNEL pozitif hiicre sayisi
grafigi. *: p<0,05 kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda; +: p<0,05 YYD grubu ile
karsilastinldiginda; A: p<0,05 YYD+DMSO grubu ile karsilagtirldiginda.
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Immunhistokimyasal boyamalar ve TUNEL sitokimyasina ait negatif kontrol

orneklerinde spesifik bir boyanma gézlenmemistir (Resim 17).

P R R, S =

Resim 17. Bobrekte TUNEL (B) ve immiinhistokimya (B) boyamalarina ait negatif kontrol
ornekleri. Olgek: 50 pm.
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Calismamizda, YYD ile indiiklenmis obez siganlarda viicut agirliginin ve serum total
kolesterol, trigliserit ve leptin seviyesinin arttigi, HDL seviyesinin ise azaldigi
gozlenmistir. Ayrica obez siganlarin bobrek ve mesane dokularinda MDA, 8-OHdG
ve MPO seviyelerinin yiikseldigi, GSH seviyesinin ise diistiigli gozlenmistir.
Biyokimyasal sonuglarla paralel bir sekilde obez sicanlarin bdbreklerinde renal
cisimcik ve tiiblil hasari, interstisyel kolajen artisi; mesanede iirotelyum hasari,
vaskiiler konjesyon, degraniile mast hiicrelerinde ve kas tabakasinda kolajen
yogunlugunda artis gdzlenmistir. Ilaveten, NOX-2 ve NFk-B immiinpozitif
hiicrelerin ve apoptotik hiicrelerin hem bobrek hem de mesanede arttigi;; TGF-B1
immiinpozitif hiicrelerin ise bobrekte arttigi gozlenmistir. APS uygulamasinin YYD
ile indiiklenmis obez sicanlarin serum lipit profillerini, bobrek ve mesanede
degerlendirilen tiim biyokimyasal ve histolojik parametreleri iyilestirdigi

gozlenmistir.

Yetiskin insanlarda kilo artistyla VKI’nin otuz ve iizeri olmas1 obez olarak
tanimlanir. Obezite; metabolik sendrom, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
non alkolik yagl karaciger hastaligi, kronik bobrek hastaligi, asir1 aktif mesane ve
kanser (bobrek ve mesane) pek cok hastaligin altta yatan sebebi olarak gibi karsimiza
cikmaktadir [2, 3, 5, 43]. Obezitenin sebebi sedanter yasam, yiiksek kalorili
beslenme (fruktoz veya YYD), genetik, mikrobiyota degisiklikleri ve enfeksiyon
olabilmektedir [65]. YYD ile beslenme sonucu kemirgenlerde yapilan ¢aligmalar,
viicut agirhiginin arttigini géstermistir [6, 12, 16, 20, 66-68]. Obezitenin tedavisinde
her ne kadar egzersiz yer alsa da obez bireylerde fiziksel aktivite ile kilo vermek
solunum [69] ve kas iskelet sistemini [70] etkileyen mekanik sebeplerden otiirii
zordur. Nefes alma ve yliriime aktivitesini sinirlandirarak hareketsiz yasam tarzina
sebep olur. Bu etkiler kilo kaybin1 daha zor hale getirir ve hasta kisir dongliye girer.
Obezitenin tedavisinde yeri olan kilo vermede oksidatif stresin onemli rolii vardir
[71]. Obez bireyin kilo vererek indigi viicut agirligini uzun siire tutmasi zordur;
¢linkli obezitede beyin viicut agirligi i¢in yeni bir “referans viiciit agirlig1” belirler.
Oksidatif stres ve leptininin de diizenleyici rol oynadigi ndro-hormonal

mekanizmalar ile kilo kaybindan 6nceki referans viicut agirligina hizlica tekrar ulasir
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[72]. Bu nedenle, obezitede goriilen saglik sorunlarini tedavi etmek igin
farmakoterapotik miidahaleler gerektirdigini gostermektedir. Yapilan g¢aligmalarda
obezitede oOzellikle NOX-2 aracili ROT iiretimi NF-xB, IL-6, TGF-f1 gibi
enflamatuvar ve profibrotik yolaklar1 aktive ederek {iriner sisteme hasar verdigi
gosterilmistir [12, 73]. Farelerde APS uygulamasinin, YYD grubuna kiyasla gida
tiiketiminin degismemesine ragmen agirlik azalmasi oldugunu belirten bir ¢alismada
bu etkiyi enflamasyonu ve insiilin direncini disiirmesi, yag dokuda Ieptini
baskilamasi iizerine etkisi ile aciklanmistir [16]. Calismamizda da YYD,
YYD+DMSO, YYD+APS gruplarindaki sicanlarin  viicut agirhigi  kontrol
grubundakilere kiyasla artmasiyla birlikte APS tedavisi sonrast YYD-+APS
grubundaki sicanlarin agirliklarinda YYD grubuna kiyasla anlamli derecede azalma

oldugu bulunmustur.

Obezite kanda serbest yag asitlerinin artis1 ve beyaz yag dokusun birikimi ile
iligkilidir [25]. Yag dokusu kanda diizeyi artan yag asitlerini depolar. Mevcut
adipositler depolamak i¢in yeterli gelmemesi durumunda adiposit hipertrofisi ve
hiperplazisi gozlenir [7]. Yag dokunun kapasitesinin asilmasi durumunda bobrekte
ve diger organlarda ektopik lipit birikimi gozlenir [4, 9]. Bobrekte lipit alimina eglik
eden CD36 reseptorii oldugu gosterilmistir. CD36 mutasyonu olan farelerde lipit
birikimi olmadigi ve bobrek tiibiil epiteli ve podositte lipit birikimine baglh
mitokondriyal ROT olusmadigi boylelikle apoptoz goriilmedigi belirtilmistir [11,
74]. Bagka bir ¢alismada insan detriisor kas hiicre hattinda serbest yag asitlerinin bu
hiicrelerde M3 reseptorii lizerine olumsuz etki ederek mesane kasinin kontraksiyon
giiclinde azalmaya sebep oldugu bulunmustur [75]. Obez hayvanlarda kan glikozu,
serum trigliserit ve kolesterol seviyelerinde artis ve HDL seviyesinde ise diisiis
oldugu gosterilmistir. Yapilan c¢alismalarda YYD ile beslenme sonucu serum
kolestrol [6, 43, 68, 76], trigliserit [6, 16, 68, 76], leptin [16, 19, 77] diizeyinin
yiikseldigi ve HDL seviyesinin diistiigli [6] gOsterilmistir. Caligmalar lipit
toksisitesinin yarattigr oksidatif hasara karsi lriner sistemin duyarli oldugunu
gostermektedir. Calismamizda, YYD ve YYD+DMSO gruplarina ait serum leptin,
trigliserit ve kolestrol degerlerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli 6lgiide arttigi,

HDL diizeylerinin ise azaldigi gorildi. YYD+APS grubunda ise, APS
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uygulamasinin serum lipit profillerinin ve leptin diizeyinin kontrol seviyelerine

gelmesini sagladigi gézlenmistir.

Obezitenin bir hiperleptinemi durumu oldugu goriilmiistiir [78]. Hipertrofik
yag dokusu tarafindan salgilanan adipokinlerden biri olan leptin, santral sinir
sisteminde ve periferik dokuda dogrudan leptin reseptoriine (OB-R) baglanir.
Leptinin ana gorevi istah kontrolii olsa da bobrek ve mesane gibi periferik dokularda
da reseptoriiniin  bulundugu, parakrin etkiyle NF-«xB aktivasyonu yaptig
gosterilmistir [78, 79]. YYD ile indiiklenmis non alkolik yagh karaciger hastaliginda
uzak organ olan bdbrek hasarinin serum leptin yiiksekliginin mezangiyal hiicrelerde
artmis enflamasyona sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica leptin ve NOX-2 nakavt
farelerde serum kolestrol ve trigliserit diizeyi yiiksek olmasina ragmen bobrek tiibiil
epiteli ve mezangiyal hiicrelerde enflamasyonun olmamasi bu iligskiyi gostermistir
[19]. Bu ¢alismada da serum leptin diizeyinin yanisira, bobrek ve mesanede NOX-2,
NFk-B immiinpozitif hiicrelerin arttigi, MPO seviyesinin yiikseldigi ve histolojik
doku hasarmin artig1r gézlenmistir. APS uygulmasi ile serum leptin seviyesinin ve

enflamasyon belirte¢lerinin ise diistiigii gézlenmistir.

Fazla miktarda lipitten zengin beslenme sonucu dolasimdaki serbest yag
asitleri yag dokusunun kapasitesinin asilmasina ve bobrek gibi ektopik organlarda
birikmesine sebep oldugu bildirilmistir [4]. Calismalar, serum ve dokuda fazla
bulunan serbest yag asitlerinin viicuttaki oksidatif strese yol acan Onemli
maddelerden biri oldugunu gdstermistir. Mitokondriden zengin olmasi nedeniyle
bobrek tiibiil epitelyum hiicrelerinin [4] ve mesane kas hiicrelerinin [27] oksidatif
strese duyarli oldugunu gostermistir. ROT un artmas1 lipit peroksidasyonuna ve lipit
peroksidasyon iiriini MDA artisina yol agar [6]. YYD ile indiiklenen obezitenin
bobrek hasarina yol actigt ve MDA diizeyinin arttifi gosterilmistir [76]. Ayrica
obezitede antioksidan bilesik olan GSH’in seviyesinin azaldigi gosterilmistir [6].
Iskemi reperfiizyon ile indiiklenen testis hasarinda 20 ve 40 mg/kg dozlarda
uygulanan NOX-2 inhibitorii olan APS’nin MDA seviyesini diisiirdiigi ve GSH
diizeyini yiikselttigi gosterilmistir [35]. Calismamizda YYD ve YYD+DMSO
grubunun bobrek ve mesane dokularinda MDA diizeyininin arttigi ve GSH
diizeyininin azaldigi; buna karsin YYD+APS grubunda bu iki parametrenin kontrol

grubunun seviyesine geldigi gézlenmistir.

83



ROT artisinda diger bir hedef haline gelen DNA hasar1 sonucu mutasyon,
hatali replikasyon, apoptozis veya kanser olusumu goriiliir [33]. En yaygin DNA
hasar belirteglerinden biri 8-OHdG’dir. YYD ile indiiklenen obezitede 8-OHdAG
seviyesinin yiikseldigi ve apoptozu tetikledigi belirtilmistir [11, 67, 76]. YYD ile
indiiklenmis obez sicanlarda APS uygulamasinin testiste 8-OHdG seviyesini ve
apoptozu diisiirdiigii gosterilmistir [36]. Obezitenin mesane hem kanser gelisimi hem
de niiks i¢in bir risk faktorii oldugunu gostermistir [2]. Calismalarda leptinin
reseptore baglanarak JAK/STAT aktivasyonu yaptigi, insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 ile benzer etki gosterdigini, mesane kanseri hiicre hattinda invazyonu
arttirici etkisi oldugu gosterilmistir [79]. Bama mini domuzlarinda yapilan ¢alismada
23 aylik YYD ve siikrozdan zengin beslenme sonucu yiiksek serum lipitleriyle
birlikte bobrek dokusunda glutatyon peroksidazin ve proliferatif hiicrenin azaldigi,
TNF-0, NFk-B, kaspaz-3 ve apopitotik hiicrelerin ise arttifi gozlenmistir [80].
Arsenik maruziyetine bagli mesane hasarinda artmis 8-OHdG seviyesini APS’nin
azalttigi ancak hiicre proliferasyonu inhibisyonu yapmadig belirtilmistir [33].
Calismamizda YYD ve YYD+DMSO gruplarinda doku 8-OHdG seviyesinin ve
TUNEL pozitif hiicre sayisinin arttigi; YYD+APS grubunda ise kontrole benzer
seviyeye geldigi gozlenmistir. Calismamizda 4 aylik YYD ile beslenme sonucu
bobrekte glomeriiler ve interstisyel fibrozis, apopitoz ve 8-OHdG diizeyi artigi
oldugu, APS uygulamasinin bu parametreleri kontrole yakin diizeye getirdigi
gozlenmistir. Bununla birlikte PCNA immiinhistokimyasi bulgularina gore gruplar

arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir.

Obezitede goriilen organ hasarinin olusmasinda oksidatif stresin tek basina
degil ayn1 zamanda enflamatuvar yaniti da uyararak hasar olusturdugu gosterilmistir
[14]. Enflamasyon, normalde homeostazin devami ig¢in c¢esitli uyaranlara karsi
fizyolojik bir tepkidir. Bu ilk uyarict islem sonrasi 16kositlerden iiretilen sitokinler,
kemokinler tarafindan koordine edilir [71]. NF-xB bagisiklik, enflamasyon ve hiicre
bliylimesi ile ilgili ¢esitli genlerin sinyal kaynakli ekspresyonuna aracilik eden bir
uyarilabilir transkripsiyon faktorleri ailesindendir [81]. NF-kB, bobrek dokularinda
TNF-o ve anjiyotensin II kaskadlar1 patofizyolojik siireglerle aktive edildigi,
deneysel ve insan bobrek hastaliklar ile iliskili oldugu gosterilmistir [81]. NF-xB

inhibitorlerinin deney hayvanlarinda renal enflamasyonu 6nledigi bildirilmistir [81].
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Calismalarda leptinin periferik dokularda bulunan reseptdriine baglanarak
JAK/STAT ve NF-«B aktivasyonu yaptig1 gosterilmistir [79]. YYD ile indiiklenmis
bobrek hasarinda serum leptin yiiksekliginin mezangiyal hiicrelerde enflamasyona
sebep oldugu gosterilmistir [19]. Farelerde lipopolisakkarit ile indiiklenen kronik
sistit modelinde NF-kB ekspresyonunun arttifi ve enflamasyon sonucu mesanede

proliferasyon, fibrozis artisi, fonksion kaybi goriilmiistiir [18].

Artmig ROT aktivitesiyle paralel olarak artmis noétrofil orijinli olan MPO
enzim aktivitesinin ¢esitli patolojilerde rol oynadig1 gosterilmistir. Akut
enflamasyonda yanit1 baslatan, NOX gibi ROT iiretilmesi yoluyla kronik
enflamasyonun yayilmasinda rolii olan klorlayict bir enzimdir [82]. Nétrofillerin
graniillerinde bulunan MPO’nun aktivasyonunun, obezitenin gelisimi ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Yapilan bir hayvan calismasinda YYD ile beslenmenin erken
evresinde nétrofillerin yag dokuya sizdiklarini, ROT, TNF-a ve MPO gibi oksidan
ve enflamauvar maddeler salinimi oldugunu gostermistir [83]. Obez ve tip 2 diyabet
hastalarinin periferik kandaki nétrofil sayilarinin ve MPO diizeyinin arttig1 gosterilen
bir ¢alismada MPO diizeyi artisti ile metabolik hastaliklarin paralellik gosterdigini
belirtmistir [84]. Obez kisilerde erken bir enflamasyon belirteci olan MPO’nun ve
insiilin direnci gelisiminde bir risk faktorii oldugu belirtilmistir [28]. APS’nin endotel
hiicrelerinde ve cesitli 16kosit tiplerinde ROT ve MPO tarafindan aktive edilen
NOX-2’nin alt birimi olan p47phox'in translokasyonunu 6nledigi gosterilmistir [29].
YYD'de gorilen makrofaj infiltrasyonunu ve enflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu azalttigini gosteren c¢alismalar mevcuttur [28]. Testiste iskemi
reperfiizyon hasarinda [35], YYD ile indiiklenen obez siganlarin kalp ve aortlarinda
ROT artisinin yiikksek MPO diizeyine sebep olarak enflamasyona katkida bulundugu
gosterilmistir  [6]. YYD ile beslenmenin sican mezenterinde mast hiicre
infiltrasyonunu arttirdigit  bulunumustur [85]. Yapilan c¢aligmalarda diyabetik
hastalarda asir1 aktif mesane patolojisinde mesanede apoptotik hiicre sayilarinin
yiiksek oldugu ve mast hiicrelerine spesifik olan triptaz ekspresyonun arttigi
gosterilmistir [86]. Disi Spraque Dawley sicanlarda 12 haftalik YYD ile beslenmenin
mesanede yapilan iirodinamik calismalarda detriisor kasta potasyum kanallarinin
artmig aktivitesine bagli asir1 aktif mesane oldugu gosterilmistir [27]. Calismamizda

YYD ve YYD+DMSO gruplarinda hem bdbrek hem de mesanede NF-xB
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immiinpozitifliginin ve doku MPO diizeyinin kontrole gore artmig oldugu, mesanede
degraniile ve graniillii mast hiicre sayisinda artis oldugu; YYD+APS grubunda ise

kontrole benzer diizeyde oldugu gozlenmistir.

YYD ile beslenen diyabetik sicanlarda yapilan bir calismada bobrek MDA,
stiperoksit dismutaz, NF-xB, TGF-f1 ve TNF-a seviyelerinin arttig1; hiicre kiiltiirii
caligmasinda ise glomeriiler mezanjiyal hiicrelerde NF-«xB sinyal aktivitesini inhibe
eden isorhamnetinin ajani ile enflamatuvar mediyatorlerin {iretimini oksidatif stresi
azalttigit  gosterilmistir  [12]. Calismamizda NOX-2, NF-xB ve TGF-1
immiinpozitiflik oran1 YYD ve YYD+DMSO gruplarinda artmis bulunup,
YYD+APS grubunda ise immiinpozitiflik oranmin kontrole benzer oldugu

gozlenmistir.

Obezite goriilen yliksek kan lipit konsantrasyonlarmin bobrekte birikmesine
bagli erken evrede hipertrofik, ge¢ evrede ise fibrotik lezyonlar gorildigi
belirtilmistir. Erken evre bobrek dokusu hipertrofisi, glomeriiler hiicre proliferasyonu
ile iliskilidir. Glomerulosklerozu ve tubulointerstisyel fibrozis ge¢ evrede ortaya
cikmaktadir [87]. TGF-B1 bobrek yetmezligine yol acan doku skarlagsmasinin ana
faktoriidiir. Glomertiler kapillerde, interstisyel boslukta ve arteriollerin etrafinda
patolojik matriks birikimi, hem nefronun hem de cevresindeki interstisyel boslukta
ve arteriollerin etrafinda patolojik matriks birikimi vaskiiler fonksiyonel kayba sebep
olur [60]. TGF-B1 sinyalinin bobrek tiiblil epitel hiicrelerinin ve fibroblastlarin
miyofibroblasta doniisiimiinii indiikledigi gosterilmistir [55, 57]. NOX iizerinden
tiretilmis ROT, fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasina ve hiicre dis1
matriks proteinlerinin sentezinin bozulmasina sebep olur, TGF-f aracil1 fibrozisine
kolaylastirir. NOX’un uyarmmiyla tiiretilen ROT, epitel hiicrelerinin apoptozuna da
sebep olur. TGF-B aracili kolajen ekspresyonunda NOX’un bu tiir modiile edici
etkileri, bobrek fibroblastlarinda goézlenmistir [61]. Calismalarda lipopolisakkaritle
indiiklenen kronik sistit modelinde enflamasyona bagli mesane duvarinin
hiperplazisi, tip 1 ve 3 kolajen ekspresyonun arttigi (fibrozis) ve sonug¢ olarak
mesanenin  kompliyansinin azaldigir goriilmiistiir [18]. TGF-f1 sinyal yolaginin
dogrudan hedeflenmesi, hiicre farklilagmasi, apoptoz ve immiin homeostazin
diizenlenmesindeki fizyolojik islevlerini etkileyecektir. Bu nedenle fibrozis siirecinde

TGF-B1 haricinde bir mekanizma {izerinden fibrozisi 6nlemek organ yetmezliginin
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oniline gegmenin bir hedefi haline geldigi goriilmektedir [62]. Serbest yag asitlerinin
detriisor kas hiicre hattinda fibrozisi tetikledigi ve mesane kasinin kontraksiyon
giicinde azalmaya sebep oldugu bulunmustur [75]. Dokularda kolajen artigini
gosterebilmek icin tip 1 ve tip 3 kolajeni secici boyayan pikrosirius kirmizisi
boyamasi yapilir [88]. NOX-2 iligkili oksidatif hasar sonucu bobrekte glomeriiler ve
interstisyel kolajen artis1 oldugu gosterilmistir [89]. YYD ile indiiklenen obezitede
mesanede kas demetlerinin arasinda kolajen artis1 gozlenmistir [20]. Calismamizda
YYD ve YYD+DMSO gruplarinda bobrek interstisyel bag dokuda ve glomeriil
cevresinde; mesanede ise kas tabakasinda kolajen artist gozlenmistir. YYD+APS
grubunda ise kontrole yakin oldugu gozlenmistir. Ayrica yapilan TGF-B1
immiinhistokimyasinda YYD ve YYD+DMSO gruplarininin  bdbreklerinde
immiinpozitifliginin arttigmi, YYD+APS grubunda ise kontrole yakin oldugu

gozlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada YYD ile indiiklenmis obez siganlarin bobrek ve
mesane 0rneklerinde APS uygulamasinin ROT’a karsilik antioksidan etki gdstererek,
enflamasyonu ve apoptozu azaltarak, bobrek ve mesane hasarinin azaltilmasina,
oksidan, antioksidan, enflamatuvar ve profibrotik parametrelerin normal seviyeye
yaklagmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada obezitenin
olusturdugu bobrek ve mesane hasarinda APS’nin antioksidan etkisi ile histolojik
hasar1 onararak kontrol diizeylerine getirdigi, obezite ile olusmus bobrek ve mesane
hasarmin  iyilestirilmesine  katkida  bulundugu  diisiiniilmektedir.  Obezite
patofizyolojisinin ve aposininin koruyucu etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ileri
molekiiler ~ve fonksiyonel arastirmalarin  yapilmasinin  uygun  oldugu

diistiniilmektedir.
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