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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABH: Akut bobrek hasari

AKS: Akut koroner sendrom

Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
BUN: Kan iire nitrojeni

CAT: Katalaz

CED-3: C. elegans hiicre 6liimii anormal-3 geni
CHBP: Eritropoietin tiirevli siklik sarmal B yiizey peptidi
DAMP: Hiicre 6liimiinii baglatan hasarla iliskili protein
DGF: Gecikmis greft fonksiyonu

ECM: Hiicre dis1 matriks

EMT: Epitelyal-mezenkimal gecis

GPx: Glutatyon peroksidaz

GSDME: Gasdermin D

GSH: Glutatyon

HIF: Hipoksi ile indiiklenebilir faktor

IL: interldkin

IL-1a: Interlokin 1 alfa

IL-1B: Interl6lin 1 beta

1Q: izokuarsetin

IR: Iskemi reperfiizyon

Mint 3: Munc18-1-etkilesimli protein 3

mPTP: Mitokondriyal ge¢is gbzenekleri

NAR: Naringin

NF-Kb: Niikleer faktor kappa beta

NO-: Nitrik oksit

Nrf2: Niikleer faktor E 2 ile iligkili faktor 2
NTS: Niikleus traktus solitarius

PCD: Programlanmus hiicre 6liimii

PHD: Prolil hidroksilaz

RIRI: Renal iskemi reperflizyon hasari



RNT: Reaktif nitrojen tiirleri
ROT: Reaktif oksijen tiirleri
S1P: Sfingosin-1-fosfat
SOD: Siiperoksit dismutaz
TEC: Tibiiler epitel hiicreler
TLR: Toll benzeri reseptorler
TMZ: Trimetazidin

TNF-a: Tiumor nekroz faktori-o
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Iskemi reperfiizyon (I/R) sonrasi dokularda mikrovaskuler fonksiyon bozuklugu gelisir.
Mevcut ¢alismanin amaci tek tarafli nefrektomi ve bdbrek-iskemi reperfiizyonu yapilan siganlarda
naringin takviyesinin bobrekte kaspaz-3, IL-1p ve HIF-1a diizeyleri ile bobrek histolojisine olan etkisini
belirlemekti.

Selguk Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Necmettin Erbakan
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen 8-12 haftalik Wistar
tipi erkek 40 sigan tlizerinde gergeklestirildi.

Ratlarda deneysel bobrek iskemi reperfiizyonu ile tek tarafli nefrektomi genel anestezi altinda
gerceklestiridi. Deney gruplari su sekilde olusturuldu.

1) Kontrol grubu,

2) Sham kontrol + Vehicle grubu.

3) Bobrek iskemi-reperfiizyonu (Renal I+R) + Vehicle grubu

4) Renal I+R + Naringin (50 mg/kg/giin) grubu (3 giin uygulama) grubu
5) Renal I+R + Naringin (100 mg/kg/giin) grubu (3 giin uygulama) grubu.

Iskemi reperfiizyon gruplarinda sol bébreklerde nefrektomi, sag bobreklerde ise 45 dakika
iskemi ve takiben 72 saat reperfiizyon gerceklestirildi. Naringin reperfiizyonun hemen basinda, 24 saat
sonra ve 48 saat sonra intraperitoneal olarak uygulandi. Deneylerin bitiminde genel anestezi altindaki
hayvanlarda dncelikle kalpten kan alindiktan sonra servikal dislokasyonla hayvanlar dldiiriilerek bobrek
doku oOrnekleri alindi. Dokular kaspaz-3, IL-1f ve HIF-la yoniinden ve ayrica histolojik olarak
degerlendirildi.

Bobrek dokularinda iskemi-reperfiizyon sonucu HIF-lo azalirken kaspaz-3, IL-1B arti
gosterdi. I/R ayn1 zamanda bobrek dokusunda hasar olusturdu. Ancak naringin takviyesi olusan
bozulmalar1 belirli oranda diizeltti.

Calismanin sonuglar1 siganlarda tek tarafli nefrektomi ve I/R ile olusan bdbrek hasarinda
antiinflamutuvar ve antipoptozis mekanizmalar1 {izerinden koruyucu etkilere sahip olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek I/R, HIF-10, IL-1p, kaspaz-3, naringin, sigan
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Effect of Naringin on Caspase-3, IL-1p, and HIF-1a Levels in Experimental Kidney Ischemia-
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Microvascular dysfunction develops in tissues after ischemia-reperfusion (I/R). The aim of the
current study was to determine the effect of naringin supplementation on kidney caspase-3, IL-1p and
HIF-1a levels and kidney histology in rats undergoing unilateral nephrectomy and kidney-ischemia
reperfusion.

The study was carried out on 8-12 weeks old 40 Wistar type male rats obtained from Selguk
University Experimental Animals Research and Application Center and Necmettin Erbakan University
Experimental Animals Research and Application Center.

Experimental renal ischemia reperfusion and unilateral nephrectomy were performed under
general anesthesia in rats. Experimental groups were formed as follows.

1) Control group,

2) Sham control + Vehicle group.

3) Renal ischemia-reperfusion (Renal I+R) + Vehicle group

4) Renal I+R + Naringin (50 mg/kg/day) group (3 days application) group
5) Renal I+R + Naringin (100 mg/kg/day) group (3 days application) group.

Nephrectomy in the left kidneys and the ischemia for 45 minutes and reperfusion in the right
kidneys followed by 72 hours of reperfusion. Naringin was administered intraperitoneally at the
beginning of the reperfusion, 24 hours, and 48 hours later. At the end of the experiments, first of all,
blood was taken from the heart in animals under general anesthesia, and then the animals were killed
by cervical dislocation and kidney tissue samples were taken. Tissues were evaluated for caspase-3, IL-
1B and HIF-1a as well as histologically.

As a result of ischemia in kidney tissues, HIF-1a decreased, while caspase-3, IL-1f increased.
I/R also caused damage to the kidney tissue. However, naringin supplementation corrected the
deterioration to a certain extent.

The results of the study show that it may have protective effects in kidney damage due to
antiinflammatuar and antipoptosis mechanisms caused by unilateral nephrectomy and I/R in rats.

Keywords: Caspase-3, HIF-1a, IL-1p, kidney I/R, naringin, rat

Vi



1.GIRiS

1.1. Iskemi Reperfiizyon (I/R) Hasar1

IR hasar1 akut koroner sendrom (AKS) akut bobrek hasart (ABH) dolasimsal
ve vaskiiler bozukluklarla karakterize bir¢ok sorunun bir arada bulundugu bir
durumdur. Organ transplantasyonlarindan ya da ¢esitli cerrahi prosediirlerden sonra da
meydana gelebilir. IR hiicrede ATP seviyelerinde azalma, hiicre i¢i ve mitokondriyal
kalsiyum seviyelerinde artma, hiicre iyon ve pH seviyesinde degisiklikler,
endoplazmik retikulum stresi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu gibi bir¢ok
metabolik siireclerle sonuglanabilir (Giaccia ve ark 2004, Giordano 2005, Devarajan
2006, Kalogeris ve ark 2016).

IR hasarinin patofizyolojisi kapsamli ve karmasiktir. Iskemide apoptoz,
inflamasyon, nekroptoz, mitofaji, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve sinyal
yollarinmn hasar1 da séz konusudur (Kalogeris ve ark 2016). Iskemi sirasinda oksijen
kaynaginda azalma, aerobik metabolizmadan aneorobik metabolizmaya gecis
sonucunda ATP tretim hiz1 diiser ve hiicrede asidoza neden olan laktat birikmesine
neden olur (Eltzschig ve ark 2011). Nat/K+ ATPazlar, Na+/H+ ve Ca2+-ATPaz
pompalar1 fonksiyonunu yerine getiremez ve bunun sonucunda hiper-ozmolalite,
hiicre zarlar1 boyunca su taginmasinda bir artis ve hiicresel sisme ile sodyum, hidrojen
ve kalsiyum sitoplazmada toplanir (Wu ve ark 2018).

Reperfiizyon sirasinda aerobik ATP iiretimi i¢in gerekli oksijen ve diger
molekiiller organa ulasir. Hiicrede dolasimda olan H+ sayesinde hiicre pH diizeyi
normale doner ancak reperfiizyonun kendisi de hiicrede hasar olusturabilir. Bu ilk defa
koroner ligasyondan sonra kalpte reperflizyonun nekroza yol agtifinda durumda
goriilmiistiir (Jennings 1960). Reperfiizyon hasar1 iskemi sirasinda meydana
gelmeyen, dokuya kan akisi saglandiktan sonra meydana gelen bir olaydir. Hasar
tamamen ortadan kalkabilir ya da azaltilabilir (Ozden 2019).

Reperfiizyon hasarinda oksijenin hizli artist ve pH sistein proteazlar1 ve
apoptotik yolu aktive ederek sitozolik kalsiyum miktarini artirabilir. Asir1 kalsiyum
yiiklenmesi de sitokrom C, siiksinat, DNA gibi apoptoz ve nekroz yoluyla hiicre
Olimiinii baglatan hasarla iligkili molekiilin (DAMP) salinimma izin veren
mitokondriyal gecis gézeneklerinin (mPTP) acilmasini uyarir (Krysko ve ark 2011,
Mills ve ark 2017).



Bu mekanizmalarin yaninda /R hasari, hasarli doku ve organlarda epigenetik
degisikliklere neden olabilir. Epigenetik degisiklikler, DNA dizilimini degistirmeden
protein komplekslerinin ¢esitli Ozellikleri araciligi ile gende meydana gelen
degisikliklerdir (Khan ve La Thangue 2012). Bunlar, asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, sumilasyon, ubikuitinasyon, karbonilasyon ve glikozilasyonu ile DNA
metilasyonu gibi ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlardir (Nightingale ve ark
2006, Bolden ve ark 2006). I/R’ nin tetikledigi epigenetik degisikliklerin anlasilmasi
gelecekte klinik olarak ilerlemelere katki saglayacaktir (Tang ve Zhuang 2019).

Bobrek naklinde klinik olarak ilerleme olmasina ragmen nakil sonrasinda bazi
hastalarda akut komplikasyonlar meydana gelebilmektedir. Bunlarin baginda gecikmis
greft foksiyonunun (DGF) ana nedenleri arasinda I/R hasar1 gelir. DGF, hastanede
uzun siireli yatis ve bunun sonucunda ciddi komplikasyonlar ile ciddi sosyal ve
ekonomik etkiye sahiptir. I/R hasari sirasinda, oksidatif stres, demir birikimi ve agir1
lipid peroksidasyonu ile karakterize hiicre Olimii olan ferroptoz ve hasarli
mitokondrinin otofaji tarafindan segici bir sekilde bozulmasi olan mitofaji dahil olmak
tizere bircok yolu aktive etmede dnemli bir rol oynar. Ferroptoz bobrek hasarina neden
olurken, mitofaji, reaktif oksijen tiirlerinin fonksiyonunu kaybetmis mitokondriden

salinimini azaltarak koruyucu bir role sahip olabilir (Granata ve ark 2022).

1.2. Renal Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Bobrek, 6zel doku islevi ve yapisi nedeniyle IRI'ye duyarli organlardan biridir.
Su anda renal iskemi-reperflizyon hasarmmin tedavisi i¢in spesifik ilaglar
bulunmamaktadir. Renal iskemi-reperflizyon hasarinin patogenezinde yer alan bir¢ok
sinyal yolu vardir. Genel olarak Ca2+ asir1 yiikklenmesinin, serbest oksijen radikal
salgilanmasinin, hiicre adezyon molekiil aktivasyonunun, kemokin saliniminin, 16kosit
etkilesiminin ve diger etkilesimlerin doku iltihabina, nekroza, apoptoza ve nihayetinde
organ yetmezligine yol a¢tifina inanilmaktadir (Kalyanaraman 2013, Shen ve ark

2013, Wang ve ark 2013).

Klinik olarak renal IRI siklikla bobrek transplantasyonu, parsiyel nefrektomi
ve kalp cerrahisi siirecinde ortaya ¢ikar. ikinci olarak akut bobrek hasarmin ana
nedenidir ve mortalite oran1 hastanede yatan hastalarin %20'sini olusturmaktadir
(Lafrance ve Miller 2013). Bu nedenle renal IRI'yi etkin bir sekilde 6nlemek ve

mortaliteyi azaltmak dnemli bir klinik hedef haline gelmistir. Kisacasi, iskemik faz,



glomeriillerin kapiller endotel hiicrelerinin disfonksiyonuna ve renal tiibiiler epitel
hiicrelerinin nekrozuna neden olur. Daha sonra reperflizyon fazi, ¢ok miktarda reaktif
oksijen tiirlerinin salinimu ile farkli enzimleri aktive ederek hasari siddetlendirir ve her
iki fazda da gii¢lii bir inflamatuar cevap s6z konusudur (Kinsey ve ark 2008). Ek olarak
hem dogal hem de adaptif immiin yanitlar, farkli hiicre 6liimii programlarinin yaninda

IRI’ y1 da igerir (Malek ve Nematbakhsh 2015).

Renal IR birgok sinyal yolu ile diizenlenir. Renal tiibiiler epitel hiicreleri
(TEH), IRI siirecinde 6nemli bir rol oynar. Onlar IRI'nin uygulayicisidir (Smith ve ark
2019). Renal tiibiiler epitel hiicrelerinde IRI ile ilgili {i¢ anahtar sinyal faktorii
tanimlanmistir, bunlar toll benzeri reseptorler (TLR'ler), sfingosin-1-fosfat (S1P)
reseptorleri ve hipoksi ile indiiklenen faktorlerdir (HIF'ler) (Koch ve ark 2013, Akhtar
ve ark 2014, Wu ve Chadban 2014). TEH sinyal yolunun énemli hiicre i¢i ve hiicreler
aras1 etkileri vardir, bu da onu IRI tedavisi i¢in giiclii bir etken yapabilir (Yan ve ark
2021).

8 haftalik erkek Sprague Dawley ratlarinin kullanildigr bir ¢calismada eksojen
sperminin renal iskemi reperfiizyon tlizerindeki koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu
calismada her grupta 5 olmak {izere toplamda 35 hayvan kullanilmistir. Renal iskemi
reperfiizyondan 30 dk o6nce ve 3 giin sonra siganlarin kuyruk damarlarina farkl
dozlarda (2 mL/kg viicut agirligi) spermin enjekte edilmistir. 200 pM'nin altindaki
spermin dozlarinda sicanlarda renal iskemi reperfiizyon hasarmi azalttig
gozlemlenmistir. Arastirmanin  bulgularina goére sperminin  Akt/mTOR/HIF-1
alfa/BNIP3 yolu ile iskemi reperfiizyon hasarini hafiflettigi sonucuna varilmistir (Yan
ve ark 2021).

30 vahsi tip C57BL/6 erkek farelerin (10 haftalik, 22-24 g) kullanildig1 bir
calismada ise izokuersetinin (IQ) renal iskemi reperfiizyon (RIRI) hasar iizerinde
etkileri arastirllmistir. Renal iskemi reperflizyonu baslatmak i¢in sag bobregin
c¢ikarilmasindan sonra sol renal pedikiil 30 dakikalik klemplenmis ve ardindan 24
saatlik reperflizyon gerceklesmistir. 30 fare rastgele olarak sham grubu, RIRI grubu
ve IQ on tedavisi + RIRI grubu olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. IQ 6n tedavisi + RIRI
grubundaki farelere intraperitoneal olarak 1Q (20 mg/kg) enjekte edilmistir. Bobrek
fonksiyonunu degerlendirmek i¢in serum kreatinin ve kan {ire nitrojeni (BUN)
kullanilmistir. RIRI'den sonra BUN, kreatinin, TNF-a, IL-6, malondialdehit ve Bax

onemli Olclide artmis ve siiperoksit dismutaz seviyeleri ve Bcl-2/Bax orani ve Bel-2



ekspresyonu belirgin sekilde azalmigtir. 1Q tedavisi ise bu degisiklikleri tersine
cevirmistir. Sonug olarak 1Q’nun RIRI {izerinde antiapoptotik ve antiinflamuar gibi
koruyucu etkilere sahip olabilecegi gosterilmis ve bu yolla da RIRI’y1 hafiflettigi
bulunmustur (Liang ve ark 2020).

9-10 haftalik farelerin kullanildigi bir baska ¢alismada da Muncl8-1-
etkilesimli protein 3 (Mint3)’iin HIF 1 ve NF-kB yoluyla iskemi reperfiizyon
tizerindeki etkisi agiklanmaya calisilmistir. Munc18-1-etkilesimli protein 3 (Mint3)
HIF’leri aktive eden bir molekiildiir. Mint3-nakavt ve yavru vahsi tip farelerde tek
tarafli iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra bébrek fibroza tabi tutulmustur. iskemi
stiresi 23 dakika ve bobrekler iskemi-reperfiizyondan 24 saat ve 7 glin sonra alinmistir.
Sonug¢ olarak Mint-3’iin yikimi tiibiiler epitel hiicrelerde (TEC) apoptozu artirarak
tubulointerstisyel fibrozu siddetlendirmistir. Mint-3’iin bu etkilerinin HIF yolundan
bagimsiz oldugu ve bu etkiye NF-kB anti-apoptotik fonksiyonun aracilik ettigi tespit
edilmistir (Nasu ve ark 2019).

1.3. Renal iskemi Reperfiizyonunda Antioksidanlar

Canliligin devami i¢in homeostaz olmazsa olmazdir. Serbest radikaller
hiicreler icin toksik bir metabolit olmasina ragmen antioksidanlar serbest radikallerin
etkilerini yikmaya c¢alisirlar. Antioksidanlar hiicrede biraktigr etkiye gore
smiflandirilabilir. Ornegin endojen-eksojen, dogal-yapay, direkt-indirekt. Endojen
antioksidanlara o6rnek olarak glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon rediiktaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon verilebilir. Eksojen antioksidanlar ise beta karoten
(vitamin A), folik asit (vitamin B9), askorbik asit (vitamin C) gibi maddelerdir (Erol
2020).

Azalmig doku ve organ fonksiyonu ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden
oldugu oksidatif stres birbirleriyle yakindan iliskilidir. Hiicre i¢i redoks homeostazi,
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH) ve katalaz
(CAT) gibi antioksidanlar tarafindan ROT iiretimi ve ROT siipiirme arasindaki
dengeye baghdir. Bu dengedeki bozukluklar hiicrelere zarar verir. Asir1t ROT firetimi,
DNA, lipidler ve proteinlerde oksidatif hasara neden olur ve coklu doymamis yag asidi
kalintilarinin peroksidasyonunun bir {iriinii olan malondialdehit (MDA) gibi oksidatif

stresin yan {iriinleri ayni anda birikir (Davalli ve ark 2016, Feng ve ark 2017). ROT ve



oksidatif stres, basta niikleer faktor kappa beta (NF-kB) yolunu, mitojenle aktive olan
protein kinaz yolunu ve fosfatidilinositol 3-kinaz yolunu diizenleyerek ¢esitli kemik
ve kas hastaliklarinda patojenik etkiler gdsterir (Morgan ve Liu 2011, Davalli ve ark
2016, Deng ve ark 2019, Min ve ark 2019, Schroder 2019).

Normal fizyolojik kosullar altinda, viicut az miktarda reaktif oksijen tiirii
(ROT) iiretebilir (P1 ve ark 2010). Serbest radikal siipiiriicli enzimler ve antioksidanlar,
transkripsiyon faktorlerini aktive ederek, fizyolojik aktif maddeleri ve inflamatuar
bagisiklig1 diizenleyerek ve fizyolojik 6nemi olan hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini
tesvik ederek oksijen metabolizmasinin dengesini korur. Ancak, ROT ile reaktif
nitrojen tiirleri (RNT) seviyeleri ve antioksidan savunma sistemi arasindaki denge
saglanamadiginda oksidatif stres ortaya c¢ikar (Chandel ve ark 2000, Zhang ve ark
2011).

ROT, esas olarak siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit dahil olmak {izere, in
vivo oksidatif stresi baglatan ana elemandir. Hiicrelerde, mitokondriyal elektron tagima
zinciri ve sitokrom P450 ailesi tarafindan c¢ok sayida ROT iiretilir ve ksantin
oksidorediiktaz, indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NOX),
nitrik oksit sentaz ve diger katalitik enzimler ROT olusumunu biiyiik 6lciide etkiler
(Sedeek ve ark 2013). RNT; NO, nitrojen oksijen anyonu, nitrozotiyoller ve
peroksinitrit dahil olmak tizere NO'nun ROT ile reaksiyonu ile {iretilen nitrik oksit
(NO-) merkezli tiirevlerin bir siifidir. Asirt ROT ve RNT, hiicre i¢i lipidler, niikleik
asitler ve proteinlerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna, DNA oksidatif
hasarina ve hiicre i¢i protein denatiirasyonuna yol agarak hiicresel yap1 ve fonksiyona
zarar verebilir (Martinez ve ark 2017). Oksidanlar ayrica hiicre i¢i sinyal yollarini ve
hatta gen ekspresyonunu degistirmek icin sinyal molekiilleri olarak da hareket edebilir
(Ha ve ark 2002). Ek olarak, oksidatif modifikasyon anormal hiicre biiyiimesini,
inflamasyonu ve diger fizyolojik siirecleri tesvik edebilir (Barnes ve Gorin 2011, Ray
ve ark 2012).

Yapilan bir ¢alismada serebral iskemide, iskemi uygulanan gruplarda A
vitamini verilen siganlarda SOD’un degerinin yiikseldigi, vitaminin dozu arttikgca CAT
seviyesinin arttig1 ve MDA miktarinin azaldig1 goriilmiistiir (Akbas 2020).

Renal iskemide iskemi uygulanan gruplarda MDA diizeyinin arttigi, SOD ve
CAT diizeyinin azaldig1 da rapor edilmistir. A vitamininin ise bu degerleri normale
yakin bir degere gevirip iskemi reperfiizyon hasarini hafiflettigi belirlenmistir (Ozden

2019).



Serbest radikallerin miktar1 ¢evresel etkilere bagl olarak da artabilir. Dogal
olarak hiicrede mitokondrial aktivite, hiicre boliinmesi gibi yasamsal faaliyetlerin
kontroliinii saglarlar. Fakat bir yandan da oksidatif stres durumunda hiicrenin yapisal

elemanlarinda geri doniisii olmayan hasarlar meydana getirebilirler (Erol 2020).

1.4. Renal Iskemi Reperfiizyon Hasar1 ve HIF-10,

02 homeostazinin korunmasinda rol oynayan kritik niikleer transkripsiyon
faktorleri olan hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF'ler) ilk olarak 1992 yilinda
Semenza tarafindan kesfedilmis ve son yillarda hipoksiye hiicresel adaptasyondaki
onemli rolleri nedeniyle yogun ilgi gérmiistiir (Semenza 2004, Choudhry ve Harris
2018). a-alt birimlerinin farkliligina dayanarak, HIF'ler HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 olmak
lizere ii¢ alt tipe ayrilir. HIF-1 ve HIF-2'nin islevi su anda yogun bir sekilde
arastirilmaktadir. Artan bir kanit, bobrek hasari sirasinda HIF-1'in sadece hipoksi
adaptasyonuna aracilik etmekle kalmayip, ayni zamanda profibrotik degisikliklere
katilan inflamasyon, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) ve hiicre dis1 matriks (ECM)
birikimi ile iligkili oldugunu bulmaktadir (Agarwal ve Nick 2000, Warnecke ve ark
2004, Schietke ve ark 2010, Moore ve Bellomo 2011). Oksidatif stresin de bu siiregte
onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. HIF-2a, eritropoietin tiretiminde baskin bir rol
oynar (Higgins ve ark 2008, Zhu ve ark 2020, Hafizi ve ark 2021). Schietke ve ark
(2012) ayrica farelerde distal tiibiiler hiicrelerde HIF-2a'nin yapisal transgenik asiri
ekspresyonunun renal fibrozis ile sonuclandigini tespit etmislerdir. Ayrica, yakin
tarihli bir ¢aligma, SIRT1'in HIF-2a'y1 baskilayarak renal fibrozu hafifletebilecegini
gostermistir. HIF'lerin etkileri hiicre tipine ve baglanmalariyla bagli olabilir. HIF-2a
ayrica renal fibrozis ¢aligsmasi i¢in bir adaylikta olusturabilir (Li ve ark 2021, Pan ve
ark 2021). Bununla birlikte, HIF-3 daha az bilinmektedir. Diger ¢alismalar, HIF-3a'nin
HIF-1'in hedef geni olarak hareket edebilecegini ve HIF-1 ve HIF-2'nin aktivitesini
negatif olarak diizenleyebilecegini gostermistir (Tanaka ve ark 2009).

HIF-1, temel bir heterodimerik sarmal-dongii-sarmal transkripsiyon
faktoriidiir. Hipoksi, fizyolojik HIF-1 ekspresyonunun ana diizenleme faktoriidiir.
Ayrica, HIF-lo asirn aktivasyonunun diger bazi mekanizmalar tarafindan da

uyarilabilecegine dikkat etmek 6nemlidir (Wang ve ark 2011, 2014).



Bir transkripsiyon faktorii olarak, HIF-1 aktivasyonu eritropoietin, vaskiiler
endotel biiylime faktorii, endotelin-1, glukoz tasiyicilar1 ve eritropoezi, anjiyogenezi
ve enerji metabolizmasii etkileyen diger bazi hedef genlerin ekspresyonunu
diizenleyebilir. Bu sirada hipoksiye ilk adaptasyon siirecini yonetir, doku
oksijenasyonunu ve hiicre sagkalimini iyilestirir ve bir dereceye kadar bazi zararli
etkileri telafi eder (Agarwal ve Nick 2000, Warnecke ve ark 2004, Moore ve Bellomo
2011). Wang ve ark (2014) HIF-1a'nin bobrekte kronik iskeminin neden oldugu asiri
aktivasyonunun, kronik bobrek hasarina aracilik ettigini gosterdi (Wang ve ark 2014).
Kimura ve ark. (2008) ise normal ve VHL nakavt farelerde 5/6 nefrektomi
gergeklestirerek, VHL'si silinmis farelerin tlibliler epitel hiicrelerinde HIF-1
ekspresyonunun stabil oldugunu ve interstisyel fibrozisin 6nemli Olgiide
siddetlendigini tespit etmislerdir (Kimura ve ark 2008). Baumann ve ark. (2016)
podosit HIF-1a geninin nakavt edilmesinin glomeriiler tip I kollajen birikimini ve
glomeriilosklerozu dnleyebilecegini bulmustur (Baumann ve ark 2016).

Bu nedenle, HIF, bobrek hasari sirasinda fibrozisin olusumunu ve gelisimini
tesvik ediyor gibi gorlinmektedir. Genel olarak renal fibroz, inflamasyon,
miyofibroblast transformasyonu ve hiicre dis1 matriks birikimi ile karakterizedir
(Thiery ve ark 2009, Liu 2011, Mansour ve ark 2017). Bircok aragtirma, HIF-1'in
inflamasyonu, EMT'yi, kollajen birikimini ve ECM sertlesmesini tetikleyerek renal
fibrozise aracilik etmek i¢in hiicre dis1 matriksin yeniden sekillenmesini
destekleyebilecegini de gdstermistir (Louis ve Hertig 2015, Liu ve ark 2017, Shu ve
ark 2019).

HIF-1 tarafindan indiiklenen apoptoz, IL-1B ve TNF-a gibi inflamatuar
mediatdrleri serbest birakabilir ve inflamasyonu ve fibrozisi tetiklemek i¢in lokal renal
mikro-ortami degistirebilir (Scholz ve ark 2013, Sendoel ve Hengartner 2014, Liu ve
ark 2019). Dahasi, inflamatuar sitokinlerin HIF-la'yt MAPKp38 ve PI-3K/AKT
fosforilasyonu yoluyla yukar1 regiile edebildikleri gosterilmistir (Westra ve ark 2007).

HIF-1 alfa hipoksi, demir selatorleri veya iki degerlikli katyonlar tarafindan
stabilize edilir. Normal sartlar altinda, HIF-1 alfa demir ve oksijene bagimli bir enzim
ailesi olan prolil hidroksilazlar (PHD'ler) tarafindan hidroksillenir (Jewell ve ark
2001). Hidroksillenmis form, bir HIF-1 alfa/pVHL/ubiquitin ligaz kompleksinin
pargasi olarak von Hippel-Lindau tiimor baskilayici proteine (pVHL) baglanir.
Kompleks olusumu, HIF-1 alfa'min her yerde bulunmasina ve proteozomal

bozulmasina yol agar ve bu siire¢ HIF-1 alfa konsantrasyonlarini diisiik tutar (Ivan ve
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ark 2001). Hipoksik durumlarda, prolil hidroksilasyonu baskilanir ve HIF alfa-alt
birimi, proteazomal yikimdan kagarak g¢ekirdekte translokasyona ve HIF-1 beta ile
dimerizasyona izin verir (Jaakkola ve ark 2001). Cekirdek i¢inde, HIF-1 alfa veya HIF-
1 beta ile HIF-2 alfa dimerleri, onkogenezde oldugu kadar normal bir fizyolojik yanit
olarak hiicrenin hayatta kalmasi i¢in adaptasyonda yer alan 100'den fazla gen
trlinliniin ekspresyonunu diizenler (Haase 2006). HIF aktivatorlerinin onkojenik
potansiyeline iligkin bir endise, bobrek kanserli hastalarda parsiyel nefrektomi
sirasinda  kullanimlarint engelleyebilir. Giiven verici bir sekilde, erken in vivo
caligmalar, bu tiir ajanlarin kanserojen potansiyelinin, kanser oranlarinda herhangi bir
artis olmaksizin teorik kaldigini gostermektedir (Becker ve Jones 2018, Yang ve ark
2018).

Kunming farelerinin kullanildig1 bir ¢alismada I/R sonrasi1 HIF-10/PROX-
I/LVYE-1 ekseni dinamik degisiklikleri gozlemlenmeye g¢alisilmis ve I/R sonrasi
tedavi asamasinda bobregin bazi dokularinda aktive oldugu bulunmustur. Bu
calismada fareler I/R’ye maruz birakilmis ve tedavi asamasinda degisiklikler
immiinofloresan ¢ift boyama ve konfokal analiz ile tespit edilmistir. Isik
mikroskobunda IHC boyamasiyla saptanan HIF-loa’nin bdbregin proksimal
tiibiilllerinde eksprese oldugu ve I/R den sonra PROX-1 ile birlikte bu bolgelerde
lokalize oldugu bulunmustur. PROX-1/LYVE-1’in ise endotelyal hiicrelerin
glomerulusunda lokalize oldugu bulunmugstur. Sonug olarak HIF-1a ekspresyonunun
I/R sonras: tiibiiler hiicre dliimiinde koruyucu bir role sahip oldugu bulunmustur
(Meng 2018).

Hem wistar ratlarinin hem de Tgr 5 geni silinmis farelerin kullanildig1 bir
calismada TGRS geni aktivasyonunun I/R sonrast AQP’lerin azalmis gen
ekspresyonunu dnleyip dnlemedigini arastirilmistir. TGRS ile uyumlu LCA (litokolik
asit) tedavisi IR den sonra siganlarda poliiiriyi azaltmistir. Ayrica LCA’nin sicanlarda
AQP2’yi azalttigi, NF kb p65 ve IL-1p’nin azalmis protein miktar ile iligkili HIF 1a
protein ekspresyonunu yukari regiile ettigi bulunmustur. Fare gruplarinda ise IR den
sonra Tgr5 nakavt farelerinin vahsi tip fareler kiyasla daha fazla AQP2 ve HIF-1a
protein miktarini azalttigi, Nf kb p65 ve IL-1 protein miktarini artirdigi bulunmustur.
LCA ve TGRS aktivasyonunun HIF-1a sinyal yolunu aktive ederek IR hasar1 olan
hayvanlarda AQP2 seviyesini azalttig1 gosterilmistir (Han ve ark 2021).

Wistar rat1 kullanilarak yapilan bir ¢calismada EGLN inhibitorleri olan sodyum
(S)-2-hidroksiglutarat [(S)-2HG] ve siiksinik asidin (SA) Wistar siganlarinda renal IR
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hasarina kars1 koruyucu etkisinin olup olmadig1 degerlendirilmistir. Doku HIF-1 o
seviyesi sham grubuna kiyasla IR grubunda daha da artmistir. SA’nin koruyucu bir rol
istlendigi gozlenmemistir ama yiiksek dozlarda IR’yi artirdigi bulunmustur

(Cienfuegos-Pecina ve ark 2020).

1.5. Apoptoz ve Kaspaz 3

Apoptozun doku gelisimi, bagisiklik tepkileri (Danial ve Korsmeyer 2004,
Sagulenko ve ark 2016) ve homeostaz (Bulut ve Ozdemir 2007) sirasinda canli
hiicrelerde meydana gelen 6nemli bir hayati biyolojik siire¢ oldugu on yildan fazla
bilinmektedir. Anti-apoptotik mediatorler, kanser (Pu ve ark 2017) ve otoimmiinitede
(Wang ve ark 2015) oldugu gibi patolojik durumlarda ortadan kalkabilir ya da felgte
(Akpan 2013), nérodejenerasyonda (Wang ve ark 2015), retinal hiicre 6liimiinde
(Singh ve Kumar 2016), romatoid artritte (Malysheva ve ark 2016), miyokardiyal ve
karaciger iskemisinde (Sun ve ark 2017, Woolbright ve ark 2017), sepsis (Aziz ve ark
2014), osteoartrit (OA) (Hwang ve Kim 2015) ve astim (Qi ve ark 2017) gibi

inflamatuar hastaliklarda siddetlenebilir.

Apoptoz, apoptotik kaspazlarin aktivasyonunun aracilik ettigi programlanmis
hiicre 6liimiiniin (PCD) inflamatuar olmayan bir sekli olup ya intrinsik ya da ekstrinsik
bir yolla meydana gelebilir (Rogers ve ark 2017).

Intrinsik yol mitokondriyal hasar ile aktive edilir. Daha sonra mitokondriden
sitoplazmaya salinan sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ile
birlesir ve bir kaspaz-9 Onciisii, kaspaz-9'u aktive eden bir apoptozom olusturur
(Shakeri ve ark 2017). Aktive edilmis kaspaz-9 daha sonra farkli hiicresel endojen
substratlar1 pargalayarak hiicre 6liimiine yol acan prokaspaz 3 / 7'yi boler ve aktive
eder.

Ekstrinsik yol, timoér nekroz faktori-o (TNF-a) oOliim reseptorlerine
baglanmasi gibi hiicre yiizeyi 6liim reseptorleri sinyalleri tarafindan aktive edilir, daha
sonra bu reseptorlerin oligomerizasyonu apoptoza aracilik etmek i¢in pro-kaspaz 3’1
dogrudan bolen kaspaz-8’in alimina ve aktivasyonuna yol acar (Sun ve ark 2017,
Ahmed ve ark 2018, Rogers ve ark 2019). Ek olarak, kaspaz-8, Bcl-2 (B hiicreli

lenfoma 2) ailesinin bir {iyesi olan Bid'yi de pargalayabilir ve mitokondriye go¢ eden,



yilizeyinde Bax / Bak gozenekleri olusturan, sitokrom c'yi serbest birakan ve apoptozu
aktive eden kesik bir segment tBid iiretebilir. Ozetle, aktive edilmis kaspaz-3, endojen
ve eksojen apoptotik yollar tarafindan aktive edilen kaspaz kaskadlarinin sonunda
bulunur ve apoptoz i¢in anahtar bir protein olarak kabul edilir (Kayacan ve ark 2018,
Nagata 2018).

Kaspaz ailesi, C. elegans hiicre 6liimii anormal-3 geni (CED-3) ile yiiksek
oranda homolog olan bir protein ailesidir (Fan ve ark 2005). Kaspazlar baslatici
kaspazlara (kaspaz-2, -8, -9, -10), uygulayic1 kaspazlara (kaspaz-3, -6, -7) ve
enflamatuar kaspazlara (kaspaz-1, -4, -5, - 11) ayrilabilir (Mclwain ve ark 2015).
Kaspaz aktivitesinin kaybi, timor ilerlemesinin dnemli bir nedenidir. Kaspaz ailesinin
bir iiyesi olarak, kaspaz-3, Fernandez-Alnemri ve arkadaslari tarafindan 1994'te insan
Jurkat T lenfositlerinden klonlandi. Baslangicta 32kD sisteinil aspartata 6zgii bir
proteinazi kodladig i¢in sistein proteaz proteini, 32kD (CPP32) olarak adlandirilmistir
(Fernandes-Alnemri ve ark 1994). Kaspaz-3, sitozolde inaktif bir proenzim olarak
bulunur ve aspartik asit kalintilarin1 takiben peptit bagini spesifik olarak pargalamak
icin C-terminal sistein kalintisini katalize ederek islevleri yerine getirir (Yuan ve ark
1993).

Kaspaz ailesinin diger iyeleriyle karsilastirildiginda, kaspaz-3 kaspaz
kaskadinin sonundadir ve apoptozda hem intrinsik hem de ekstrinsik 6liim yollari
tarafindan aktive edilir. Son yillarda, kaspaz-3'iin baska bir etkisi bulunmus olup bu
etki, GSDME'nin yukar1 akisinda yer almasi ve piroptozda inflamatuar bir rol
oynamasidir (Wang ve ark 2017). Kaspaz-3'iin digerlerine kiyasla tiimor hiicresi 6liim
mekanizmasi {lizerinde birden fazla etkiye sahip oldugu sonucuna varilabilir.

Kaspaz-3'in aktivasyonu, plazma zarmin kabarmasina, kromatin
yogunlagmasina, DNA boliinmesine ve plazma zarinin hiicre dis1 tarafinda
fosfatidilserinin agiga c¢ikmasina neden olur (Choudhary ve ark 2015). Kanser
tedavisinde bir¢cok kemoterapotik ajanin sitotoksik etkilerini apoptoz indiiksiyonu
yoluyla tiimor hiicreleri iizerinde gosterdigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
inhibitdrlerin neden oldugu kaspaz aktivitesinin olmamasi ve hiicre sinyal yollarindaki
kaspazlarin degisiklik ve mutasyonlar1 apoptozis olusumunu engelleyebilir (Ghavami
ve ark 2009, Mohamed ve ark 2017). Ayrica, hiicre boliinmesi ve 6liim arasindaki
dengesizlik, memeli tlimorlerinin promotdrlerini ve apoptotik 6liim prosediirlerini
yiriitme kabiliyetini kaybetmesine neden olacak ve buda, sonugta tiimorlerin

sitotoksik ilaglara direngli olmasia neden olacaktir (Jan ve Chaudhry 2019). Son
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zamanlarda yapilan ¢aligmalar, ortaya ¢ikan bir inflamatuar hiicre 6liimii modu olarak
piroptozun kemoterapinin yan etkilerini ve ilag direncini daha da azaltma olanagi
sagladigini dogrulamistir (Wang ve ark 2019, Chen ve ark 2020).

Apoptoz sirasinda, kaspazlar da dahil olmak iizere birka¢ proteolitik enzim
ailesi aktive olur. Kaspazlar esas olarak iki sinyal yolu aracilifiyla aktive edilir: 1)
Eksojen oliim reseptorii sinyal yolu ve ii) sirasiyla kaspaz-8 zimojen ve kaspaz-9
zimojeni aktive eden endojen mitokondriyal sinyal yolu. Her iki sinyal yolu da asagi
akis efektor kaspaz-3'ii aktive ederek apoptoza yol agar (Jan ve Chaudhry 2019). Bu
nedenle kaspaz-3, apoptoz siirecindeki bir terminal shear enzimidir. Chatterjee ve
arkadaslar1 (2004) kaspaz inhibitorlerinin renal ABH yanitin1 azalttigini bildirmistir.
Asin diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROT), fonksiyonel hiicrelerin apoptozunu
indiikler. ROT, kaspaz-3'ii aktive etmeyi ve hiicre apoptozunu indiiklemeyi iceren
kaspaz kaskadini tetikleyerek doku hasarina neden olur (Xiao ve ark 2013). Ayrica,
renal tiibiiler epitel hiicreleri, niikleer faktér E 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2)/heme
oksijenaz 1 (HO-1) aracili antioksidatif yanit1 i¢eren bir antioksidatif savunma
sistemine sahiptir (Wu ve ark 2021).

GSDME (Gasdermin D) kaspaz 3 iireten GSDME-N2’nin béliinmesiyle olusan
bir proptotik aracidir. Bu ¢alismada GSDME eksikligi olan farelerde ve insan tiibiiler
epitel hiicrelerde ABH sirasinda GSDME’nin rolii arastirilmistir. Bu ¢alismada
GSDME’nin bloke edilmesinin ABH’y1 ve inflamasyonu azalttig1 tespit edilmistir.
Ayrica kaspaz 3’lin inhibisyonu GSDME-N’in bdliinmesini yok ederek sisplatin
kaynakl1 piroptoz ve bobrek hasarini hafiflettigi de bulunmustur. GSDME’nin bloke
edilmesinin kaspaz 3 diizeylerini baskilamak suretiyle renal iskemi reperfiizyon
hasarina kars1 koruyucu bir role sahip olabilecegi sonucuna varilmistir (Xia ve ark
2021).

8-12 haftalik erkek C57BL/6 fareleri {izerinde yapilan bir ¢calismada iskemi
reperfiizyon hasar1 kaynakli bir durumda apoptoz ve inflamasyonun yiiriitiicii bir
enzimi olan kaspaz- 3’1 hedefleyen siRNA’nin (CASP3siRNA) etkileri aragtirilmustir.
CASP3siRNA veya NCsiRNA ameliyattan 2 saat once 0.03 mg/kg BW dozunda
kuyruktaki damardan enjekte edilmistir. CHBP, reperfiizyondan 15 dakika sonra 24
nmol’kg BW'de intraperitoneal bosluktan verilmistir. Sonu¢ olarak CHBP
(eritropoietin tlirevli siklik sarmal B yiizey peptidi) ve CASP3siRNA’nin tek olarak

tedavide kullanilmasimin aksine birlikte kullanilmasi aktif kaspaz 3 ekspresyonunu
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azaltmis ve bobrek dokusunda daha da koruyucu etkiler gdsterebilecegi bulunmustur
(Wu ve ark 2020).

60 yetigskin erkek Sprague-Dawley sicani lizerinde yapilan bir ¢aligmada
metanolik stevia Oziitiiniin ve egzersizin ya da kombine bir sekilde kullanimin
siganlarda renal iskemi reperfiizyona etkileri arastirilmistir. Kaspaz 3 ekspresyonu
kontrol grubuna kiyasla tedavi edilen gruplarda 6nemli 6l¢lide azaldigi ve stevia
Oziinlin kaspaz 3 ve apoptozu azalttigi bulunmustur. Stevia Oziinlin ve egzersizin
birlikte kullaniminin renal iskemi reperfiizyon hasarinda faydali etkiler gosterebilecegi
de varsayilmaktadir. Ancak egzersizin stevia 6ziline gore etkilerinin daha az oldugu

diisiiniilmektedir (Elsaid ve ark 2019).

1.6. Renal Iskemi Reperfiizyon ve IL-1p

IL-1a ve IL-1B, simdiye kadar on bir iiyeden olusan IL-1 ailesinin kurucu
tiyelerini olusturur (Garlanda ve Dinarello 2013). Tiim IL-1 ailesi iiyeleri, zimojenler
olarak ifade edilir ve cogu, biyolojik olarak aktif olgun formlar elde etmek icin
proteazomal boliinme gerektirir. Bunlardan pro-IL-1B ve pro-IL-18, aktive edilmis
inflamazomlar tarafindan pargalandiklari i¢in benzersizdir (Awad ve ark 2018). Bu
coklu protein kompleksleri eksojen ve endojen tehlike sinyallerine yanit olarak
toplanir ve biyoaktif IL-1p ve IL-18 iireten kaspazlarin aktivasyonunu indiikler. IL-
1B, inflamatuar sinyallere yanit olarak ¢ok sayida farkli immiin ve immiin olmayan
hiicre tipi tarafindan hizla {iretilir ve salinir (Dinarello 2014). Bunun aksine, IL-1a
immiin olmayan birgok hiicre tipinde yapisal olarak eksprese edilir, ancak esas olarak
sitozolde kalir veya hiicre nekrozu durumunda salinan hiicre yiizeyine bagh kalir
(Rider ve ark 2013).

IL-1PB, bagisiklik reaksiyonlarinin bir yiikselticisi olarak gérev yapar (Dinarello
2014). Oldukc¢a uzun bir siiredir, IL-1’in, akut inflamasyonlar1 ¢6zmek icin dogustan
gelen etkin bir sekilde baslatilmasi ve adaptif immiin yanitlarin sekillendirilmesi i¢in
gerekli oldugu genis capta kabul gérmiistiir (Garlanda ve Dinarello 2013). Bununla
birlikte, IL-1B'nin yararl bir bagisiklik diizenleyici olarak goriilmesi, inflamozomlarin
bilesenlerindeki fonksiyon kazanimi mutasyonlarinin, otoimmiin olarak katkida
bulunan ve otoinflamatuar hastaliklara neden olan asir1 IL-1P iiretimine yol agtigi

bulgusuyla zorlanmistir (Dinarello 2014, Cordero ve ark 2018). Ek olarak, kronik
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enflamasyon durumunda, siirekli IL-1, hem tiimor indiiksiyonunu hem de daha sonra
farkl1 mekanizmalarla tiimor yayilimini destekleyebilir (Garlanda ve Dinarello 2013)

Renal IRI'yi tedavi etmek icin dnemli bir hedef, toll benzeri reseptorler
(TLR'ler), ozellikle IRI'nin olusumundaki temel rolleri icin kapsamli bir sekilde
calisilmig olan TLR2 ve TLR4'tiir (Kezic ve ark 2017). Bu ¢alismada, Rhodobacter
sphaeroides'ten (LPS-RS) elde edilen lipopolisakkarit tarafindan antagonize edici toll
benzeri reseptdrlerin (TLR'ler) etkilerinin iskemi/reperflizyon hasar1 (IRI) iizerindeki
etkisi arastirilmistir. Mevcut arastirmanin sonuglari, LPS-RS'nin IRI grubuna kiyasla
interlokin-1pB, interlokin-6, tiimor nekroz faktorii o ve 8-izoprostan diizeylerini
azalttigini gosterdi. Her iki reseptoriin de renal IRI'de aktive oldugu ve nihayetinde
interlokin (IL)-1pB, IL-6 ve tiimor nekroz faktérii (TNF)-o gibi farkli proinflamatuar
sitokinlerin salinmasina katildig1 belgelenmistir (Aal-Aaboda ve ark 2021).

Baska bir ¢alismada, p-kumarik asidin (CA) iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1
tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Bu ¢alismada tiimor nekroz faktorii- ve interlokin-1
'nin renal ekspresyonu belirlenmistir. Arastirmadan elde edilen veriler, p-kumarik
asidin Cr, BUN, IL-1B , TNF-a ve MDA seviyelerini azaltarak ve antioksidan enzim
aktivitelerini artirarak bobregi iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkiye
sahip oldugunu gostermektedir (Godarzi ve ark 2020).

Wistar siganlari {izerinde gergeklestirilen bir arastirma da Juglans mollis (JM)
metanolik 6ziitii kullanilarak I/R hasarindaki etkisi arastirilmistir. I/R sicanlari, iic
proinflamatuar sitokin IL-1f, IL-6 ve TNF-a'nin yiiksek serum diizeylerine sahipken,
JM + I/R siganlar1 I/R si¢anlarina kiyasla, bu ti¢ sitokinin énemli 6l¢iide daha diisiik
diizeylerine sahipti. Sonug¢ olarak JM’nin IR hasarina kars1 bobrek dokusu iizerinde
yararl etkiler gosterdigi ve bu etkinin de proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p gibi)
tiretiminde azalma ve oksidatif stres belirteclerinden kaynakli olabilecegi
varsayilmaktadir (Perez-Meseguer ve ark 2019).

Propofolun etkisinin incelendigi bir arastirmada ise si¢anlar, 24 saat boyunca
propofol (5 veya 10 mg/kg) ile veya bunlar olmadan I/R'ye tabi tutulmustur. Bu
arastirmada IR den 24 saat sonra IL-1f seviyelerinin yiikseldigi ancak 5 ve 10 mg/kg

propofol ile tedavisi IL-1p seviyelerinin diistiigli gézlemlenmistir (Liu ve ark 2021).
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1.7. Flavonoidler ve Naringin

Drynariae Rhizoma, Giiney Cin'de yaygin olarak dagitilan yaygin bir bitkidir
(Pharmacopoeia 2015). Total Drynariae Rhizoma flavonoidler, agirliklt olarak
flavonoidleri igeren ve Cin Farmakopesi kalite kontrol standardina dayali olarak
hazirlanan klasik bir Cin bitkisel ilacidir (Cao ve ark 2017). Total Drynariae Rhizoma
flavonoidleri klinikte bobrekleri beslemek, kemikleri giiclendirmek, yaralanmalari
iyilestirmek ve agrilar1 gidermek icin kullanilmistir (Zhang ve ark 2017). Calismalar,
Drynariae Rhizoma'dan (TFDR) elde edilen total flavonoidlerin kirik iyilesmesini
destekleyebilecegini ve mekanizmanin temel olarak kan dolagimini iyilestirerek, kan
akis1 anormalliklerini hafifleterek ve kan pihtilarin1 6nleyerek tanimlandigini ortaya
koymustur (Liu ve ark 2015). Drynariae Rhizoma, geleneksel Cin tibbinin temel teorisi
perspektifinden Alzheimer hastaliginin tedavisi ile tutarli olan, bobregi canlandirmak
ve kemikleri giiclendirmek icin klasik bir Cin tibbidir ve modern farmakoloji, ana
bileseni flavonoidler olan Drynaria fortunei'nin 6grenmeyi ve hafizay1 gelistirme

islevine sahip oldugunu gostermektedir (Song ve ark 2016, Wang ve ark 2016).

Naringin, TFDR'de en bol bulunan flavonoidler olarak tiim dokularda genis bir
dagilim gosterir ve az bir miktar1 da kan-beyin bariyerini gecer. Diger dokularla
karsilastirildiginda, siganlarin kalbinde ve beyninde daha az dagilmistir. Doku-plazma
AUC oram1 (T/P orani), ilacin maksimum miktarinin bagirsak ve karacigerde
bulundugunu; bu bulgu, ilag oral yoldan verildiginde ve karaciger ve bagirsakta major
ilk ge¢is metabolizmasina sahip oldugunda bekleniyordu (Tsai 2002, Xie ve ark 2005).
Ancak yagh sicanlarda daha ¢ok mide, bagirsak ve yumurtaliklara dagilmistir. Bu
sonug, hipotalamus-hipofiz-yumurtalik ekseni araciligiyla beyin omurilik sisteminin
otonom sinir disfonksiyonunu diizenleyebilecegini ve bdylece Alzheimer hastaliginda
azaltict rol oynayabilecegini gostermistir, ancak daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir

(Liu ve ark 2018).

Naringenin-7-O-neohesperidoside olarak da bilinen naringin, narenciye
meyvelerinde yaygin olarak bulunan bir diyet flavonoid glikozittir (Singh ve ark
2020). Antioksidasyon, anti-inflamasyon ve anti-apoptozisin ¢oklu biyoaktivitelerini
uyguladigi belgelenmistir (Chen ve ark 2016). Bir dizi preklinik ¢alisma ve klinik
deneme, naringinin ndrodejenerasyonu, metabolik sendromu, kardiyovaskiiler

bozukluklar1 ve solunum hastaliklarini hafifletmedeki faydalarini daha da gostermistir
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(Ahmed ve ark 2019, Raja Kumar ve ark 2019, Heidary Moghaddam ve ark 2020,
Zeng ve ark 2020). Aslinda, naringin, diyet takviyelerinin {iretiminde tipik bir

fitofarmasdtik olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir (Salehi ve ark 2019).

Metabolik ve bosaltim 6zellikleri, diyet fitokimyasallarinin in vivo davranisini
ve etki mekanizmasini anlamak i¢in yararhidir (Cassidy ve Minihane 2017). Olumlu
biyoaktiviteleri sayesinde, naringin ¢ok sayida metabolizma ve bosaltim ¢alismasina
dahil olmustur (Xiong ve ark 2014, Orrego-Lagaron ve ark 2015, Joshi ve ark 2018,
Bai ve ark 2020). Onceki ¢alismalarda, sicanlarda naringinin absorpsiyonu, doku
dagilimi, metabolizmasi ve bosaltimi1 detayli olarak arastirilmistir (Liu ve ark 2012,
Zeng ve ark 2019, Zeng ve ark 2020). Sonug olarak naringinin kapsamli bir sekilde
naringenine hidrolize oldugu ve siganin idrarinda ve plazmada gozlemlenemedigi
bulunmustur. Naringenin, apigenin, eriodictyol ve hesperetin glukuronidleri ve
siilfatlari, sican idrarinda naringinin birincil metabolitleri olarak belirlenmistir (Zeng
ve ark 2019). Naringinin metabolik 06zellikleri acik olmasina ragmen, Onceki
calismalarda orijinal metabolitlerinin atilimina iliskin bilginin azligindan dolay1
glukuronidaz ve/veya siilfatazdan sonra elde edilen serbest naringin ve naringenin
tizerine odaklanmistir. Gergekte naringinden tiretilen orijinal metabolitler hakkinda su
ana kadar az veri olsa da naringin bitki gidalarinda yaygin olarak bulundugu g6z 6niine
alindiginda, ¢coklu metabolitlerin atilimini izlemek i¢in uygun bir yontem gelistirmek
miimkiindiir. Ayrica bu yontem bize diger flavonoidlerin atilimi hakkinda kaynak

saglayacaktir (Zeng ve ark 2022).

Bir ¢alismada 40 Sprague Dawley ratina tek basina ya da kombine bir sekilde
naringin ve trimetazidin verilmis ve baroreseptor duyarliligi ve NTS (Nukleus Traktus
Solitarius) elektriksel aktivitesi gozlemlenmistir. Sonug olarak I/R hasari ile azalmis
baroreseptor duyarliligt ve azalmig NTS elektriksel aktivitesi arasinda bir iliski

olduguna varilmigtir (Amini ve ark 2021).

40 erkek Sprague-Dawley sicaninin kullanildigi bir ¢alismada IR hasarinda
naringin (NAR), trimetazidin (TMZ) ve bunlarin kombinasyonunun bdbrekte Nrf-2
ekspresyonuna ve miyokardiyal hasar iizerine etkisi arastirilmistir. Bu caligmada
sicanlarin bobrek dokulart H/E boyamasi kullanilarak incelenmis ve tiibiillerde nekroz
ve kanama goriilmiistiir. Ancak NAR ve TMZ’nin birlikte kullanildig1 tedavide bu
belirtiler azalmistir. Siganlarda bu iki ilag farkli dozlarda [TMZ (5 mg/kg), NAR (100
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mg/kg] uygulanarak oksidan ve antioksidan sistem aktiviteleri incelenmistir. Sonug
olarak NAR, TMZ ya da bunlarin birlikte tedavisi antioksidan aktive yoluyla IR
hasarin1 takiben bobrek dokusunda Nrf-2 ekspresyonunu azaltabilecegi bulunmustur

(Amini ve ark 2019).

1.8. Iskemi-Reperfiizyon ve Doku Hasar1

Histolojik goriintiilemede IR hasarla tiibiiler hiicrelerde ve glomertilde
bozulma degisiklikler gériilmiistiir. Iskemi reperfiizyon uygulanan ¢alismada ameliyat

Oncesi ve sonrasi plazma kreatinin seviyesi Ol¢lilmiis ve %91 artis bulunmustur

(Nielsen ve ark 2017).

34 fare lizerinde yapilan ¢caligmada Bobrek korteksi histolojik goriintiilemesi
yapilan ¢alismada hematoksilin ve eozin ile yapilan renklendirmede IR grubunun
proksimal ve distal tiibiiliinde sislik, llimeninde ¢okiintii, intertiibiiler alanda artis
gozlemlenmis. Periyodik asit-Schiff (PAS) ile boyama yapilan goriintiilemede
proksimal tiibiil epitelinin fircams1 kenarlarinda o6nemli diizeyde kiigiilme

gozlemlenmistir (Chihanga ve ark 2018).

Sham grubunun normal doku, glomeriil, proksimal tiibiil, toplama kanallar1
goriintiilenmistir. Renal IR hasari sonucu nekroz, genis hemoraji, korteks ve
medullada sikigiklik, korteksteki glomeriilde biliziigme goriintiilenmistir. Naringin
veya trimetazin uygulanan gruplarda nekroz, hemoraji, sikisiklik (kan birikmesi)
azalmas1 goriintiilenmistir. Naringin ve trimetazin birlikte uygulanan grupta farklilik

daha az diizeyde bulunmustur (Amini ve ark 2019).

48 yetiskin erkek sicanin kullamildigi bir c¢alismada ise postoperatif
intraperitoneal adezyonlar1 6nlemek adina naringinin (NG) koruyucu ve onleyici bir
etkiye sahip olup olamayacagi incelenmistir. Yiiksek doz (80mg/kg) NG alan sican
grubunda intraperitoneal adhezyon olusumunda belirgin azalmalar olurken aymni
zamanda fibroblast olusumu, kollajen birikimi, oksidatif stres de azalmistir. Bu
arastirmadan elde edilen bulgular naringinin postoperatif intraperitoneal adezyonun

onlenmesinde bir potansiyel ila¢ olabilecegi sonucuna varabiliriz (Shi ve ark 2022).

Sprague Dawley (SD) ratlarinin kullanildig: bir ¢caligsmada naringinin oksidatif

stres, apoptoz ve intervertebral disk iizerine etkileri ve mekanizmalar1 agiklanmaya
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calisilmigtir. Diigiik konsantrasyonlu (100 mg/kg) ve yiiksek konsantrasyonlu (200
mg/kg) naringin tedavisi annulus fibrozusun gerilmesine bagli apoptozu, oksidatif
stresi, [IVDD derecesini azaltmis ve antioksidan aktiviteyi baskilamistir. Naringin
IVDD derecesini azaltmastyla dejeneratif disk hastaliginin 6nlemesinde terapétik bir

ilag olabilecegi sonucuna varilmistir (Zhang ve ark 2022).

Histolojik bir goriintiilemede IR hasarindan sonra bobreklerin proximal
tiibiillerinde tiibiiler dilatasyon, firgcamsi kenarin kaybi ve buna bagli olarak akut

tiibiiler hasar gozlenmistir (Liu ve ark 2019).

Baska bir ¢alismada ise HE boyamasi yapilan bobrek dokularinda IR grubunda
renal interstisyel kanama, inflamatuar hiicrede sislik, degisen derecelerde 6dem ve

nekroz, renal proksimal tiibiillerde dokiilmeler gozlenmistir (Shan ve ark 2021).

Naringinin si¢canlarin renal korteksinde iireterin tek tarafli tikanmasinin neden
oldugu renal interstisyel fibroz {lizerindeki etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada farkli
dozlarda naringin (20, 40 ve 80 mg/kg) HE (Hematoksilen ve eozin) boyamasi
kullanilarak degerlendirilmis ve tikaniklik olan grupta tiibiillerin dilate, atrofiye ve
nekroza ugradig1 goriilmiistiir. Naringin ile tedavi edilen grupta renal tiibiillerin dilate

olmasi veya atrofisi diizelmistir (Wang ve ark 2021).

Naringinin kardiyak I/R iizerine etkisinin arastirildig1 bir galismada TUNEL
pozitif hiicre sayisinin, parcali kaspaz-3 seviyelerinin arttig1 ve HE boyamasinda IR
grubunun bulundugu dokularda nekroz ve kanamanin oldugu ancak naringin ile

tedaviden sonra bu etkilerin azaldig1 goriilmiistiir (Li ve ark 2021).

Mevcut literatiirler dikkate alinarak bu c¢alismada sicanlarda tek tarafli
nefrektomi ve I/R uygulamasinin HIF-1 «, IL1P ve kaspaz 3 diizeyleri ile bobrek

histoloji tizerine olan etkisi arastirilmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma igin Selguk Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi ve Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilen ve 2021-51 sayili Etik Kurul Onay1 alinmis olan
calismadaki 8-12 haftalik Wistar tipi 40 erkek si¢canin bobrek dokulart kullanilmigtir
(Etik Kurul No: 2022-2). Ratlar ¢alismadan 1 hafta 6ncesinden baslayarak standart bir
diyetle ve istenildigi kadar su ile beslenmistir. Ortam kosullarinin 12/12 saatlik
aydinlik karanlik dongiisii ve 22+2°C ortalama sicaklik degerleri saglanmstir.
Ratlarda deneysel bobrek iskemi reperfiizyonu genel anestezi altinda ve tek tarafli

nefrektomi sonrasinda olusturulmustur. Deney gruplari su sekilde olusturulmustur:

1-Kontrol Grubu (n=6): Kontrol grubundaki ratlara cerrahi hi¢bir islem

uygulanmadi.

2-Sham Grubu (n=7): Sol bobrek nefrektomi yapildi. Sag bobrek lokalize edildi ve
serum c¢ozeltisi intraperitoneal olarak uygulandi. 24 saat sonrasinda ve 48 saat
sonrasinda da naringin ¢oziiciisii %10 DMSO, serum fizyolojik 1 ml intraperitoneal

olarak uygulandi.

3-Renal iskemi-Reperfiizyon Grubu (n=9): Sol bobreklerde nefrektomi sonrasinda
sag bobrekte 45 dakikalik iskemi sonrasinda 72 saatlik reperfiizyon uygulandi.
Reperfiizyonun hemen basinda, 24 saat sonrasinda ve 48 saat sonrasinda naringin

¢oziiclisi %10 DMSO, serum fizyolojik 1 ml intraperitoneal olarak uygulandi.

4-Renal Iskemi-Reperfiizyon + Naringin (50 mg/kg/giin) Grubu (n=9): Sol
bobreklerde nefrektomi sonrasinda sag bobrekte 45 dakikalik iskemi sonrasinda 72
saatlik reperfiizyon uygulandi. Naringin (50 mg/kg/giin) reperflizyonun hemen

basinda, 24 saat sonrasinda ve 48 saat sonrasinda intraperitoneal olarak uygulandi.

5- Renal Iskemi-Reperfiizyon + Naringin (100 mg/kg/giin) Grubu (n=9): Sol
bobreklerde nefrektomi sonrasinda sag bobrekte 45 dakikalik iskemi sonrasinda 72
saatlik reperfiizyon uygulandi. Naringin (100 mg/kg/giin) reperfiizyonun hemen

basinda, 24 saat sonrasinda ve 48 saat sonrasinda intraperitoneal olarak uygulandi.
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2.1. ELISA Analizleri

2.1.1. HIF -10 Analizi

Elabscience E-EL-R0513 katalog nolu ELISA kiti kullanildi. BMG
LABTECH (Almanya) marka ELISA cihazi ile okuma islemi yapildi. Bu ELISA kiti
Sandwich — ELISA prensibini kullanir. Bu kitteki mikro ELISA plakasi siganin HIF-
lo’sma 6zgll bir antikorla dnceden kaplanmistir. Numuneler mikro ELISA plaka
kuyularia eklendi ve ona 6zgii olan antikorla birlestirildi. Sican HIF-1a ve Avidin-
Horseradish Peroxidase (HRP)’e 6zgii bir saptama antikoru ard arda mikro plaka
kuyularina eklendi ve inkiibe edildi. Sadece HIF-1a, saptama antikoru ve HRP mavi
goriiniir fakat durdurma soliisyonunun eklenmesiyle renk saritya dondii. Optik
yogunluk (OD) 450 nm + 2 nm dalga boyunda 6lgiiliir. Sigan HIF-1a’s1 numunelerin
OD’sini standart egriyle karsilastirarak hesaplandi.

Test Prensibi asagidaki gibidir:

1)Kuyucuklara her diliisyonda 100 pL standart veya numune eklendi. 37°C’de
90 dakika inkiibe edilidi.

2)Hemen hemen her kuyuya 100 pL Biotinylated Detection Ab calisma
soliisyonu eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

3)Her kuyucuga 350 puL yikama tamponu eklendi. 1 dakika beklendikten sonra
3 kez aspire edilip yikandi.

4)Her kuyucuga 100 pL. HRP konjugat soliisyonu eklendi. 37°C’de 30 dakika

inkiibe edildi. Yine yikama tamponu ile bu sefer 5 kez aspire edilip yikandi.

5)Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. 37°C’de 15 dakika inkiibe
edildi.

6)Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

7) 450 nm’ye ayarlanmis Mikroplaka okuyucu ile her bir kuyunun OD’si

belirlendi.
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2.1.2. Kaspaz-3 Analizi

Elabscience E-EL-R0160 katalog nolu ELISA kiti kullanildi. BMG
LABTECH (Almanya) marka ELISA cihazi ile okuma islemi yapildi. Bu ELISA kiti
Sandwich — ELISA prensibini kullanir. Bu kitteki mikro ELISA plakasi siganin
kaspaz-3’iine 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Numuneler mikro ELISA plaka
kuyularina eklendi ve ona 6zgii olan antikorla birlestirildi. Sigan kaspaz-3 ve Avidin-
Horseradish Peroxidase (HRP)’e 6zgili bir saptama antikoru ard arda mikro plaka
kuyularina eklendi ve inkiibe edildi. Sadece kaspaz-3, saptama antikoru ve HRP mavi
goriinlir fakat durdurma soliisyonunun eklenmesiyle renk sariya dondii. Optik
yogunluk (OD) 450 nm + 2 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Sican kaspaz-3’ii numunelerin

OD’sini standart egriyle karsilagtirarak hesaplandi.
Test Prensibi asagidaki gibidir:

1)Kuyucuklara her diliisyonda 100 pL standart veya numune eklendi. 37°C’de
90 dakika inkiibe edilidi.

2)Hemen hemen her kuyuya 100 pL Biotinylated Detection Ab calisma
soliisyonu eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

3)Her kuyucuga 350 puL yikama tamponu eklendi. 1 dakika beklendikten sonra
3 kez aspire edilip yikandi.

4)Her kuyucuga 100 uL HRP konjugat soliisyonu eklendi. 37°C’de 30 dakika

inkiibe edildi. Yine yikama tamponu ile bu sefer 5 kez aspire edilip yikandi.

5)Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. 37°C’de 15 dakika inkiibe
edildi.

6)Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

7)450 nm’ye ayarlanmis Mikroplaka okuyucu ile her bir kuyunun OD’si
belirlendi.
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2.1.3. IL-1P Analizi

Elabscience E-EL-R0012 katalog nolu ELISA kiti kullamildi. BMG
LABTECH (Almanya) marka ELISA cihazi ile okuma islemi yapildi. Bu ELISA kiti
Sandwich — ELISA prensibini kullanir. Bu kitteki mikro ELISA plakast siganin IL-
1B’sma ozgl bir antikorla dnceden kaplanmistir. Numuneler mikro ELISA plaka
kuyularima eklendi ve ona 6zgii olan antikorla birlestirildi. Sican IL-1pB ve Avidin-
Horseradish Peroxidase (HRP)’e 6zgii bir saptama antikoru ard arda mikro plaka
kuyularma eklendi ve inkiibe edildi. Sadece IL-1p, saptama antikoru ve HRP mavi
goriinlir fakat durdurma soliisyonunun eklenmesiyle renk sariya dondii. Optik
yogunluk (OD) 450 nm + 2 nm dalga boyunda 6lgiiliir. Sigan IL-1B’s1 numunelerin
OD’sini standart egriyle karsilagtirarak hesaplandi.

Test Prensibi asagidaki gibidir:

I)Kuyucuklara her diliisyonda 100 pL standart veya numune eklendi. 37°C’de
90 dakika inkiibe edilidi.

2)Hemen hemen her kuyuya 100 pL Biotinylated Detection Ab calisma
soliisyonu eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

3)Her kuyucuga 350 pL yikama tamponu eklendi. 1 dakika beklendikten sonra
3 kez aspire edilip yikandi.

4)Her kuyucuga 100 pL HRP konjugat soliisyonu eklendi. 37°C’de 30 dakika

inkiibe edildi. Yine yikama tamponu ile bu sefer 5 kez aspire edilip yikandi.

5)Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. 37°C’de 15 dakika inkiibe
edildi.

6)Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

7)450 nm’ye ayarlanmis Mikroplaka okuyucu ile her bir kuyunun OD’si
belirlendi.
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2.2. Histolojk Degerlendirme

Dokular %10 formaldehit soliisyonu i¢inde, fiksatif/doku oran1 10/1 olacak
sekilde, 24 saat +4°C’de fikse edildi. Doku takibi i¢in akarsuda 1 gece yikandi. %50-
60-70-80-90’11ik alkollerde sirasityla 30’ar dk, %96’lik ve %100 liikk alkolde 45’er
dakika, alkol+ksilende (1/1) 20 dakika, 1. ksilende 1 saat, 2. ksilende 1,5 saat, 57°C
ksilent+parafinde (1/1) 20 dakika, 57°C parafinde de 15 dakika bekletildi. Parafine

gomiildii. Mikrotom ile Sum kalinliginda kesitler polilizinli lamlar tizerine alindi.

Hematoksilen-Eosin boyama yapildi. Doku preparatlar1 reperfiizyon igin 1
gece 57°C’de birakildi. 30’ar dakika 2 kez ksilende bekletildi. Azalan konsantrasyonda
alkol serilerinden gecirildi. Akan su altinda 5 dakika yikandi. 15 dk Harris
Hematoksilen boyasi ile boyandi. Akan su altinda 5 dakika yikandi. Asit alkole
batirilip ¢ikarildi. Akan su altinda 5 dakika yikandi. Eozin boyasi ile 2-3 dk boyandi.
Akan su altinda 5 dakika yikandi. Artan konsantrasyonlardaki alkol serilerinden
gecirildi. Doku iizerine 1 damla entellan damlatilarak lamel {izerine kapatildi.
Preparatlar Olympus BX51 Trinoculer mikroskopta incelenerek DP72 kamera ile 40x
biiylitmede goriintiiler kaydedildi. Histolojik hasar, grup dagilimina kor olarak ve
hayvan aragtirmalarinda bobrek dokusu hasart i¢in 6zel olarak tasarlanmis EGTI

skorlama sistemi kullanilarak degerlendirildi (Khalid ve ark 2016).
2.3. Istatistiksel Analizler

Bulgularin istatistiksel ag¢idan yorumlanmasi SPSS 22.0 bilgisayar paket
programi ile yapildi, biitlin parametrelerin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalari
belirlendi. Verilerin homojenliginin belirlenmesi amaciyla “Shapiro-Wilk” testi
yapildi. Verilerin normal dagiliminda gruplar arasindaki farkin tespitinde “Tek yonlii
varyans analizi (ANOVA)” testi, farkliliklarinin hangi gruptan kaynaklandiginin
belirlenmesi amaciyla ¢oklu karsilastirma testlerinden olan “Duncan” testi kullanildi.

P<0,05 diizeyindeki farkliliklar anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Korteks HIF-1a Degerleri

Bobrek korteks HIF-la degerleri Cizelge 1°de verilmistir. Gruplar arasi
karsilastirma yapildiginda en diisiik deger I/R grubunda goriiliirken diger gruplar
arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaistir. Boylece I/R’ye bagli olarak azalmis olan
HIF-1a seviyelerinin Nar 50 ve NAR 100 uygulamasi ile tekrar kontrol degerlerine
yaklastig1 belirlenmistir (P<0.001, Cizelge 1).

Cizelge 1: Deney Gruplarimin Korteks HIF-1a Degerleri

Gruplar Korteks HIF-1a
(ng/g doku)

Kontrol Grubu 6.34+2.17 b
Sham Grubu 6.51+1.14 b
Iskemi Reperfiizyon (IR) Grubu 1.66+1.18 a
Naringin (50 mg/kg/giin) + IR Grubu | 3.12+1.85 b
Naringin (100 mg/kg/giin) + IR 271+1.28 ¢
Grubu

*Siitunlardaki farkli harfler istatistik Snemi gdstermektedir. Iskemi Reperfiizyon

Korteks HIF-1a seviyelerini onemli sekilde baskilamistir (P<0.001).

3.2. Korteks ve Medulla Kaspaz-3 Degerleri

Bobrek korteks ve medulla dokusundaki kaspaz 3 seviyeleri incelendiginde her
iki dokuda da en yiiksek degerler I/R gruplarinda goriilmiistiir. Artan kaspaz seviyeleri
her iki dozdaki naringin uygulamasi ile azalirken azalma oran1 bobrek medullasinda
daha belirgin olarak ortaya ¢ikmistir (P<0.001, Cizelge 2). Boylece her iki dokuda da

iskemi-reperflizyonla artan kaspaz degerleri onemli sekilde azalma gdstermistir.
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Cizelge 2: Deney Gruplarimin Korteks ve Medulla Kaspaz-3 Degerleri

Gruplar Korteks Kaspaz-3 Medulla Kaspaz-3
(ng/g doku) (ng/g doku)

Kontrol Grubu 94.45 £30.08 ¢ 112.77+£26.32 b
Sham Grubu 102.46 £41.14 ¢ 124.50 £ 13.09 b
Iskemi Reperfiizyon(IR) Grubu 162.94 + 42.98 a 22520+ 11.28 a
Naringin (50 mg/kg/giin) + IR Grubu | 144.20 = 47.88 bc 84.99 +30.06 ¢
Naringin (100 mg/kg/giin) + IR 102.74 £54.02 ¢ 89.92 £28.79 ¢
Grubu

*Siitunlardaki farkli harfler istatistik dnemi gostermektedir. Iskemi Reperfiizyon

korteks ve medullada kazpaz-3 seviyelerini dnemli sekilde artirmistir (P<0.001).

3.3. Korteks ve Medulla IL-1p Degerleri

Bobrek dokusu medulla ve korteks bolgelerindeki IL-1p seviyeleri
incelendiginde bu parametrenin her iki bobrek dokusunda da iskemi-reperfiizyonla
birlikte ¢ok onemli sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir. Ancak 50 ve 100 mg
dozlarinda yapilan naringin takviyesinin artan IL-1f oranlarin1 nemli sekilde azalttig
belirlenmistir. Hatta bobrek medulla dokusundaki IL-1B 100 mg doz uygulamasi ile
en diisiik degerlerin elde edilmesini saglamistir (P<0.001; Cizelge 3).

Cizelge 3: Deney Gruplarinin Korteks ve Medulla IL-1p Degerleri

Gruplar Korteks IL-13 Medulla IL-13

(ng/g doku) (ng/g doku)
Kontrol Grubu 947+426 b 7.45+420 b
Sham Grubu 9.44+356 b 741 +£3.99b
Iskemi Reperfiizyon(IR) Grubu 15.46+4.21 a 1899+5.70 a
Naringin (50 mg/kg/giin) + IR Grubu | 9.99+3.97b 393+£1.27¢
Naringin (100 mg/kg/giin) + IR 5.88+2.38¢c 375+ 1.12¢
Grubu

*Siitunlardaki farkl1 harfler istatistik onemi gdstermektedir. iskemi Reperfiizyon

korteks ve medullada IL-1p seviyelerini 6nemli sekilde artirmistir (P<0.001).
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3.4. HE Boyama Sonuglari

Cizelge 4: Deney Gruplarinin Bobrek Dokusu HE Boyama Skorlar:

Gruplar HE Boyama
Kontrol Grubu 0.00+0.00 ¢
Sham Grubu 0.00+0.00 ¢
Iskemi Reperfiizyon(IR) Grubu 7.50+1.22a
Naringin (50 mg/kg/giin) + IR Grubu | 5.33+1.50b
Naringin (100 mg/kg/giin) + IR 550+ 1.04b
Grubu

*Siitunlardaki farkli harfler istatistik 6nemi gdstermektedir. Iskemi Reperfiizyon
bobrek dokusunda yapisal bozulmaya neden olurken Nar 50 ve 100 uygulamasi

olusan hasar1 belirli oranda iyilestirmistir (P<0.001).

Tiim gruplarin skorlamalar1 tabloda gosterilmistir. Kontrol ve sham gruplari,
renal korteksin normal histolojik gorlinlimiine sahipti. Tiibiiler hiicrelerin firca
sinirlarinin  saglam oldugu ve bazal membranda kalinlasma olmadigi goriildii.
Enflamasyon veya nekroz mevcut degildi (Tiibiiler skor 0). Endotel hiicrelerinde sisme
veya bozulma yoktu (Endotel skoru 0). Ince diizgiin duvarli Bowman kapsiilii ve
retraksiyonu olmayan saglam glomeruluslar gozlemlendi (Glomeruler skor 0).

Interstisyel dokuda hasar gériilmedi (Interstisyel skor 0).

Iskemi Reperfiizyon grubunda, genel olarak tiibiiler hiicrelerin %25'inden
fazlasinda, nekroz bulgulari1 olmaksizin fir¢a kenarda kayip ve tiibiiler hiicrelerin bazal
membraninda kalinlagma go6zlemlenmistir (ortalama tiibiiler skor 2). Endotelyal
hiicrelerde kayip gozlenmedi ancak bozulmalar ve endotel sismesi mevcuttu (ortalama
endotel skoru 2). Preparatlarin cogunda Bowman kapsiiliinde kalinlasma ve glomeriil
korpiiskiiliiniin retraksiyonu mevcuttur (ortalama glomeruler skor 2). Interstisyel
kompartmanda: nekroz, inflamasyonu ve kanama goriilmektedir (ortalama interstisyel

skor 3).

N-50 grubunda, fircams1 kenarda kayip ve tiibiiler hiicrelerin bazal
membraninda kalinlagsma goriildii (ortalama tiibiiler skor 2). Endotelyal hiicrelerde
kayip veya bozulmalar olmamakla birlikte endotel sismesi gozlemlendi (ortalama

endotel skoru 1). Preparatlarin ¢cogunda Bowman kapsiiliinde kalinlasma mevcuttu
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(ortalama glomeruler skor 1). Interstisyel kompartmanda: inflamasyonu ve kanama
bulunmakla birlikte bu bulgular dokunun %25'inden daha azinda goriildii (ortalama

interstisyel skor 1).

N-100 grubunda, bulgular biiyiik oranda N-50 grubuyla benzerlik gosteriyordu.
Firgamsi kenarda kayip ve tiibiiler hiicrelerin bazal membraninda kalinlagma (ortalama
tiibiiler skor 2) ile endotel hiicrelerinde sisme gozlemlendi (ortalama endotel skoru 1).
Preparatlarin ¢ogunda Bowman kapsiiliinde kalinlagma mevcuttu, ayrica bazi
preparatlarda glomeriil korpiiskiiliinde retraksiyon gézlemlendi (ortalama glomeruler
skor 2). Interstisyel kompartmanda: inflamasyonu ve kanama bulunmakla birlikte bu

bulgular dokunun %25'inden daha azinda goriildii (ortalama interstisyel skor 1).

Skorlamalar dikkate almdiginda IR grubunda iskemi reperfiizyon hasarina
baglh olarak dokuda belirgin bozulmalar meydana gelirken ¢alisma gruplarinda
morfolojinin bir miktar daha korundugu goézlemlendi. Ancak farkli dozlar arasinda

belirgin bir fark tespit edilemedi.
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Sekil 3.4. Sekil a-b’de kontrol grubunda ve c-d’de sham grubunda normal renal
histoloji gdzlenmektedir. Sekil e-f’de IR grubundaki doku hasar1 gériilmektedir. Sekil
e’de bowman kapsiiliinde kalinlagsma (siyah ok), Glomeriiler korpiiskiilde retraksiyon
(*) gosterilmistir. Sekil f’de tiibiillerde fircams1 kenar kaybi (mavi ok) ve interstisyel
dokuda infiltrasyon (kirmizi ok) gosterilmistir. Sekil g-h’de N-50 grubundaki doku
hasar1 goriilmektedir. Sekil g’de nispeten korunmus glomeriil goriilmektedir. Sekil
h’de tiibiillerde fircams1 kenar kayb1 (mavi ok) gosterilmistir. Interstisyel dokuda
infiltrasyon goriilmemektedir. Sekil i-j’de N-100 grubundaki doku hasari
goriilmektedir. Sekil i’de Glomeriiler korpiiskiilde retraksiyon (*) gosterilmistir. Sekil
j’de tiibiillerde firgams1 kenar kaybi (mavi ok) gdsterilmistir. Interstisyel dokuda

infiltrasyon goriilmemektedir.
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4. TARTISMA

Calismamizdan elde edilen bulgulara genel olarak bakildiginda siganlarda tek
tarafli nefrektomiyi takiben yapilan bobrek-iskemi reperfiizyonu sonucu bobrek
dokusunda HIF-1a seviyeleri belirgin sekilde baskilanirken, IL-1B ve kaspaz-3
seviyeleri onemli sekilde artmis ancak uygulanan tedavi olusan degisiklikleri tekrar
belirgin sekilde diizeltmistir. Ayn1 zamanda I/R sonucu bobrek dokusunda meydana
gelen histopatolojik degisimlerde ayni tedavi ile ilgili dokuda iyilesmelere yol
acmistir.

Arastirmamizda ilk incelenen parametre HIF-1a’dir. HIF-1la hipoksiye kars
dokunun hiicresel adaptasyonundaki rolii nedeniyle 6nemli bir transkripsiyon
faktoriidiir. HIF-1o, temel bir heterodimerik sarmal-dongii-sarmal transkripsiyon
faktoriidiir. Hipoksi, fizyolojik HIF-1la ekspresyonunun ana diizenleme faktoriidiir.
Ayrica, HIF-loa asirn aktivasyonunun diger bazi mekanizmalar tarafindan da
uyarilabilecegine dikkat etmek onemlidir (Wang ve ark 2011, 2014). Bobrek hasari
sirasinda degisen HIF-1a'nin sadece hipoksi adaptasyonuna aracilik etmekle kalmayip,
ayn1 zamanda profibrotik degisikliklere katilan inflamasyon, epitelyal-mezenkimal
gecis (EMT) ve hiicre dist matriks (ECM) birikimi ile iligkili olduguda rapor edilmistir
(Agarwal ve Nick 2000, Warnecke ve ark 2004, Schietke ve ark 2010, Moore ve
Bellomo 2011). HIF'lerin etkileri hiicre tipine ve baglanmalariyla bagl olabilir. HIF-
20 ayrica renal fibrozis ¢aligmasi i¢in bir adaylikta olusturabilir (Li ve ark 2021, Pan
ve ark 2021). Bununla birlikte, HIF-3 daha az bilinmektedir. Diger ¢aligmalar, HIF-
3a'nin HIF-1'in hedef geni olarak hareket edebilecegini ve HIF-1 ve HIF-2'nin
aktivitesini negatif olarak diizenleyebilecegini gostermistir (Tanaka ve ark 2009).
Bizim calismamizda deneysel bobrek iskemisi sonucu bu parametre belirgin sekilde
baskilanmistir. Ancak 50 ve 100 mg/kg dozda naringin takviyesi (3 giin) bu degeri
tekrar ylikseltmistir.

Wang ve ark (2014) gerceklestirmis oldugu calismada HIF-la'nin bobrekte
kronik iskeminin neden oldugu asir1 aktivasyonunun, kronik bobrek hasarina aracilik
ettigi belirlenmistir (Wang ve ark 2014). Kimura ve ark. (2008) ise normal ve VHL
nakavt farelerde 5/6 nefrektomi gerceklestirerek, VHL'si silinmig farelerin tiibiiler
epitel hiicrelerinde HIF-1 ekspresyonunun stabil oldugunu ve interstisyel fibrozisin

onemli dlciide siddetlendigini tespit etmislerdir (Kimura ve ark 2008). Baumann ve
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ark (2016) podosit HIF-1a geninin nakavt edilmesinin glomeriiler tip 1 kollajen
birikimini ve glomeriilosklerozu onleyebilecegini bulmustur (Baumann ve ark 2016).

Kunming farelerinin kullanildig1 bir ¢alismada I/R sonrasit HIF-10/PROX-
I/LVYE-1 ekseni dinamik degisiklikleri gozlemlenmeye ¢alisilmis ve I/R sonrasi
tedavi asamasinda bobregin bazi dokularinda aktive oldugu bulunmustur. Bu
calismada fareler I/R’ye maruz birakilmis ve tedavi asamasinda degisiklikler tespit
edilmistir. HIF-1a’nin bébregin proksimal tiibiilllerinde eksprese oldugu ve I/R den
sonra PROX-1 ile birlikte bu bolgelerde lokalize oldugu bulunmustur. Sonug olarak
HIF-1a ekspresyonunun I/R sonrasi tiibiiler hiicre 6liimiinde koruyucu bir role sahip
oldugu bulunmustur (Meng 2018).

Hem wistar ratlarinin hem de Tgr 5 geni silinmis farelerin kullanildig1 bir
calismada IR den sonra Tgr5 nakavt farelerinin vahsi tip fareler kiyasla daha fazla
AQP2 ve HIF-la protein miktarin1 azalttigi, Nf-Kb p65 ve IL-1p protein miktarini
artirdigi bulunmustur. LCA ve TGRS aktivasyonunun HIF-1a sinyal yolunu aktive
ederek IR hasari olan hayvanlarda AQP2 seviyesini azalttig1 gosterilmistir (Han ve ark
2021). Wistar ratlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada ise renal doku HIF-1a seviyesi
sham grubuna kiyasla IR grubunda artig gostermistir (Cienfuegos-Pecina ve ark 2020).

Ancak Yan ve ark. (2021) gergeklestirdigi bir calismada spermidin
takviyesinin iskemi-reperfiizyonda HIF-1 seviyelerini artirarak bdbrek renal
tubiillerindeki apoptozisi baskilamak suretiyle bobrekte koruyucu etki gosterdigi
belirlenmistir. Benzer sekilde Li ve ark. (2020) yapmis oldugu bir arastirmada da
dexmedetomidine takviyesinin iskemi-reperfiizyona maruz kalan bobrek dokusunda
HIF-1 seviyelerini artirarak PI3K/Akt araciligyla olusan inflamasyonu baskiladigini
tespit etmislerdir. Sodium (S)-2-hydroxyglutarate da iskemi reperfiizyonda olusan
hasar1 HIF seviyelerini stabilize etmek suretiyle baskilamistir (Eduardo Cienfuegos-

Pecina ve ark 2020).

Ozellikle hipoksi ile indiiklenebilir faktdriin (HIF) (HIF-1, 2, 3 dahil) bébrek
hastaliginda aktive oldugu ve hipoksiye kars1 koruyucu yanitta nemli bir rol oynadigi
gosterilmigtir. Bobrek hastaliklarinda HIF-1a'nin kritik 6zelligi koruyucudur (Huixia
Liu ve ark 2022). Yine Barakat ve ark’nin (2022) ¢calismasinda da HIF-1 diizeylerinin
up-regiile edilmesinin bobrekte olusan yapisal hasar ve fonksiyonel yetmezlige karsi

koruyucu etkilere sahip oldugu belirlenmistir.
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Yukaridaki ¢aligmalara bakildiginda bazi arastirmalarda iskemi-reperfiizyon
sonucu HIF-1 seviyelerinin artt181 rapor edilse de genel olarak bu parametrenin I/R ile
baskilandig1 ve bu baskilanmanin 6nlenmesi ve HIF-1 seviyelerinin normallesmesi ile
bobrek dokusunda olusan hasarin diizeldigi goriilmektedir. Aragtirmamizda iskemi-
repezfiizyon ile baskilanmis olan bobrek korteks dokusu HIF-1a seviyeleri naringin
takviyesi ile diizelmistir. Daha 6nce naringin ve bobrek I/R’da dogrudan HIF-1a ile
iliskisini arastiran bir g¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak naringenin etkisinin
incelendigi arastirmalarda genel olarak lipid peroksidasyon ve yangisal siirecleri
baskilayarak bu dokuda iyilesme sagladiginin gosterilmis olmasi bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Gergeklestirmis oldugumuz deneysel calismada bobrek korteks ve medulla
dokusunda apoptotik yolaklar énemli bir artisa neden olan kaspaz-3 seviyeleri de
incelenerek bu parametrenin uyguladigimiz deneysel model ve yaptigimiz tedaviden
nasil etkilendigini inceledik. Apoptotik parametre olan kaspaz-3 seviyeleri iskemi
reperfiizyon sonucu her iki dokuda da 6nemli sekilde artarken Nar 50 ve NAR 100

uygulamas artan kaspaz 3 aktivitesini belirgin sekilde baskilamistir.

Daha 6nce yapilan arastirmalarda farkli flavonol/flavonoid tiirlerinin deneysel borek
iskemi-reperfiizyon modellerinde apoptozise olan etkileri incelenmistir. Bobrek
iskemi/reperfiizyonun da naringenin etkisinin incelendigi bir arastirmada 50 mg/kg
dozda 3 giinlik gavaj yoluyla uygulamanin kaspaz-3 seviyelerini énemli sekilde
baskiladig1 rapor edilmistir (Banghua Zhang ve ark. 2022).
Baska bir flavonoid olan quarsetinin yine 50 mg/kg dozda uygulamasi da kaspaz-3
igerigi ve aktivitesinde 6dnemli bir baskilanmaya yol agmistir (Shaimaa S El-Sayed ve
ar. 2021). Anisodamine iskemi reperfiizyonla olan renal yaralanmay1 kaspaz-3 dahil
antiapoptik ajanlar1 baskilayarak onlemistir (Shu Zhang ve ark. 2021).

Wang ve ark (2020) gerceklestirdigi calismada {iziim ¢ekirdegi proantosianin
B2 6n tedavisinin Nrf-2 ve HO-1 ekspressiyonu up-regule ve cleaved-caspase-3’ii ise
down regiile ederek tubiiler hiicre hasarini 6nemli sekilde baskiladig tespit edilmistir.
Hesperidin tedavisi de renal iskemi-reperfiizyon hasarinin azaltilmasinda kaspaz-3
aktivitesinin azaltilmasiyla gergeklestigi belirlenmistir (Meng ve ark 2020). Luteolin
on tedavisi Bcl-2 kaspaz-3 tanimlanmasini 6nemli sekilde baskilayarak renal hastalikta

inflamamsyon ve apoptozisi onlemistir (Yan Liu ve ark 2017).
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Arastirmamiza benzer sekilde yapilan bir aragtirmada naringin ve trimetazidin
tek basma ve kombine tedavisinin kaspaz-3 oranini 6nemli sekilde baskiladigi
goriilmiistiir (Negin Amini ve ark. 2019). Konuyla ilgili yapilan bu ¢aligmada 45
dakikalik iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon gerceklestirmis ve naringin 100 mg/kg dozda
uygulanmistir. Gergeklestirmis oldugumuz calismada 30 dakikalik iskemi ve 72
saatlik reperfiizyon uygulamasi ve iki farkli dozda naringin takviyesi (50/100 mg/kg)
yapilmistir. Her iki dozdaki naringin takviyesi de 6zellikle bobrek medullasinda artmis
olan kaspaz-3 aktivitesini onemli sekilde baskilayarak kontrol degerlerinden bile daha
diisiik seviyelerin elde edilmesini saglamistir. Elde etmis oldugumuz naringin
takviyesi ile baskilanmig kaspaz-3 aktivitesi dolayisiyla azalmis apoptozis yukarida
farkl1 ¢alismalardan elde edilen degisik flavonoid tiirlerinin antiapoptotik etkisiyle
ortaya konulmus olan bulgulara benzer sonuglarin elde edilmesini saglamistir.

Calismamizda incelemis oldugumuz parametrelerden bir digeri de IL-1f idi.
Bu madde iskemi reperflizyona bagli olarak belirgin sekilde arterken NAR 50 ve 100
uygulamasi artan bu sitokin seviyelerini belirgin sekilde baskilamistir.

IL-1pB, inflamatuar sinyallere yanit olarak ¢ok sayida farkli immiin ve immiin
olmayan hiicre tipi tarafindan hizla iiretilir ve salinir (Dinarello 2014). Bunun aksine,
IL-1a immiin olmayan birgok hiicre tipinde yapisal olarak eksprese edilir, ancak esas
olarak sitozolde kalir veya hiicre nekrozu durumunda salinan hiicre yiizeyine bagh
kalir (Rider ve ark 2013).

Renal IRI'yi tedavi etmek icin 6nemli bir hedef, toll benzeri reseptorler
(TLR'ler), ozellikle IRI'nin olusumundaki temel rolleri i¢in kapsamli bir sekilde
calisilmis olan TLR2 ve TLR4'tiir (Kezic ve ark 2017). Bu ¢alismada, Rhodobacter
sphaeroides'ten (LPS-RS) elde edilen lipopolisakkarit tarafindan antagonize edici toll
benzeri reseptorlerin (TLR'ler) etkilerinin iskemi/reperfiizyon hasari (IRI) tizerindeki
etkisi arastirilmistir. Mevcut arastirmanin sonuglari, LPS-RS'nin IRI grubuna kiyasla
interlokin-1p, diizeylerini azalttigin1 gosterdi. Her iki reseptoriin de renal IRI'de aktive
oldugu ve nihayetinde interlokin (IL)-1B, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii (TNF)-o gibi
farkli proinflamatuar sitokinlerin salinmasina katildig1 belgelenmistir (Aal-Aaboda ve
ark 2021).

Baska bir ¢alismada, p-kumarik asidin (CA) iskemi reperfiizyon (I/R) hasari
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada tiimor nekroz faktorii- ve interlokin-1§3
'min renal ekspresyonu belirlenmistir. Arastirmadan elde edilen veriler, p-kumarik

asidin IL-1B, TNF-a antioksidan enzim aktivitelerini artirarak bobregi iskemi-
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reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermistir (Godarzi ve
ark 2020).

Wistar siganlari iizerinde gerceklestirilen bir arastirma da Juglans mollis (JM)
metanolik &ziitii kullamlarak I/R hasarindaki etkisi arastirilmistir. JM’nin IR hasarina
kars1 bobrek dokusu iizerinde yararl etkiler gosterdigi ve bu etkinin de proinflamatuar
sitokinlerin (IL-1 gibi) iiretiminde azalmadan kaynakli olabilecegi varsayilmaktadir
(Perez-Meseguer ve ark 2019).

Propofolun etkisinin incelendigi bir aragtirmada ise sicanlar, 24 saat boyunca
propofol (5 veya 10 mg/kg) ile veya bunlar olmadan I/R'ye tabi tutulmustur. Bu
aragtirmada IR den 24 saat sonra IL-1f seviyelerinin yiikseldigi ancak 5 ve 10 mg/kg

propofol ile tedavisi IL-1 seviyelerinin diistiigli gozlemlenmistir (Liu ve ark 2021).

Naringenin-7-O-neohesperidoside olarak da bilinen Naringin, narenciye
meyvelerinde yaygin olarak bulunan bir diyet flavonoid glikozittir (Singh ve ark
2020). Antioksidasyon, anti-inflamasyon ve anti-apoptozisin ¢oklu biyoaktivitelerini
uyguladigi belgelenmistir (Chen ve ark 2016). Bir dizi preklinik calisma ve klinik
deneme, naringinin ndrodejenerasyonu, metabolik sendromu, kardiyovaskiiler
bozukluklar1 ve solunum hastaliklarini hafifletmedeki faydalar1 gosterilmistir (Ahmed
ve ark 2019, Raja Kumar ve ark 2019, Heidary Moghaddam ve ark 2020, Zeng ve ark
2020). Aslinda, naringin, diyet takviyelerinin iiretiminde tipik bir fitofarmasotik olarak

giderek daha fazla kullanilmaktadir (Salehi ve ark 2019).

Bir ¢alismada 40 Sprague Dawley ratina tek basina ya da kombine bir sekilde
naringin ve trimetazidin verilmis ve baroreseptor duyarliligi ve NTS (Nukleus Traktus
Solitarius) elektriksel aktivitesi gozlemlenmistir. Sonug olarak I/R hasar1 ile azalmis
baroreseptér duyarliligi ve azalmig NTS elektriksel aktivitesi arasinda bir iliski

olduguna varilmistir (Amini ve ark 2021).

Gergeklestirilen baska bir aragtirmada ise 40 erkek Sprague-Dawley sicaninin
kullanildig1 bir calismada IR hasarinda naringin (NAR), trimetazidin (TMZ) ve
bunlarin kombinasyonunun bobrekte Nrf-2 ekspresyonuna ve miyokardiyal hasar
lizerine etkisi aragtirllmistir. Bu calismada sicanlarin bobrek dokulart tiibiillerinde
nekroz ve kanama goriilmiistiir. Ancak NAR ve TMZ nin birlikte kullanildig1 tedavide
bu belirtiler azalmistir. Siganlarda bu iki ilag farkli dozlarda [TMZ (5 mg/kg), NAR

(100 mg/kg] uygulanarak oksidan ve antioksidan sistem aktiviteleri incelenmistir.
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Sonug olarak NAR, TMZ ya da bunlarin birlikte tedavisi antioksidan aktive yoluyla
IR hasarim1 takiben bobrek dokusunda Nrf-2 ekspresyonunu azaltabilecegi

bulunmustur (Amini ve ark 2019).

Calismamizda I/R’ye bagli olarak artan IL-1 beta degerleri yukaridaki benzer
deneysel ¢alismalardan elde edilen verilerle benzerlik gdstermektedir. Ancak I/R
sonrasi tek basina NAR uygulamasi ile artan IL-1 beta seviyelerinin baskilanmasi
kullanilan tedavi dozunun olusan inflamatuvar durumu 6nemli sekilde baskiladigini

fostermektedir.

Deneysel arastirmamiz igerisinde ayni zamanda bobrek dokusundaki
histopatolojik degisimlerde incelenmistir. Elde edilen bulgular bobrek iskemi-
reperfiizyonuyla hiicre hasar skorunda 6nemli bir artig olurken her iki dozdaki naringin
takviyesinin histolojik bozulmay1 6nemli sekilde diizelttigini gostermistir.

Daha 6nce yapilan bir arastirmada IR hasarla tiibiiler hiicrelerde ve glomeriilde

bozulma degisiklikler goriilmiistiir (Nielsen ve ark 2017).

Baska bir deneysel arastirmada ise iskemi reperfiizyonun farelerde proksimal
ve distal tibiiliinde sislik, limeninde ¢okiintli, intertiibiiler alanda artis
gozlemlenmistir. Periyodik asit-Schiff (PAS) ile boyama yapilan goriintiilemede
proksimal tiibiil epitelinin firgams1 kenarlarinda 6nemli diizeyde kiiglilme goriilmiistiir

(Chihanga ve ark 2018).

Renal IR hasar1 sonucu nekroz, genis hemoraji, korteks ve medullada sikisiklik,
korteksteki glomeriilde biizlisme gorilintiilenmistir. Naringin veya trimetazin
uygulanan gruplarda nekroz, hemoraji, sikisiklik (kan birikmesi) azalmasi
goriintiilenmigtir. Naringin ve trimetazin birlikte uygulanan grupta farklilik daha az
diizeyde bulunmustur (Amini ve ark 2019). Bizm elde etmis oldugumuz histopatolojik

verilerde yukarida elde edilen bulgulara paralellik gostermektedir.

48 vyetiskin erkek siganin kullanildigi bir calismada ise postoperatif
intraperitoneal adezyonlar1 6nlemek adina naringinin (NG) koruyucu ve onleyici bir
etkiye sahip olup olamayacagi incelenmistir. Yiksek doz (80mg/kg) NG alan sican
grubunda intraperitoneal adhezyon olusumunda belirgin azalmalar olurken aym
zamanda fibroblast olusumu, kollajen birikimi, oksidatif stres de azalmistir. Bu
aragtirmadan elde edilen bulgular naringinin postoperatif intraperitoneal adezyonun

onlenmesinde bir potansiyel ila¢ olabilecegi sonucuna varilmistir (Shi ve ark 2022).
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Sprague Dawley (SD) ratlarinin kullanildig: bir ¢alismada naringinin oksidatif
stres, apoptoz ve intervertebral disk iizerine etkileri ve mekanizmalar1 agiklanmaya
calisilmigtir. Diisiik konsantrasyonlu (100 mg/kg) ve yiiksek konsantrasyonlu (200
mg/kg) naringin tedavisi annulus fibrozusun gerilmesine bagli apoptozu, oksidatif
stresi, IVDD derecesini azaltmig ve antioksidan aktiviteyi baskilamistir. Naringin
IVDD derecesini azaltmasiyla dejeneratif disk hastaliginin 6nlemesinde terapétik bir

ilag olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Zhang ve ark 2022).

Baska bir ¢calismada HE boyamasi yapilan bobrek dokularinda IR grubunda
renal interstisyel kanama, inflamatuar hiicrede sislik, degisen derecelerde 6dem ve
nekroz, renal proksimal tiibiillerde dokiilmeler gozlenmistir (Shan ve ark 2021).
Histolojik bir goriintiillemede IR hasarindan sonra bobreklerin proximal tiibiillerinde
tiibiiler dilatasyon, fircamsi kenarin kaybi1 ve buna bagl olarak akut tiibiiler hasar

gozlenmistir (Liu ve ark 2019).

Naringinin si¢anlarin renal korteksinde iireterin tek tarafli tikanmasinin neden
oldugu renal interstisyel fibroz lizerindeki etkisinin arastirildig1 bir ¢aligmada farkli
dozlarda naringin (20, 40 ve 80 mg/kg) kullanilarak degerlendirilmis ve tikaniklik olan
grupta tiibiillerin dilate, atrofiye ve nekroza ugradig goriilmiistiir. Naringin ile tedavi
edilen grupta renal tiibiillerin dilate olmas1 veya atrofisi diizelmistir (Wang ve ark

2021).

Naringinin kardiyak I/R iizerine etkisinin arastirildig1 bir galismada TUNEL
pozitif hiicre sayisinin, pargali kaspaz-3 seviyelerinin arttig1 ve HE boyamasinda IR
grubunun bulundugu dokularda nekroz ve kanamanin oldugu ancak naringin ile

tedaviden sonra bu etkilerin azaldig1 goriilmiistiir (Li ve ark 2021).

Bizim ¢alisgmamizda elde etmis oldugumuz naringin tedavisine bagli bobrek

histolojisindeki iyilesmeler yukarida elde edilen bulgularla benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismanin sonuglar1 sicanlarda deneysel borek iskemi reperfiizyonunda
apoptozis gostergesi olarak kaspaz-3 ve inflamatuvar gosterge olarak IL-1P seviyeleri
onemli bir sekilde artarken HIF-1a seviyelerinin 6nemli bir sekilde baskilandigini
gostermektedir. Deneysel bobrek iskemi reperfiizyonuna bagli olarak bobrek

dokusunda yapisal bozulma gergeklestigini ortaya koymustur.

Ancak bir flavonoid tiirii olan Naringinin iki farkli dozda (50/100 mg/kg)
uygulanmasmin dokudaki inflamasyonu ve apoptotik aktiviteyi Onemli sekilde

onledigi tespit edilmistir.

Gelecekte yapilacak olan calismalarda farkli deneysel I/R modellerinde ve
kullanilacak farkli dozlardaki uygulamalara bagl olarak mekanizmalarin daha detayli
sekilde ortaya konulmasinin konunun daha iyi bir sekilde anlasilmasini saglamis

olacaktir.
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