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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

RATLARDA OLEIK ASIDIN NEDEN OLDUGU AKUT AKCiGER HASARINI
TAKIBEN HiSPIDULININ AKUT BOBREK HASARI UZERINDEKiI KORUYUCU
ETKIiSi
Bahri AVCI
Danmisman: Prof. Dr. Hakan ASKIN

Amagc: Hispidulin (4',5,7-trihidroksi-6-metoksiflavon), Saussurea involucrata gibi bir¢ok
bitkiden farkli yontemler ile ekstrakte edilen dogal bir flavonoiddir. Mevcut ¢alisma, oleik
asit ile indiiklenen erkek Spraque Dawley ratlarda hispidulinin etkisinin antioksidan,
histopatolojik ve molekiiler olarak degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Yontem: Ratlar ii¢ gruba ayrildi. Grup A; Kontrol grubu, grup B; oleik asit grubu (k.v
enjeksiyonla uygulamasi) ve grup C; hispidulin + oleik asit kombine grup (k.v ve i.p
uygulama). Uygulama gruplar1 hayvanlarindan elde edilen bobrek dokusundan oksidatif stres
belirtecleri (MDA, SOD, CAT, MPO, GSH) degerlendirildi. Ayni dokular histopatolojik
incelemeye tabi tutuldu. Ayrica Oleik asidin nefrotoksik etkilerinden sorumlu molekiiler
yapiyl belirlemek amaciyla inflamasyon, apoptoz ve hiicresel metabolizma igin kritik
diizenleyicilerin gen ekspresyon seviyeleri real-time PCR ile arastirildi.

Bulgular: Rat bobrek dokularinda oleik asitin glutatyon (GSH) seviyesinde azalmaya ve
malondialdehit (MDA) ve Miyeloperoksidaz (MPO) seviyesinde ise artisa neden oldugu
gozlenmistir. Antioksidan sistem bilesenlerinden siiperoksit dismutazin (SOD), katalazin
(CAT), seviyelerinde diisiise sebep oldugu tespit edilmistir. Ek olarak bobrek hasar
biyobelirteci (Kim-1), inflamasyon genleri (11-6, Nf-KJ5), apoptotik gen (Casp3) ve hiicre dist
matrisin yenilenmesinde rol alan (Mmp2) geni oleik asit maruziyeti sonucunda olumsuz
etkilendigi gozlemlenmistir. Fakat hispidulinin, OA uygulamasi ile ortaya c¢ikan tim
deregiilasyonlari tersine ¢evirebildigi gozlenmistir.

Sonug¢: Sonug olarak, akut bobrek hasari indiikleyicisi olarak kullanilan oleik asit; oksidan ve
antioksidan dengeyi bozarak doku hasarina ve inflamatuar mediatdrlerin diizeylerinde artiga
neden olarak bobrek dokularinda disfonksiyona yol agti. Akut bobrek hasarinda renoprotektif
ajan olarak kullandigimiz hispidulin, enflamasyonu, oksidatif stresi ve tiibiiler hiicre 6limiinii
inhibe ederek bobrek hasarini hafifletici alternatif, ¢cok yonlii ve etkin bir yaklagim olarak
kabul edilebilecegi diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut bobrek hasari, Hispidulin, Oleik aist, Rat, g-RT PCR
Ocak 2023, 58 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

PROTECTIVE EFFECT OF HISPIDULIN ON ACUTE KIDNEY INJURY
FOLLOWING OLEIC ACID-INDUCED ACUTE LUNG INJURY IN RATS

Bahri AVCI
Supervisor: Prof. Dr. Hakan ASKIN

Purpose: Hispidulin (4',5,7-trihydroxy-6-methoxyflavone) is a natural flavonoid extracted
from many plants such as Saussurea involucrata by different methods. The present study aims
to evaluate the effect of hispidulin as antioxidant, histopathologically and molecularly in male
Spraque Dawley rats induced by oleic acid.

Method: Rats were divided into three groups. Group A, the Control group, group B; the oleic
acid group (administration by k.v injection) and group C; the hispidulin + oleic acid combined
group (k.v and i.p administration). Oxidative stress markers (MDA, SOD, CAT, MPO, GSH)
were evaluated from kidney tissue obtained from application groups animals. The same
tissues were subjected to histopathological examination. In addition, gene expression levels of
critical regulators for inflammation, apoptosis, and cellular metabolism were investigated by
real-time PCR in order to determine the molecular structure responsible for the nephrotoxic
effects of oleic acid.

Results: Oleic acid caused a decrease in glutathione (GSH) levels and an increase in
malondialdehyde (MDA) and Myeloperoxidase (MPO) levels in rat kidney tissues. It has been
determined that the antioxidant system components superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) cause a decrease in their levels. In addition, it was observed that kidney damage
biomarker (Kim-1), inflammation genes (11-6, Nf-Kf3), apoptotic gene (Casp3) and gene
(Mmp2), which are involved in the regeneration of the extracellular matrix, were negatively
affected by oleic acid exposure. However, it has been observed that hispidulin can reverse all
deregulations that occur with OA administration.

Conclusion: As a result, oleic acid used as an inducer of acute kidney injury; It caused tissue
damage by disrupting the oxidant and antioxidant balance and caused dysfunction in kidney
tissues by increasing the levels of inflammatory mediators. Hispidulin, which we use as a
renoprotective agent in acute kidney injury, is thought to be an alternative, versatile and
effective approach to alleviate kidney damage by inhibiting inflammation, oxidative stress
and tubular cell death.

Keywords: Acute kidney injury, Hispidulin, Oleic acid, Rat, g-RT PCR
January 2023, 58 pages
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GIRIS

Akut akciger hasar1 (AAH) ve daha ciddi formu olan akut respiratuar distres sendromu
(ARDS), normal kardiyak dolum basinglari ile kendini akut hipoksemik solunum yetmezIigi,
artmis alveolar permeabilite ve ciddi alveolar 6dem ile gosteren mortalitesi yiiksek bir
solunum hastaligidir (Shaw et al. 2019). Cok sayida c¢alisma, AAH/ARDS insidans1 ve
mortalitesinin mevsim, ileri yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi1 gibi faktorlerden
etkilendigini ortaya koymustur. Gliniimiizde AAH/ARDS i¢in mevcut tedaviler destekleyici
tedavi ve farmakolojik miidahale olarak iki kisma ayrilabilir (Luh and Chiang 2007). Mekanik
ventilasyonun akciger koruyucu stratejisi, sagkalimi etkili bir sekilde iyilestiren tek
destekleyici tedavi olarak kabul edilir. Farmakolojik tedavi ise antiinflamatuar ve fizyolojik
tedavi olarak siniflandirtlmaktadir (Sweeney et al. 2013).

AAH olusumu sonrasinda gelisen akut bobrek hasari (ABH) ise, artan serum kreatinin
diizeyleri (bobrek bosaltim fonksiyonunun bir belirteci) ve azalan idrar ¢ikist (oligiiri) (idrar
tiretiminin kantitatif bir belirteci) temel alinarak belirlenen ve 7 giin ile sinirlt olan ani bobrek
fonksiyon kaybini tanmimlar. Ayrica hafif ve kendi kendini sinirlayandan siddetli ve kaliciya
kadar degisebilen bir sikalaya sahip ¢esitli fonksiyonel bobrek kosullarmin bir pargasidir
(KDIGO Group 2012). Saglikli bir insanda birka¢ saatlik hacim azalmasinin uzun vadeli
saglik etkileri olmayabilir. Benzer sekilde, renin-anjiyotensin sistemi inhibitorleri veya
glomertiler filtrasyonu etkileyen diger ilaglar, serum kreatinin diizeylerinde bobrek hasarinin
gostergesi olmayan kiiciik degisikliklere neden olabilir (Bhatraju et al. 2020). Bununla
birlikte, hacim tedavisine ragmen devam eden ABH, muhtemelen bobrekte yapisal hasar
oldugunu gosterir (Chu et al. 2014). Meydana gelen hasarin dogrudan degerlendirilmesi
biyopsi disinda ¢ok miimkiin olmamakla beraber iiriner biyobelirtecler de kullanilmaktadir

(Kane-Gill et al. 2020).

ABH’1 indiiklemek i¢in kullanilan en yaygin deney modellerinden biri de oleik asit
(OA) kullammmudir (Talebi et al. 2021; Akella et al. 2014). OA, genel olarak donyagi ve
domuz yag1 gibi hayvansal yaglarda oldugu gibi zeytinyagi, aycigek yagi ve kanola yagi gibi
yiiksek OA igeren bitkisel yaglarda da bulunmaktadir (Poudyal et al. 2013). OA {izerine
yapilan aragtirmalar, OA nin ¢esitli dokular {izerinde olumlu (Iskemik kalp hastaliklarinin
onlenmesi, kolesterol ve ateroskleroz iizerindeki etkileri gibi) (Cocchi et al. 2009) ya da

olumsuz etkilere (Sistolik duvar stresinin artmasi ve Reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini



indiiklemesi gibi) (Mendez et al. 2005; Poudyal et al. 2013) neden oldugunu ortaya

cikarmistir.

Bitkiler; tip, nutrasotikler, parfiimeri, igecek, koku, kozmetik ve boya sanayi gibi farkl
alanlarda farkli amaglarla kullanildiklarindan insan uygarliginda 6nemli bir yere sahiptir
(Zheng et al. 2001). Cesitli hastaliklara karsi savunma sisteminde olduk¢a 6nemli bir rol
tistlenirler (Patel et al. 2012). Bu nedenle ABH'nin tedavisi i¢in flavonoidler, alkaloitler ve
terpenoidler gibi coklu anti-enflamatuar aktiviteye ve bobrek koruyucu etkiye sahip ¢esitli

dogal tiriinlerin kullanimi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Hispidulin de, ¢ok cesitli bitkilerde bolca bulunan bir monometoksi ve trihidroksi
flavon bilesigidir. Flavonlar, flavonoidlerin en 6nemli biyoaktif alt gruplarindan biridir.
Flavonlar ¢ogunlukla bitkilerin ¢icek, yaprak ve meyve gibi farkli kisimlarinda bulunur
(Manach et al. 2004). Hem in vivo hem de in vitro arastirmalar hispidulinin epilepsi, noral
bozukluklar, mantar enfeksiyonlari, oksidatif stres, osteoporoz, astim ve mikrobiyal
bozukluklarin tedavisinde de anahtar goreve sahip oldugu bildirilmistir (Nepal et al. 2013;
Niu et al. 2014). Ayrica lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi (Sanz et al. 1994), antioksidan
ve antikanser Ozelliklere sahip oldugu da yapilan diger calismalar ile desteklenmistir

(Kavvadias et al. 2004; Lin et al. 2010).

Yaptigimiz bu ¢alismada hispidulinin OA’nin neden oldugu ABH’a karsi koruyucu
etkisi aragtirllmigtir. Bunun i¢in de OA uygulamasi ile bobrek hasarina iliskin bir hayvan
modeli hazirlandi ve erkek Spraque Dawley ratlarda hispidulinin koruyucu roli

degerlendirildi.



KURAMSAL TEMELLER

Akut Akciger Hasar

Akut akciger hasari (AAH) ve daha ciddi asamasi olan akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS), yaygin alveoler hasar, notrofil tiirevi inflamasyon ve yiizey aktif madde
gorev bozuklugu ile iliskilendirilen bir akciger hastaligidir. (Force et al. 2012). ilk olarak
Ashbaugh ve arkadaslar1 tarafindan 1967 yilinda ARDS olarak tanimlanmistir. Akut baslayan,
klinik agidan nefes darligi, hizli solunum, hipoksi ve kalp yetersizligi tanis1 konmamis
bilateral infiltrasyon ile karakterize edilmistir (Ashbaugh et al. 1967). AAH’in her zaman
ARDS’ye doniismesi beklenmez. 1994 yilinda Amerikan Avrupa Konsensiis Konferansi
(AECC) (Tablo 1), PaO2/FiO2 oram1 < 300 ve <200 mmHg olan arteriyel hipokseminin
sirastyla AAH ve ARDS olarak tanimlanabilecegini one siirdii (Bernard et al. 1194).

Tablo 1. AAH ARDS Tanimlari (1994- AECC)

Klinik Alcut Akciger Hasari Alut Solunum Sikmtisi Sendromu
Baglangic Akut Akut

Hipoksemi Pa02/F102<300 (40kPa) Pa02/Fi02<200 (27kPa)

Radyoloji Pulmoner ddem ile uyumlu Pulmoner ddem ile uyumlu
bilateral infiltrasyonlar bilateral infiltrasyonlar

Nonkardiyak neden Sol atriyal hipertansiyonun Sol atriyal hipertansiyonun

klinik bulgusunun olmamasi klinik bulgusunun olmamasi
veya PCWP=<18 mmHg veya PCWP=<18 mmHg

AECC olusturdugu tanimin duyarliligt ve 0Ozgilliigii a¢isindan problemler
bulunmaktadir (Ferguson et al. 2005). Berlin konferansinda oksejinasyon oranina (PaO2/FiOz)

bagli olarak ti¢ kategoride tanimlandi (Tablo 2).

Tablo 2. ARDS Smiflandirilmasi

Kriter Hafif Orta Agir
Baglangi¢ Zamanlamas: Akut baslangig Akut baglangic Akut baglangic
Hipoksemi Pa0,/Fi0,=201-300 Pa0,/FiQ, <200 Pa0,/Fi0, =100 ve
ve PEEP/CPAP = 5 ve PEEP = 5 PEEP = 10
Radyolojik Anormallikler Bilateral opasiteler  Bilateral opasiteler Enazug kadrlam kaplayan
opasiteler
Uygulanabilir degil ~ Uygulanabilir degil CRS <40
Ek fizyolojik mL/cmH,0 veya
dizensizlikler VEcorr > 10
L/dakika

VEcorr: VE x PaCO,/40 (viicut yiizey alani ile diizeltilmis dakika ventilasyonu), CRS: Istirahatte akciger
kompliyansi, CPAP: Devamli pozitif hava yolu basinci.



Tabloda verilen bilateral opasiteler, lober/akciger kollapsi, kitle, nodiil veya efiizyon
ile tamamen agiklanamamistir. En az ii¢ kadranm1 kaplayan opasiteler ise herhangi bir risk
faktori bulunmamasi durumunda objektif degerlendirmeye ihtiyag duyulmaktadir.
Giliniimiizde AAH/ARDS berlin taniminin AECC’nin tanimina gore mortalite i¢cin daha
ongoriicti gegerliligi oldugu diisiiniilmektedir. Normal endotelyal-epitelyal bariyerlerindeki
islev bozuklugunun AAH gelisiminde temel rol oynadigi diisiiniilmektedir. AAH her ne
kadar 10 bin de 50-70 kiside goriilme sikliginin yani sira  %30-40 oraninda mortaliteye
sahiptir (Ishizaka et al. 2004). Tedavi yontemlerindeki ilerlemelere ragmen AAH hasta olma
siklig1 ve mortalitesi yiiksek olarak devam etmektedir (He et al. 2021). Giiniimiizdeki mevcut
tedaviler destekleyici ve farmakolojik miidahale olmak iizere 2 baglik altinda incelenebilir.
Mortaliteyi engelleyici tek destekleyici tedavi olarak mekanik ventilasyon kabul edilmektedir.
Mekanik ventilasyona ek olarak posizyon verme ve pozitif ekspratuar sonu basing terapotik
olarak kullanilir (Luh & Chiang 2007). Farmakolojik olarak ventilasyon, difiizyon ve
perflizyonu etkileyen ilaglarin yan1 sira farmako-besinler, proteaz inhibitorleri, antioksidanlar,
matris metaloproteaz modifikasyonu kortikosteroidler igeren anti inflamatuar tedavilerin
etkinligi aragtirllmaktadir (Bosma & Lewis 2007). Buna ragmen heniiz etkili farmakolojik
bir tedavi yontemi bulunmamaktadir (Fan et al. 2009). Bu nedenle son yillarda AAH
tedavisinde flavonoidleri ve alkaloidler gibi anti- inflamatuar etkiye sahip dogal iiriinler

calisilmaktadir.

Akut Bobrek Hasan

Akut bobrek hasari (Acute Kidney Injury ) (ABH) ,diinya genelinde milyonlarca
hastay1 etkileyen biiyiikk bir halk sagligi sikintisidir. Bobrekte hizla gelisen disfonksiyona
bagl olarak iire ve azot gibi metabolitlerin viicuttan atilamamasi, hiicre dis1 s1vi hacmi ve

elektrolit igeriginin bozulmasiyla gergeklesen bir klinik tablodur.

ABH, genellikle saatler veya giinler icerisinde ortaya ¢ikan idrar seviyesinden azalisla
beraber, bobregin bosaltim fonksiyonlarindaki ani kayip olarak tanimlanir. Daha sonra ABH
hastalarinin bobrek fonksiyonlarinda diizelme goriiliir fakat mortalitesi ve diyalize bagimli
hale gelme orani oldukga yiiksektir. ABH bobreklerde gelisen ciddi hastaliklara yol agabilir

ve diger hastaliklarinin gidisatini olumsuz yonde etkileyebilir.

ABH’na bagli mortalite ve diger olumsuz etkiler, hastalifin siddetiyle dogru
orantilidir. Bu nedenle hastaligin siddetini iyi tanimlamak uygulanacak tedavi yonteminin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. ABH siddetinin belirlenmesi ve

degerlendirilmesi ii¢ siniflandirma kullanilmaktadir (Mehta et al. 2007).



RIFLE Kkriterleri

RIFLE (risk, hasar, yetmezlik, kayip, son) kriterleri ABH’1 3 asamali tanimlar ve
klinik olarak 2 sonugtan bahseder. RIFLE idrar ¢ikisi, serum kreatin seviyesinde degisiklik ve
GFH (Glomeriiler filtrasyon hiz1) temel alinarak olusturur (Tablo 3) (Bellomo et al. 2004).

Tablo 3. RIFLE Kriterleri

Sumf GFH veya Serum Kreatinin Kriterleri idrar Cikas Kiriterleri
R-Risk SCr x1.5 yiikselmesi veya %25<GFH azalis1 6 saattir <0.5 ml’kg/saat
[-Injury (Hasar) SCr x2 yitkselmesi veya %50<GFH azalis1 12 saattir <0.5 ml’kg/saat
F-Failure SCr x3 yitkselmesi veya %75<GFH azalisi 24 saattir <0.3 ml'kg/saat
(Yetmezlik) veya SCr>4mg/dl olmasi veya 12 saattir aniiri
L-Loss (Kayip) Kalic1 bibrek fonksiyon kaybi (>4 hafta)
E-ESRD (SDBY) Son donem bdbrek hastalig (=3 ay)

*Tabloda belirtildigi gibi ilk 3 evre akut bobrek hasarinin tamimini igerirken diger 2 evre klinik sonuglart
kapsamaktadir.

AKIN kriterleri

RIFLE kriterleri 2007 yilinda AKIN (Akut Bobrek Hasari Agi) grubu tarafindan
gozden gecirilmis olup bir takim diizenlemeler gerceklestirilmistir. AKIN tanimlamasinda
akut bobrek hasari ti¢ evreye ayrilmis (Tablo 4) ve 48 saat igerisinde gergeklesen degisiklikler
g6z Ontinde bulundurulmaktadir (Rocha & McCullough 2018).

Tablo 4. AKIN Kriterleri

Evre Serum Keratin Kriteri idrar Cikas1 Kriteri

0.3 mg/dl ve iizerinde , . oo
N 6 saatlik zaman diliminde saatlik idrar

1 veya;
cikigi 0.5 ml/kg.dan diisiik

%150-%200 (1.5-2 kat) oraninda yiikselme

12 saatlik zaman diliminde saatlik idrar

2 %200-%300 (2-3 kat) oraninda yiikselr
* ’ ( at) oranmda ylikselme cikigr 0.5 ml/kg.dan digiik
%300 (3 kattan fazla) yiikselme 24 gaatlik zaman diliminde saatlik idrar
5 veya: cikigt 0.3 ml/kg.dan diisiik
serum kreatinin 4 mg/dl iken 0.5 mg/dl ve veya:
iizerinde ani yiikselme 12 gaat boyunca aniiri

KDIGO kriterleri

“The Kidney Disease/Improving Global Outcomes-Bobrek Hastaligi/Kiiresel
Sonuglar1 lyilestirme” (KDIGO), AKIN ve RIFLE kriterleri temel alinarak halk saghgi,

arastirmalar ve klinik uygulamalar i¢in temel tanimlama yapmak amaciyla gelistirilmistir.



Ana unsur olarak serum kreatinin diizeyi ve idrar ¢ikis seviyesi kullanilmaktadir. 3 evrede ele

almmustir (Tablo 5) (Khwaja 2012).

Tablo 5. KDIGO Kiriterleri

Evre Serum Keratin Kriteri idrar Cikis1 Kriteri
Bazal degerden 1,5-1,9
1 kat ya da 6-12 saattir < 0.5 mUkg/saat
=0.3 mg/dl artig
2 Bazal degerden 2-2.9 kat artig =12 saattir <0,5 ml/kg/saat
Bazal dégfﬂ'den 3 kat artig ya 12 saat
da Serum kreatinin >4.0 mg dl1 ya da RRT .
= Aniirt veya
3 baglanmasi ya da
a1 245 =0.
< 18 yasta eGFH <35 ml/dk/1.73 m2 4 saat IJO}H_IIHCB 03
ml/'kg/saat
Olmas1 =
Etiyoloji

Klinik olarak ABH, uygun bir sekilde prerenal, renal ve postrenal olmak {izere ii¢ ana
etiyolojiye ayrilabilir ( Basile et al. 2021). Kisaca prerenal; bobrege sivi gelmesini azaltan
durumlar, renal; siizme asamasini etkileyen bobrek hastaliklar1 ve postrenal; siizme islemi

gerceklesip idrar olustuktan sonra idrar atilimina engel olan durumlardir.

Prerenal akut bobrek hasar

Prerenal bobrek yetmezligi, nefronlarin yetersiz perflizyonu nedeniyle olusur ve bu da
GFH'de bir azalmaya yol agar. Temel olarak, artan enerji talebi donemlerinde nefronlara
beslenme ve oksijen sunumundaki bir dengesizlik ile ilgilidir. Bu nedenle, sistemik dolagimi

etkileyen veya renal perfiizyonu azaltan herhangi bir siirec GFH'y1 tehlikeye atabilir.

Prerenal akut bobrek hasari, dokunun biitiiniine zarar vermeden GFH’de azalma ile
tanimlanmaktadir. Hipovolemi (kanama, ishal, kusma), azalmis kardiyak output (kardiyojenik
sok, masif pulmoner emboli,) ve sistemik vazodilatasyonun (septik sok, anafilaksi, anestezi
uygulamasi) neden oldugu hipotansiyon prerenal akut bobrek hasarinin olugsmasina sebep

olabilir (Manzoor & Bhatt 2020).

Baslangicta renal yapr ve fonksiyonun normal olmasi nedeniyle kan basinci,
hemodinamik durum hizl diizeltildigi zaman geri doniistiiriilebilir. Fakat direncgli hale gelirse
hipoksi/iskeminin sebep oldugu akut tiibiiler nekroz (ATN) ile ABH’ a kadar ilerleyebilir.
ABH’m en biiyiik boliimii, yaklasik %60-70’1 prerenal kaynaklidir (Andreoli 2009; Downes
etal. 2017).



Renal akut bobrek hasar

Bobregin dort ana yapist olan tiibiiler, interstisyum, glomiiler ve intrarenal kan

damarlarinin hasar gérmesidir.

ATN, tiibiiler hasardan kaynaklanan ABH olarak tanimlanmaktadir. Renal akut bobrek
hasarmin (Renal ABH) yaklasik % 60’11 olusturmaktadir. Morfolojik agidan ¢ekirdek kaybu,
apoptoz/nekroz ve epitelyal hiicre diizlesmesi gibi degisiklikler gozlemlenmektedir.
Genellikle iskemi, antimikroniyaller ve nefrotoksik ilaglar neden olmaktadir. Ayrica iskemik
ATN’ye hipovolemik durumlar, diisiik kan basinci ve sepsis neden olurken nefrotoksik
ATN’ye ilaglar, rabdomiyoliz, multipl miyelom ve kontrast madde neden olabilir (Erge
2019).

Glomiiler nefritler, hizli ve ciddi bir sekilde ABH bulgulari ortaya ¢ikarir. Odem, ani

yiikselen iire ve hipertasiyon ile de kendini gosterir.

Interstisyum herhangi bir ilaca bagh olarak alerjik reaksiyon ve nedeni bilinmeyen bir
sekilde karsimiza ¢ikmaktadir. Genelde eklemlere de agri, yliksek ates ve dokiintii ile ortaya
cikar (Vohra et al. 1999).

Postrenal akut bobrek hasari

Prenal nedenlere oranla cok daha az karsilasilan ve tedavi edilebilirler. Uriner
sistemde i¢ (intra-renal) ve dis (ekstra-renal) kisimdan basiya bagli tikaniklar ile ortaya
cikmaktadir. Sistemde ¢oziilemeyen protein ve kristallerin tiibliler de birikmesiyle iyon
hizinda azalmaya neden olur. Sonug olarak dis toplayici sistemde gergeklesen tikanikliklar

postrenal akut bobrek hasarina (Postrenal ABH) neden olmaktadir (De Mendonga et al. 2000).



Prerenal ABH Nedenleri Renal ABH Nedenleri
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Sekil 1. Akut bobrek hasar1 nedenleri
Oleik Asit

Oleik asit (OA) ismi Latince yag anlamina gelen “oleum” kelimesinden tiiremistir (El-
Tanany & Abdallah 2019). Hayvanlarda ve bitkilerde doymamis bir yag asididir. OA, saglikli
bireylerin viicudunda en yaygim bulunan yag asididir. Insan plazmasinda, yag dokusunda ve
hiicre zarlarinda bulunur (Gongalves-de-Albuquerque et al. 2015). OA, 18 karbonlu tek ¢ift
baga sahip doymamis yag asidi olup diger yag asitlerinin sentezinde rol oynayan bir
molekiildiir (Sekil 2) (Andersson & Holman 1974; Rustan & Drevon 2001).

(@]

CHa(CH2)sCH /;/\/\/\)\OH

2
Sekil 2. Oleik asitin kimyasal yapisi

OA’nin hiicreler iizerindeki etkilerine, hiicre yiizeyi reseptorleri veya niikleer
reseptorler yoluyla sinyal gonderme gibi mekanizmalar aracilik eder (Hara et al. 2011). Farkli
hiicreler, yag asidine maruz kaldiktan sonra apoptoz ve nekrozun morfolojik 6zelliklerini
sergiler (Rockenfeller et al. 2010). Degisen dolasimdaki yag asidi seviyeleri, obezite,
Diabetes mellitus (DM), koroner kalp hastaligi (KKH), ateroskleroz ve kanser gibi
patolojilerle baglantilidir (Das 2006). Daha da onemlisi, sepsis, leptospiroz, pankreatit ve

preeklampsi gibi hastaliklarin ciddiyeti, artan serum yag asitleri seviyeleri ve plazma alblimin
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konsantrasyonundaki diisiis ile iliskilidir (Nogueira et al. 2008). AAH ve ARDS’de yeni
tedavi modellerinin arastirilmasinda en ¢ok kullanilan yontem OA ile olusturulmus olan
ARDS modelidir (Zazzeron et al. 2019).

Flavonoidler

Flavonoidler, meyvelerde, sebzelerde, kabuklu yemislerde, tohumlarda, saplarda,
ciceklerde, cayda, sarapta, propoliste ve balda yaygin olarak bulunan ¢esitli dogal fenolik
bilesikler ailesidir (Havsteen 1983; Khan et al. 2021). Flavonoidler, iki aromatik halka ve bir
piran halkasindan olusan temel bir C6-C3-C6 15 karbon iskeletine sahiptir. Flavonoid
bilesikler, karbon yapilarina ve oksidasyon derecelerine gore flavonlar, flavonoller,
flavanonlar, izoflavonlar, flavanol ve antosiyaninler olmak iizere alti alt sinifa ayrilir ve
arastirmacilar 5000'den fazla flavonoid tanimlamistir (Rufino et al. 2021; Ross & Kasum
2002). lyi bilinen antioksidan aktiviteye ek olarak, flavonoidler ayrica anti-inflamatuar,
vazodilatator, antikoagiilan, kardiyoprotektif, antidiyabetik, kimyasal koruma, noroprotektif

ve anti-obezite aktivitelerine sahiptir (Fan et al. 2022).

Hispidulin
Hispidulin (4',5,7-trihidroksi-6-metoksiflavon), Saussurea involucrata gibi birgok

bitkiden farkli yontemler ile ekstrakte edilen (Sekil 3) dogal bir flavonoiddir (Liu et al.
2020).

Clerodendrum Fotodiyot dizisi (PDA) ve kiitle spektrometresi (MS) tespiti ile
petas ites S. Moore yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC).

‘_sa ussurea Yiiksek performansh sivi kromatografi elektrosprey
involucrata iyonizasyon kiitle spektrometri yéntemi (LC-ESI-MS)
Salvia Fotodiyot dizi dedektorii (HPLC-DAD) ile birlestirilmis
p[ebeja R.Br yiiksek performansh sivi kromatografisi.

Centaurea Biyoanaliz kilavuzlu fraksiyonlama, UV, MS ve NMR
jaceaL spektroskopisi.

Orta basin¢h siv1 kromatografisi (MPLC) ve hazirlayic yiiksek
Belamcanda basinch s1v1 kromatografisi (Prep-HPLC), yitksek hizl ters akim
kromatografisi (HSCCC) ile birlikte.




Sekil 3. Hispidulin eldesi i¢in ekstrakte edilen bitkiler ve yontemleri

Hispidulin, laboratuar hayvanlarinda ve hiicre kiiltiirlerinde antiinflamatuar,
antioksidan, antifungal, antiepileptik, noroprotektif ve antiosteoporotik aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir (Nepal et al. 2013). Hispidulin, yag asidi metabolizmasinda rol oynayan
bir ligandla aktive olan transkripsiyon faktoriinii aktive eden reseptdr ile dogrudan baglanarak
lipid metabolizmasimi gelistirir (Wu & Xu 2016). Hispidulin bazi tiimor ilaglarn ile
glioblostomadaki hiicre proliferasyonu ve hiicre apoptozu iizerinde inhibe edici etkisi anti-
tiimor aktivitesi oldugunu ortaya ¢ikardi. Ayrica karaciger kanser hiicrelerinde antiproliferatif
etkisinin oldugu, matris metalloproteinazlarin (Mmp2, Mmp9) ekspresyonunu inhibe ederek

hiicre go¢iinii durdurdugunu gostermislerdir (Wang et al. 2015).

Kaspaz-3 (Casp3)

Mitokondri tarafindan diizenlenen; programlanmis hiicre oJliimii (apoptozis)
mekanizmast hiicre i¢i (intrensik) ve hiicre dist (ekstrinsik) yollar ile meydana
gelebilmektedir. Kaspaz olarak adlandirilan proteolitik enzimler araciligiyla gergeklestirilir
(Galluzzi et al. 2012). Kaspazlar’lar, apoptozis mekanizmasinin ger¢eklesmesi igin nemli
araclaridir. Kaspaz-3 (Casp3), onemli bir¢ok hiicresel proteinin béliinmesini katalize eder ve
sik sik aktive olan bir 6lim proteazidir (Taylor et al. 2008). Kaspazlar, birgok farkl tiirleri
tanimlanan, sitoplazmada inaktif proenzimler halinde bulunan, substratlarini aspartat iceren ve
katalitik bolgesinde sistein bulunduran spesifik bir bolgeden kesen proteaz enzimlerdir
(Nicholson 1999). Kaspaz-3 doku farklilagmasi, yenilenmesi ve ndral gelisimdeki 6nemli
ozellikleri sebebiyle son yillarda ¢ok dikkat ¢cekmistir. Bu enzim hiicre apoptozisinde anahtar
bir proenzimdir ve apoptotik siire¢ esnasinda baglatic1 kaspaz’lar tarafindan par¢alanana kadar

aktif hale gelmezler (Parrish et al. 2013).

Interlokin-6 (11-6)

Interlokin-6 (11-6), T hiicreleri, B hiicreleri, fibroblastlar, endotel hiicreler, monositler
ve bazi tiimdr hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan iiretilebilirler. Bulasici hastaliklar ve
otoimmiin bozukluklar da igeren ¢esitli inflamatuar hastaliklarda mediyator olarak rol oynar.
Bagisiklik sisteminin ve sinir sisteminin diizenlenmesinde genis kapsamli biyolojik etkilesi
olan po-inflamatuvar bir sitokindir (Zhou et al. 2016). Il-6’nin hiicre siklusunun devami ve
apoptoz inhibisyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle tiimor gelisiminde 11-6’nin
onemli bir roli vardir. Ayrica kanser ve otoimmun hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin

patogenezinde 11-6’de gerceklesen bozukluklarin da etkisi vardir (Taniguchi & Karin 2014).
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Niikleer faktor kappa p (Nf-Kp)

Niikleer faktor kappa B (Nf-Kf), B-lenfosit hiicre ¢ekirdeginde Ranjan Sen ve David
Baltimore tarafindan 1986 yilinda kesfedildi (Sen & Baltimore 1986). Biitiin hiicre tiplerinde
var olan transkripsiyon faktoriidiir. Nf-Kf immiinolojik fonksiyonuna ek olarak pro-
inflamatuar sitokinlerin {iretiminde, serbest radikaller ve bakteriyel antijenler gibi uyaranlara
kars1 hiicresel tepkilerde onemli rol oynar (Gammoh & Rink 2017). Yapilan bir¢ok
arastirmada, ¢esitli toksik ajanlarin NF-kB aktivasyonuna yol agarak pro-enlamatuar
sitokinlerin seviyelerinin yiikselmesine sebep oldugu ve bdylece enflamatuar olusumu ile

doku hasarina yol ac¢tig1 ongdriilmektedir.

Matris metalloproteinaz (Mmp2)

Matris Metalloproteinaz  (Mmp2) geni tarafindan kodlanan protein, matris
metalopeptidaz 2 olarak bilinir ve ¢inko bagimli endopeptidazlarin genis ailesine aittir
(Hagemann et al. 2009). Hiicre dis1 matrisin yapisindaki bazi iiriinleri parcalama 6zelligine

sahip bir protein, X kromozomu inaktivasyonu, dokuya 6zgii gen ekspresyonu ve morfogenez

v —

Bobrek hasar1 molekiilii (Kim-1)

Bobrek Hasari Molekiilii (Kim-1), 1998 yilinda, iskemi sonrasi bobrek dokusunda
saptanabilen ancak normal bobrek dokusunda izlenmeyen bir molekiil olarak bildirilmistir
(Waanders et al. 2010). Kim-1 en hassas biyobelirteclerden biri olarak Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. ABH bulunan hastalardan biyopsi orneklerine
bakildiginda Kim-1 ekpresyon seviyesinde artis oldugu gosterilmistir (Ichimura et al. 2008).

Reaktif Oksijen Tiirleri, Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) havakiiredeki oksijenin kismen indirgenmis veya
uyarilmig formlaridir (Halliwell & Gutteridge 2015). Hiicrelerde sinyal molekiilleri olarak
islev goriirler, ancak ayn1 zamanda aerobik metabolizmanin kaginilmaz toksik yan iiriinleri
olarak da disiiniiliirler (Mignolet-Spruyt et al. 2016). Hiicrelerin yapisinda ROS’larin
tretimini etkileyen bir¢cok aktivatorler ve inhibitorler bulunur (Martinon 2020). ROS’lar,
sinyal iletimi ve fagositlerin etkinliginin devamliliginda énemli rol oynamaktadir (Brown &
Griendling 2015). ROS’lar, mitokondriyal solunum esnasinda indirgenen oksijen kaynakli
stiperoksit radikali (O2") olusumu gerceklesir. Olusan siiperoksit radikali, siiperoksit dismutaz
(SOD) enziminin katalizlemesi ile birlikte daha az reaktif olan hidrojen peroksite (H202)

doniistiiriilir. Metal iyonlarinin varliginda ya da direkt olarak siiperoksit radikali ile
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tepkimeye giren hidrojen peroksit ¢cok daha reaktif olan ve en ¢ok taninan hidroksil radikaline

(OH") dontisiimii gergeklesir (Halliwell & Gutteridge 2015).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) normal aerobik metabolizma {irlinleri tarafindan
tiretilmesi kagmilmazdir ve stres kosullar1 altinda artmaktadir (Pazdzioch-Czochra &
Widenska 2002). Insan viicudunda yiiksek konsantrasyonda ROS bulunmasi durumunda var
olan dengenin bozulmasi ile doku hasr1 gerceklesir ve oksidatif stres olarak adlandirilir.
Bunun sonucunda lipid, protein ve niikleik asitler gibi hiicre iceriginde hasar meydana
gelmekte ve boylece bir¢ok hastaligin patogenezi ortaya ¢ikmis olur (Kucukler et al. 2021).
Oksidatif stres sonucunda olusan hasarin  yam1 sira enflamasyon olusumu da
gerceklesmektedir. Antioksidan savunma sistemleri, son yoriingelerinde ortaklanmamis
elektron bulunduran serbest radikallerin diger molekiillerle reaksiyona girerek olusturduklari
yiiksek hasart koruma ve tamir etme 6zellikleri ile ortadan kaldirmaya galisir (Valko et al.

2007).

Serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresi 6nlemek i¢in en dnemli
ajanlar antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radikalleri zararli etkisini azaltabilen ve
hiicre hasarini engelleyebilen maddelerdir (Shinde et al. 2012). Antioksidanlar, radikallerle
olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini
onleyen maddelerdir (Durna Aydin et al. 2021). Antioksidanlarin rolleri arasinda serbest
radikallerin fazlasini etkisizlestirmek, serbest radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri
korumak ve hastaliklart onlemede katki saglamak sayilabilir (Pham-Huy et al. 2008).
Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak {izere iki grup altinda ayrilir (Radomska-
Les$niewska et al. 2017). Endojen antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Nonenzimatik antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), iirik asit,
albiimin ve selenyum gibi kimyasal bilesikler bulunmaktadir (Sen & Chakraborty 2011). GSH
neredeyse biitlin Okaryotik hiicrelerde sentezlenmektedir. Hiicrenin redoks durumunu
korumada, hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve
apoptozisde de antioksidan olarak bulunmaktadir (Sies 1999). GSH, GPx’in katalitik etkisiyle
lipit peroksitleri ve H2O2’yi detoksifiye etmektedir. Vitamin (E) ve vitamin (C) GSH
tarafindan diizenlenir. Ayrica bazi antioksidanlart yeniden olusturur (Redza-Dutordoir &
Averill-Bates 2016). Enzimatik antioksidanlar grubunda Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz
(CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon rediiktaz (GR) bulunmaktadir. Siiperoksit
dismutaz enzimi(SOD), reaktif oksijen tiirlerine karst ilk savunma hattin1 olusturur.
Stiperoksit radikalini (O2 .-) hidrojen peroksit (H202 ) ve molekiiler oksijene (O2) katalizleyen
enzimatik bir antioksidandir (Young & Woodside 2001). Katalaz, dort protein alt birimden
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meydana gelir. Katalaz, biiyiik 6l¢lide peroksizomlar gibi hiicre igi organellerde ve daha az
olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Hiicreler i¢in toksik olan hidrojen
peroksitin H2O’ya doniisiimii katalaz enzimi aracilii ile gerceklestirilir (Chen et al. 2020).
Serbest radikaller, bir organizmada lipid peroksidasyon siirecini olusturur. Malondialdehit
(MDA), hiicrelerde ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun son iirlinlerinden
biridir. Serbest radikallerdeki artis, MDA'nin asir1 iiretimine neden olur. Malondialdehit
seviyesi, kanserli hastalarda oksidatif stres ve antioksidan durumunun bir belirteci olarak
bilinir (Gawet et al. 2004). Miyeloperoksidaz (MPO), hidrojen peroksit ile hidroklorik asit
gibi kuvvetli bir oksidan iiretir. Hiicreler arasi etkilesimde katalitik aktivite ve enflamatuar
yanitlar olusturabilir. MPO’nun asir1 tiretimi akut ve kronik iltihaplanmalarla karakterize olup
doku hasar1 olusturabilir ve bir¢ok alt tiiriiniin enflamatuar hastaliklarla baglantili oldugu

caligmalarda saptanmigtir (Van der Veen et al. 2009).

Yapilan bir¢cok calismada ROS seviyesindeki artis ve antioksidan enzim miktarindaki
dengesizlik oksidatif stres ile sonuglandigi aktarilmaktadir. Ek olarak ROS’larin ortaya
cikardig1 olumsuz etkileri antioksidan 6zellikteki flavonoidlerin minimum seviyeye indirdigi

ve tedavi sirasinda koruyucu etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir (Aksu et al. 2021).
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MATERYAL VE METOT

Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Markalari

Cihazlar
Spekrofotometre
Hassas Terazi
Vorteks

Q-PCR Cihaza
PCR Cihazi
Nanodrop

Santrifiij
Buzdolabi (+4/-20)
Derin Dondurucu (-86)
Kar Makinesi
Otoklav

Saf Su Cihazi
Homojenizator

Doku takibi cihazi

Otomatik boyama cihazi
Fully Automated Glass Coverslipper
Mikrotom

Doku bloklama cihazi

Su banyosu

Etiv

Marka

Bio-Tek Power Wave XS

Ohaus Pioneer

Fisons WhirhMixer

Qiagene Rotor-Gene

SensQuest Labcycler

Thermo Scientific Multiskan GO
HettichZentrifugen Mikro 220R
Bosch

Glacier Ultralow Scientific
Angelantoni

Hirayama Hiclave

Mp MINI Pure DestUp

Bead Blaster

Tissue-Tek VIP® 6 Al Vacuum Infiltration
Processor

Leica ST5010 Autostainer XL
Leica CVV5030

HistoCore Multicut
Tissue-Tek® TEC™ 6 Tissue Embedding
Console System

Apex

Binder
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Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Etanol

3-markaptoetanol

DEPC (dietil pirokarbonat)
Sevofluran

Hispidulin

EcoPURE RNA izolasyon Kiti
cDNA izolasyon Kiti

Gen primerleri

Rack

PCR tiipleri

1,5 ml ependorf tiipleri

2 ml ependorf tiipleri
Pipet uclari

Otomatik pipetler

Petri kab1

Enjektor

Kan tipt

Falcon tiip

Makas

Klips

Bisttri

Calismada Kullanilan Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Yapilan calisma, 01/12/2021 tarihli ve 236643897-000-EBYS-1 sayili, Atatiirk

Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve arastirma Merkezi (ATADEM) etik kurulunun

onay1 ile gergeklestirildi. Yapilan ¢aligmada 250-270 g agirhiginda 30 adet erkek Spraque

Dawley tipi ratlar kullanildi. Tiim hayvanlar oda sicakliginda (20-24°C) 12 saat

aydinlik/karanlik dongilide, metal kafesler icerisinde, yiyecek ve suya serbest erisim (ad

libitum) ile uygun standart sartlar sagland1 (Hagawane et al. 2016).

Uygulama gruplar

Deneye baslamadan once ratlar rastgele olacak sekilde 3 gruba ayrildi (n=10). (A)
Kontrol; (B) Hasta kontrol (Oleik asit); (C) Hispidulin+Oleik asit grubu (Sekil 4). Hispidulin

(80 mg/kg,) konsantrasyonlari, yapilan literatiir taramast ile saptandi (Lin et al. 2015).
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UYGULAMA GRUPLARI ICERIKLERI

N |
L {8 2 — Herhangi bir uygulama yapilmamuistir. Fizyolojik su [2,5
< L= - mL/kg, intraperitonal (i.p)] alan grup
o '

A: Kontrol (K) Grubu

I/
— Fizyolojik su (2,5 mL/kg, i.p)uygulamasindan 30 dk
i : sonra Oleik asit (50 pl/kg, kuyruk veni k.v) alan grup
B: Hasta (Oleik asit) Grubu
Q
. — Oleik asit (50 pl/kg, kuyrul veni k.v),Hispidulin (80 mg/
& kg, intraperitonal i.p) alan grup
= :

C: Hispidulin+ Oleik Asit Grubu
Sekil 4. Calismada kullanilan gruplarin gosterimi

Hispidulin uygulamasi

Hispidulin (saflik >%98) maddesi (Sigma-Aldrcih) ticari olarak temin edildi. OA
uygulamasindan 1 saat 6nce (80mg/kg) %0,1 dimetil siilfoksit (DMSQ) igerisinde ¢oziilmiis
halde i.p olarak verildi (Xie et al. 2015).

Sekil 5. Ratlara i.p yolla hispidulin uygulanisi
Oleik asit (OA) uygulamasi

Sigma-Aldrich firmasindan satin alinan OA 250 ul %1 Sigir Serum Albumin (BSA)
icerinde ¢ozdiiriildii. Hispidulin uygulamasindan 1 saat sonra ratlara 50ul/kg olacak sekilde
kuyruk venlerinden enjeksiyonla verildi. 24 saatlik bir siirenin ardindan hayvanlarda, ABH

gercgeklestigi kabul edildi.
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Sekil 6. Kuyruk veninden OA uygulanist
Dokularin alinmasi

Her bir rat gogiis hizasindan dikey insizyon agilarak bobrek dokular titizlikle uzman
bir ekip tarafindan c¢ikarildi. Cikarilan dokularin bir boliimii deney boyunca sivi azot
icerisinde bekletilip miimkiin olan en kisa siire igerisinde sonra -80 °C’ ye birakildi. Diger

boliimii ise patalojik bulgular i¢in formalin igerisine aktarildi.

Formalin Hazirlanmisa

e Distile su (900mL)

e Disodyum hidrojen fosfat, Na.HPO4 (6,5 g)

e  Sodyum fosfat monobazik dihidrat NaH2PO4 - 2H20 (4 g)
e %40’k formalin (100 mL)

Maddelerin birlesiminden elde edilen ¢ozelti manyetik karistiriciyla ile 30 dakika

karistirildi ve oda sicakliginda bekletildi.

Homojenizasyon islemi

Homojenizasyon islemi total RNA izolasyonu ve enzim aktiviteleri olmak tizere iki

farkli deney prosediirii i¢in 2 farkl: sekilde gergeklestirildi.

Enzim aktiviteleri i¢in daha 6nce -80 °C’ de kaldirilan dokular +4 °C’ ye alind1 ve bir
giin bekletildikten sonra homojenizasyon islemine baslandi. Her bir dokudan 0,2 g kesit alindi
makroparcalama islemi gerceklestirilerek homojen bir yap1 elde edildi. Daha sonra dokular
vidali tiiplere aktarildi ve tizerine 1 ml (0,1 M KH2PO4-10 mM EDTA, pH:7) igerigindeki
homojenizasyon tamponu ve homojenat boncuklar1 eklendi. Tiipler homojenizasyon cihazina
konularak 5 dongii olacak sekilde 3000 rpm’de homojenize edildi. Cihazdan ¢ikarilan tiipler
25 dakika boyunca 13000 rpm’de +4 °C sicaklikta santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi

stipernatant kisimlar1 1,5 ml’lik ependorflara alinarak pellet kismindan uzaklastirildi.
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Oksidatif stres incelemeleri

Oksidatif stres parametrelerinden katalaz (CAT), malondialdehit (MDA) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) miktar tayini yapilmistir. Dokulardan alinan numunelerin CAT, MDA ve
CAT seviyelerinin belirlenmesi i¢in (SunRed Biotechnology) sirketinden alinan Elisa Kitleri

kullantlmistir.

MDA, MPO, IL-8, GSH, SOD ve CAT analizleri

Baslangicta dilue soliisyon ile 5 farkli tiip icerisinde standartlar olusturuldu. 96’lik
well-platelerin ilk siitundaki her bir kuyucuga 50 ul reaktif standart ve diger siitunlara ise 40’
ar ul homojenize haldeki numuneler pipet yardimiyla eklendi. Daha sonra numunelerin
bulundugu kuyucuklara 10’ar pl Biotin Ab (CAT, SOD, MDA, MPO, IL-8, GSH) aktarildi.
Bu islemin ardindan biitiin kuyucuklara 50’ er pl Str-HRP (Streptavidin-Horseradish
Peroxidase) konjuge reaktifi aktarildi ve 37 °C* de 60 dk inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon
isleminin ardindan yikama tamponu ile 5 defa yikama islemi yapildi. Yikama isleminden
sonra kuyucuklara 5’er pl Kromojen A ve Kromojen B aktarildi folyo ile kapatilarak dis
ortamdaki 1siktan muhafaza edildi ve 10 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan her bir kuyucuga 50’er pl durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirildi.
Kuyucuklarda mavi rengin sar1 renge doniismesi reaksiyonun sonlandigini belirtmektedir. Son
olarak spektrofotometrede 450°nm dalga boyutunda Olgiim gerceklestirildi. KC Junior

yazilimi kullanilarak standart egri olusturuldu ve dlgiimler analiz edildi.

Histopatolojik calisma

[lk olarak formalin icerisinde bekletilen dokular, uygun bigimde kasetlere yerlestirildi.
Kasetlenen dokular, doku takibine alinarak 13 saat boyunca (Tissue-Tek VIP® 6 Al
Vacuum Infiltration Processor) cihazinda alkol, ksilen ve parafin asamalarindan gecirildi.
Doku takip isleminden sonra (Tissue-Tek® TEC™ 6 Tissue Embedding Console System)
cihaz1 araciligiyla doku gomme islemi gerceklestirildi. Doku gomme isleminden sonra
dokular daha 1yi kesim gerceklesmesi i¢in -20°C bekletildi. Kesit asamasinda ise ilk olarak 30
mikron kalinliginda kaba tiras gerceklestirilerek dokumuzun biitiin alanlar1 esit seviyeye
getirildi. Ardindan 5 mikron boyutunda kesitler alindi. Alinan kesitler su banyosunda
plirlizsliz bir hale getirilerek lam iizerine aktarildi. Daha sonra iizerinde kesit bulunan lamlar
30 dakika boyunca 80°C etiivde bekletildi. Etlivden c¢ikarilan lamlar (Leica ST5010
Autostainer XL) cihaz1 araciligiyla otomatize bir sekilde ksilol, alkol ve eozin
soliisyonlarindan gecerek hemotoksilen-eozin boyama islemi gerceklesti. Boyama isleminin

ardindan (Leica CV5030 Fully Automated Glass Coverslipper) cihazi entellan ile lamlarin
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iizerini kapatip mikroskopta incelenebilecek duruma getirildi. Deney asamasinda c¢ekilen

resimler Sekil 7°de gosterilmistir.

Sekil 7. Dokularin bloklanmasi, kesit alinmasi, lamlara alinmis halleri ve boyanmis halleri
Dokulardan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin baslangigta -80°C’ de bekletilen dokular bir giin +4°C’ de
bekletildi. EcoPURE RNA Izolasyon Kit (EcoTech) kullamlarak saflastirma islemi
gerceklestirildi. Bobrek dokulari 0,03 gr boyutunda alinarak oncelikle makropargalama islemi
gerceklestirildi. Daha sonra pargalanan dokular ependorf tiipleri igerisine alinarak kit
igerisinde bulunan Lysis Buffer’ dan 400 pul ayrica B-merkaptoetanol ve homojenat boncuklari
eklendi. Tiipler homojenizasyon cihazina konularak 5 dongii olacak sekilde 3000 rpm’de
homojenize edildi. Cihazdan cikarilan tiipler 25 dakika boyunca 13000 rpm’de +4 °C
sicaklikta santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant kisimlart 1,5 ml’lik ependorflara

aliarak pellet kismindan uzaklastirildi.

Tiipler icerisindeki siipernatant miktar1 kadar etanol eklenerek 10 saniye vorteksleme
islemi yapildi. Ardindan 700 pl kolona alinarak 2 dakika boyunca maksimum hizda santrifii
yapildi. Filtrede kalan RNA tutuldu geri kalan kisim uzaklagtirildi. 400 pl yikama tamponu-1
ve 500 pl yikama tamponu-2 kolona eklenerek 30 saniye maksimum hizda santrifiij islemleri
sirastyla gerceklestirildi. 200 pl yikama tamponu-2 daha eklenip 2 dakika santrifiyj islemi
yapilarak son yilkama islemi de tamamlanmis oldu. Kolonda tutunan RNA’lar1 yeni
epondorflara almak igin 50 pl eliisyon tamponu eklendi. 1 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye maksimum hizda santrifiij yapilarak RNA izolasyonu

gergeklestirildi.
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Elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik degerlerinin belirlenmesi

Kontrol olarak eliisyon tamponu kullanildi.  Elde edilen RNA’larin saflik ve

konsantrasyon Ol¢iimii Nanodrop cihazi ile gerceklestirildi. RNA Ornekleri -80 °C’ye
kaldirildu.

cDNA eldesi

cDNA eldesi iScript cODNA Synthesis (Bio-Rad) kiti ile gergeklestirildi. PCR tiipiiniin
igerisine;

e 4 ul 5x iScript Reaksiyon miks

e 1 uliScript Ters transkriptaz

e 3 ul RNA kalib1

e 12 ul Niikleazsiz su

eklenerek tiipiin igerisi total hacim 20 pl e tamamlandi. Daha sonra PCR tiipleri

SensoQuest Thermal Cycler cihazina aktarildi. Sicaklik ve siireleri;

e 25°C ’de 5 dakika
e 46°C’de 20 dakika
e 95°C’de 1 dakika

e 4°C’de oo olarak ayarlandi.

Sekil 8. Nanodropta RNA konsantrasyon dl¢timii

Elde edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyon 06l¢iimii Nanodrop cihazi ile

gerceklestirildi. cDNA 6rnekleri -20 °C’ye kaldirildi.
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Genlerin Primer Dizaym ve Real-Time PCR

Calismada Gapdh (Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz) housekeeping gen olarak
kullanildi. Sentebiolab Biokim firmasindan siparis edilen, 11-6, Casp3, Mmp2, NF-KJ3 ve Kim-
1 ve housekeeping gen olarak Gapdh primerleri kullanildi. Kullanilan primerler Tablo 6.

gosterilmistir.

Tablo 6. Calismada Kullanilan Genlere Yonelik Primer Dizileri

GEN (RAT) PRIMER DiZzZisi

1i-6 F: 5-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-¥’
R: 5-ACT GGT CTG TTG TGG GTG GT-3°

Gapdh F: 5-AAA CCC ATC ACC ATC TTC CA-¥
R: 5-ATA CTC AGC ACC AGC ATC ACC-¥

Casp3 F:5" AGG AGC AGT TTT GTG TGT GTG-3°
R:5"AGT TTC GGC TTT CCA GTC AG-3°

Mmp2 F:5- ACC ACG GAT CTG AGC AAT-3’
R: 5°-TAC TGG ACC CAC GCC TAC-¥

NF-kB F:5- TCT GCT TCC AGG TGA CAG TG-¥’
R:5- ATC TTG AGC TCG GCA GTG TT-¥

Kim-1 F:5- TGT ATT GTT GCC GAG TGG AG-3°
R:5°- TGT GGG TCT TGT TGG AGG A-3°

Real-time PCR (Bio-Rad) kiti ile gergeklestirildi. Her bir 6rnek i¢in 3 tekrar yapildi.

Tablo 7. Master Mix Igerigi

ICERIK MIKTAR
SYBR Green Mix 10 ul
Reverse primer 0,5 pl
Forward primer 0,5 pl
Niikleaz icermeyen su 7 ul
cDNA 2ul

Master mix olusturuldu ve her tiip i¢in 18 pl boyutunda ekleme yapildi. Daha sonra
mastermix eklenen tiiplere cDNA ornekleri 2°ser pl eklendi. Hazirlanan 6rnekler Rotor-Gene

PCR cihazina yerlestirilerek dongiiler su sekilde ayarlandi;
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Sekil 9. gPCR rotorlari

Tablo 8. Real-Time PCR

SICAKLIK SURE DONGU
50 °C 2 dakika (1 dongii)
95 °C 30 saniye (1 dongii)
95°C 5 saniye

60 °C 30 saniye (40 dongii)
72°C 20 saniye

Her bir gen i¢in biitiin basamaklar uygulanip sonuglar analiz edildi.

Istatistiksel Analizlerin Yapilmasi

Calismaya ait deneyler 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara
air degerlendirmeler icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey ¢oklu karsilastirma
testi uygulandi. Verilerin degerlendirmesi i¢cin GraphPad Prism version 8.0.2 paket programi
(GraphPad Software, San Diego, USA) kullanildi. Istatiksel 6nemlilik seviyeleri p>0,05 (ns;
onemsiz), p<0,05(*; 6nemli), p<0,01 (**; ¢ok Onemli), p<0,001 ve p<0,001 (*** ve ****;

yiiksek deredece 6nemli) olarak degerlendirildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Oksidatif Stres Degiskenleri

Calismamizin bu kisminda bobrek dokulari i¢in, Glutatyon (GSH), Interlkin-8 (I1L-8),
Stiperoksit dismutaz (SOD), Miyeloperoksidaz (MPO) Malondialdehit (MDA) ve Katalaz

(CAT) tayini yapilmstir.

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Calismada kullanilan tiim uygulama gruplarina ait dokular igin SOD degerleri (Sekil

10)’da gosterilmistir.

Bobrek-SOD
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Sekil 10. Kontrol ve uygulama gruplarma ait rat bobrek dokularindaki SOD enzim spesifik
aktivitesi

SOD enzim aktivitesinde kontrole kiyasla OA grubunun istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma oldugu gézlemlendi (p<0,001). Kontrol grubu ile HistOA grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05). Ancak tek basna OA
uygulamasina gore HistOA uygulamasi enzim aktivitesini kontrol grubuna yaklastirdig

gbzlemlenmistir (p<<0,001).

Miyeloperoksidaz (MPO)

Calismada kullanilan tim uygulama gruplarina ait dokular icin MPO degerleri (Sekil

11)’de gosterilmistir.
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Sekil 11. Kontrol ve uygulama gruplarina ait rat bobrek dokularindaki MPO enzim spesifik
aktivitesi

MPO enzim aktivitesinde kontrole kiyasla OA grubunun istatistiksel olarak anlaml
derecede artis oldugu gozlemlendi (p<0,001). Kontrol grubu ile His+OA grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05). Ancak tek basina OA
uygulamasina gore HistOA uygulamasi enzim aktivitesini kontrol grubuna yaklastirdig

gozlemlenmistir (p<0,01).

Malondialdehit (MDA)

Calismada kullanilan tiim uygulama gruplarina ait dokular igin MDA degerleri (Sekil
12)’de gosterilmistir.
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Sekil 12. Kontrol ve uygulama gruplarina ait rat bobrek dokularindaki MDA enzim spesifik
aktivitesi
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MDA enzim aktivitesinde kontrole kiyasla OA grubunun istatistiksel olarak anlamli
derecede artis oldugu gozlemlendi (p<0,01). Kontrol grubu ile His+OA grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05). Ancak tek basina OA
uygulamasina gére His+OA uygulamasi enzim aktivitesini kontrol grubuna yaklastirdig

gbzlemlenmistir (p<0,05).

Glutatyon (GSH)

Calismada kullanilan tiim uygulama gruplarina ait dokular icin GSH degerleri (Sekil
13)’de gosterilmistir.

Bobrek-GSH
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Sekil 13. Kontrol ve uygulama gruplarina ait rat bobrek dokularindaki GSH enzim spesifik
aktivitesi

GSH enzim aktivitesinde kontrole kiyasla OA grubunun istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma oldugu gozlemlendi (p<0,01). Kontrol grubu ile His+tOA grubu arasinda
uygulanan grupta bu etkinin anlamli derecede tersine c¢evrildigi anlasilmistir (p<0,001).
Ancak tek basma OA uygulamasina gore His+tOA uygulamasi enzim aktivitesini kontrol
grubuna yaklastirdigt hatta kontrolden daha fazla oranda GSH aktivitesi oldugu
gbzlemlenmistir (p<0,001).

Katalaz (CAT)

Calismada kullanilan tiim uygulama gruplarina ait dokular i¢in CAT degerleri (Sekil
14)’ de gosterilmistir.
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Bobrek-CAT
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Sekil 14. Kontrol ve uygulama gruplarina ait rat bobrek dokularindaki CAT enzim spesifik
aktivitesi

CAT enzim aktivitesinde kontrole kiyasla OA grubunun istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma oldugu gozlemlendi (p<0,01) . Kontrol grubu ile His+OA grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05) Ancak tek basina OA
uygulamasina gore HistOA uygulamasi enzim aktivitesini kontrol grubuna yaklastirdigi

gozlemlenmistir (p<0,001).

Dokusu icin Histopatolojik Bulgular

Olusturulan deney gruplarindan i¢in hemotoksilen-eozin (H&E) boyama teknigi ile
bobrek dokusu preparatlart hazirlandi ve goriintiileme islemi tamamlandi. Buna gére kontrol
grubundan alman dokularda patolojik bulguya gozlemlenmemistir ve (Sekil 15)’de

gosterilmistir.

Sekil 15. Bobrek kontrol grubu histoloji goriintiileri (normal histolojik yapisi, H&E, Bar:100
pm.)
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OA ile olusturulan ABH’l1 grup dokularindaki patolojik degerlendirme sonucunda
hiperemi, Bowman kapsiilinde dilatasyon ve Glomerulusta atrofi gibi 6nemli patolojik

bulgular gozlemlenmistir ve (Sekil 16)’de gosterilmistir.

Sekil 16. Bobrek OA grubu igin patolojik bulgular; kalin ok: Hiperemi ok basi: Dilatasyon
(Bowman kapsiiliinde), kare: Atrofi (Glomerulusta)

Deney hayvanlarinda olusturulan ABH’a kars1 koruyucu etki i¢in uygulanan hispidulin
OA grubunda goriillen patolojik bulgularin hispidulin uygulanan gruplarda goriilmedigi,
hipereminin ve dilatasyonun biiyiikk oranda azaldigi yapilan mikroskobik goriinteleme ile

(Sekil 17)’da agikga gosterilmistir.

Sekil 17. Bobrek HistOA grubu igin patolojik bulgular; kalin ok: Hiperemi ok basi:
Dilatasyon (Bowman kapsiiliinde)

Real-Time PCR (g-RT PCR) Kullamlarak Elde Edilen Genlerin Ekspresyon Diizeyleri

Calismada kullanilan Hispidulin maddesinin bdbrek dokusundaki etkilerini
gozlemlemek igin 11-6, Casp3, Kim-1, Mmp2, Nf-Kf8 genlerinin diizeyleri Real-Time PCR

yontemi kullanilarak dokular i¢in ayri ayri belirlenmistir.
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Sekil 18. IL-6’nin bobrek dokularinda q-RT PCR yontemi ile belirlenen gen ekspresyon
ifadeleri

IL-6 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, OA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak dnemli derecede artis oldugu gozlemlendi (p<0,001). Ayrica
OA uygulanan gruba gore HistOA kombinasyonu uygulanan grupta IL-6 mMRNA seviyesinde
istatistiki acidan olduk¢a 6nemli bir azalmanin meydana geldigi ve kontrol grubuna yaklastigi

gozlemlenmistir (p<0,001) ve (Sekil 18)’de gosterilmistir.
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Sekil 19. Casp3’iin bobrek dokularinda q-RT PCR yontemi ile belirlenen gen ekspresyon
ifadeleri

Casp3 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, OA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak dnemli derecede artis oldugu gézlemlendi (p<0,001). Ayrica
OA uygulanan gruba gore HistOA kombinasyonu uygulanan grupta Casp3 MRNA
seviyesinde istatistiki agidan 6nemli bir azalmanin meydana geldigi ve kontrol grubuna

yaklastig1 gozlemlenmistir (p<0,05) ve (Sekil 19)’da gosterilmistir.
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Sekil 20. Kim-1’in bobrek dokularinda q-RT PCR yontemi ile belirlenen gen ekspresyon
ifadeleri

Kim-1 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, OA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli derecede artis oldugu gbézlemlendi (p<0,001). Ayrica
OA uygulanan gruba gore HistOA kombinasyonu uygulanan grupta Kim-1 mRNA
seviyesinde istatistiki acidan olduk¢a Onemli bir azalmanin meydana geldigi ve kontrol

grubuna yaklastig1 gozlemlenmistir (p<0,001) ve (Sekil 20)’de gosterilmistir.
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Sekil 21. Mmp2’nin bobrek dokularinda g-RT PCR yontemi ile belirlenen gen ekspresyon
ifadeleri

Mmp2 geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, OA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli derecede artis oldugu goézlemlendi (p<0,001). Ayrica
OA uygulanan gruba gore HistOA kombinasyonu uygulanan grupta Mmp2 mRNA
seviyesinde istatistiki agidan Onemli bir azalmanin meydana geldigi ve kontrol grubuna

yaklastig1 gozlemlenmistir (p<0,05) ve (Sekil 21)’de gosterilmistir.
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Sekil 22. Nf-Kf3’nin bobrek dokularinda q-RT PCR yontemi ile belirlenen gen ekspresyon
ifadeleri

Nf-Kf geninin mRNA ifade seviyesi incelendiginde, OA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli derecede artis oldugu goézlemlendi (p<0,001). Ayrica
OA uygulanan gruba gore HistOA kombinasyonu uygulanan grupta Nf-Kf mMRNA
seviyesinde istatistiki agidan O6nemli bir azalmanin meydana geldigi ve kontrol grubuna

yaklastig1 gozlemlenmistir (p<0,05) ve (Sekil 22)’de gosterilmistir.

Hispidulin, hidrofobikligi nedeniyle cesitli biyolojik islevleri yerine getirmek ig¢in
hiicre zarlarina niifuz edebilen dogal bir flavonoiddir. Yapilan calismalarin artmasi ile
hispidulin'in antikanser, antioksidan, antiapoptotik, antitrombotik ve antiproliferatif etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Chaiprasongsuk et al. 2017; He et al. 2011; Kavvadias et al.
2004; Gao et al. 2015). Hispidulin'in, dncelikle niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2'nin
(Nrf2) aktivasyonu yoluyla antioksidan oOzelliklere sahip oldugu belirtilmistir
(Chaiprasongsuk et al. 2017). Yaptigimiz ¢alismada, SOD ve CAT antioksidan enzim
seviyelerinde, yapilan yiiksek doz OA uygulamasi ile beraber kontrol grubuna gore 6nemli bir
azalma goriilmiistiir. Ciinkii asir1 doz ile fosfolipidlerin parcalanmasi sonucu olusan oksidatif
stres bu durumu indiiklemis olabilir. Fakat hispidulinin verilmesiyle birlikte iki enzim
aktivitesi anlamli bir sekilde artis gOstermistir. 1ki enzim agisindan yaptigmiz
degerlendirmede, OA ile indiiklenen AAH’a bagl olusan ABH’da hispidulin 6nemli bir
koruyucu etki gostermistir. Wang ve ark. (2020)’lar1 tarafindan yapilan ¢alismada SOD
enzimi proteini olan SOD1 ekspresyonu hispidulin ile artarak ROS hasarina kars1 antioksidan
enzim savunma sisteminin islevini iyilestirmistir (Wang et al. 2020). Ayrica diger ¢alismada
endotoksin ile indiiklenen ABH’da inhibe olan SOD ve CAT enzim aktiviteleri hispidulin ile
tam tersine g¢evrilerek (Kim & Leem 2022) elde edilen sonuglar ¢alismamamizla paralellik

gostermistir.
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MDA, AAH ve asetaminofen kaynakli karaciger hasar1 gibi cesitli hastaliklarin
hayvan modellerine uyarlanarak  oksidatif stresin  degerlendirilmesinde  siklikla
kullanilmaktadir (Wang et al. 2021; Almatroodi et al. 2020). Calismamizda hispidulinin
tyilestirici etkisi, OA indiiksiyonu ile olusturulan AAH baglantili ABH’nda artis gosteren ve
hispidulin uygulamasi sonucu bir oksidatif stres biyobelirte¢i olan MDA seviyelerinin kontrol

grubu degerlerine yaklasmasi ile agikca belirtilmistir.

Yapilan oOnceki ¢alismalarda hasarli bdbrek dokularinda artmis glomeriiler
proliferasyon, glomeriiler duvarda dejenerasyon, mezangial matriks, tiibiiler dilatasyon ve
hiicre ayrilmasi gibi patolojik bulgular bildirilmistir (Zhang et al. 2019, Kim & Leem 2022).
Liu ve arkadaslarinin (2013) domuz yavrulart ile yaptigi ¢aligmada, bobrek dokusu iizerinde
oleik asit tiibiil zarlarinda pul benzeri dokiilme, inflamatuar infiltrasyon ve tiibiillerde
genisleme gozlendigini bildirmistir. Calismamizda ise OA grubunda patolojik bulgu olarak
hiperemi, Bowman kapsiiliinde dilatasyon ve glomeriilusta atrofiye rastlandi. OA grubu,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda onemli farkliliklarin oldugu goriildii. Farkliliklarin
gbzlenmesi olusturulmaya c¢alisilan bobrek hasart modelinin basarili oldugunun bir kanitidir.
Ayrica His+OA grubunda OA’nin neden oldugu patolojik bulgularda azalma goriildii ve bu
sonuca bagl olarak koruyucu amacl verilen hispiludinin etkili oldugu anlasildi. Yaptigimiz
calismada, GSH nonenzimatik antioksidan enzim seviyelerinde, yapilan yiiksek doz OA
uygulamasi ile beraber kontrol grubuna gore 6nemli bir azalma goriilmiistiir. Ciinkii asir1 doz
ile GPx’in katalitik etkisi lipit peroksitleri ve H202’yi detoksifiye edememis ve bdylece hiicre
zarinda bulunan fosfolipidlerin pargalanmasi sonucu olusan oksidatif stres bu durumu
indiiklemis olabilir. Hispidulinin verilmesiyle birlikte GSH enzim aktivitesinde kontrol ve OA
(hasta grup) grubuyla karsilastirildiginda anlamli derece de artis gostermistir. Bu da OA ile
indiiklenen akut akciger hasarina (AAH) bagli olusan akut bobrek hasarinda (ABH) hispidulin
onemli bir koruyucu etki gosterdigi ortaya cikarmistir. GSH, hiicreleri oksidatif hiicresel
hasardan koruyan endojen bir antioksidandir. Kim ve Lim (2022) tarafindan yapilan
calismada, hispidulinin farelerde endotoksin kaynakli akut bobrek hasarmi iyilestirdigini,
enflamasyonu azaltmis ve ROS hasarina kars1 antioksidan enzim savunma sisteminin iglevini
tyilestirmistir (Kim and Lim, 2022). Ferrandiz ve ark. (2004)’lar1 tarafindan yapilan
calismada hispidulin'in (6-metoksi-5,7,4'-trihidroksiflavon) farelerde bromobenzen kaynakli
hepatotoksisite tizerindeki etkileri arastirilmis ve hepatotoksisite iizerinde tedavi edici etkisi
oldugu gosterilmistir. Bu da hispudilin’in antioksidan 6zellikleriyle iliskili olabilir (Ferrandiz
et al.1994). Ratlarda bobrek iskemi perfiizyon ile olusturulan bobrek hasarinda flavonoid

icerigi bakimmdan zengin Rosa laevigata Michx meyvesinden elde edilen ekstrakstin
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oksidatif stres (MDA, SOD ve GSH) ve enflamasyonu bastirma yoluyla renal iskemi-

reperfiizyon hasar1 tizerinde koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Zhao et al. 2016).

Flavonoidlerin miyeloperoksidaz, aldoz rediiktaz, protein kinaz, fosfolipaz, NADPH
oksidaz ve lipooksijenaz, katalaz gibi enzimlerin aktivitesini etkiledigi bilinmektedir (Isik,
2022). Bu enzimlerden biri olan miyeloperoksidaz, l6kositlerde yiiksek miktarlarda ROS’a
yanit olarak iiretilen katalitik aktivite gdsteren lizozomal bir enzimdir (Tay, 2011). Gu ve ark.
(2011)’lan tarafindan yapilan calismada, a-45 dakikalik renal iskemi ve ardindan 6 saatlik
reperfiizyonun sicanlarda 6nemli akciger yaralanmalarina ve artmis MPO aktivitesine neden
oldugunu gostermislerdir (Gu et al. 2011). OA ile indiiklenen akut akciger hasarma (AAH)
bagli olusan akut bobrek hasarinda elde ettigimiz MPO enzim miktarmin kontrol grubuna
gore arttigini, OA+His grubunun ise OA grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi tespit
edilmistir. Hispudilin’in bobrek hasarina karst koruyucu etkili oldugunu soyleyebiliriz. Akut
iskemik inmeli hastalarin plazmalariyla yapilan bir c¢alismada, hastalarin plazmalarinda
miyeloperoksidaz enzim miktarlarinin normal seviyenin iizerinde bulundugu, bununda
hastalikla iliskili oldugu tespit edilmistir (Tay, 2011). Bu sonuglar onceki g¢aligmalarla
uyumludur. ROS'un I/R islemi sirasinda oksidatif stresi baslatmada énemli bir rolii oldugu
bilinmektedir (Walker et al. 2001). SOD ve GSH gibi enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar tarafindan detoksifiye edilirler (Ighodaro & Akinloye, 2018) MPO bdbrekte
iskemi-reperflizyon kosullarinda nétrofil birikiminin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir
(Chatterjee ve ark. 2005). Aksakal ve ark. (2020)’lar1 tarafindan ratlar ile yapilan ¢aligmada,
renal iskemi-reperfiizyonun neden oldugu uzak organ hasarinda umbelliferonun 6n tedavisi,
siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH), seviyelerini arttirmis, MDA ve MPO
seviyelerini diistirmiistiir. Bu da oksidatif stresi baskilayarak ve inflamatuar yanitlar1 modiile
ederek renal I/R tarafindan indiiklenen uzak organda umbelliferon ile iyilestirilmis hasarlarin
On tedavisinin yapildigint gostermistir (Aksakal et al. 2021). Yaptigimiz ¢alismada oleik asite
bagli dolayli olarak olusan akut bobrek hasarina karsi hispidulinin antagonistik etkisi
arastirildi. Asirt doz oleik asitin, toksik etkisini diisiirmek i¢in yapilan hispidulinin ¢alisma
sayist oldukea kisithidir. Flavonoid kullanilarak olusturulan deneysel modellerde maruziyetten
kaynaklanan toksisite, molekiiler bobrek hasar1 belirtecleri, antioksidan sistem bilesenleri,
anahtar rejeneratif ve transkripsiyon faktorleri ve major inflamatuar ve apoptotik sistemlerin
tiyeleri incelenerek degerlendirildi (Yesilkent & Ceylan 2022). Ayrica parametreler
incelenerek hispidulinin koruyucu mekanizmasi aydinlatilmaya calisilmistir. Enflamasyon,
viicudun belirli bir boliimiiniin enfeksiyona ve yaralanmaya sisme, kizariklik ve agri gibi
durumlarla verdigi yanittir. Bu patolojide ¢ok 6nemli bir siiregtir. Doku yapisini ve islevini

eski haline getirmedeki temel rolii nedeniyle, hiicresel homeostazda onemli bir yanittir
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(Hannoodee & Nasuruddin 2021). Enflamasyon, yerlesik hiicrelerin, ¢6ziliniir aracilarin ve
hiicre dig1 matris molekiillerinin etkilesimini igerir. Basarili bir inflamatuar yanit1 takiben,
zararli uyaranlar uzaklastirilir ve fizyolojik fonksiyonlar normale doner. Hatali inflamatuar
yanitlar morbiditeye yol agabilir ve yasam siiresini olumsuz etkileyebilir (Tasneem et al.
2019). Inflamasyonun akut bobrek hasar1 patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadif
bilinmektedir. Nétrofiller, makrofajlar, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve lenfositler gibi l6kositler
hasarli bobrege sizar. Yaralanma, sitokinler ve kemokinler gibi enflamatuar mediatorlerin
olusumunu indiikler, bu nedenle inflamasyonun AKI'nin ilk ve uzun vadeli asamalarinda
onemli bir rol oynadig: bilinmektedir (Akcay et al. 2009). Nf-KB’nin (Sekil 22) 11-6, 11-8, 1I-1
gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretiminde, rol alir (Liu et al. 2017). 11-6, enfeksiyoz ve
otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli enflamatuar hastaliklarda araci gorevi goriir. Bagisiklik ve
sinir sistemlerinin diizenlenmesinde genis biyolojik etkileri olan proinflamatuar bir sitokindir
(Lago et al. 2008). 11-6 sonuglar1 incelendiginde kontrol grubuna kiyasla OA grubunda 6nemli
oranda bir artis gozlenmistir. Ancak koruyucu amacli verilen hispidulin bu artis1 tersine
cevirdi (Sekil 18). Bobrek hasarini takiben apoptoz hizi, kaspaz ekspresyonu ve fonksiyonu
esas olarak Onceden olusturulmus proteinler araciligiyla gerceklestirilir. Bununla birlikte,
bobrek hasarinda kaspazlar 3 ve 8 i¢in genler asir1 eksprese edilir. Ornek ¢alisma, kaspaz 3 ve
8'in asag1 regiilasyonunun bobrek hasar1 lizerinde gliglii bir pozitif etkiye sahip oldugunu
gosterdi (Zhang et al. 2006). Bu bilgiler géz oniinde bulunduruldugunda sonuglarimiz
neticesinde OA grubunda asir1 eksprese olan kaspaz 3’ii kombine grupta uyguladigimiz
hispidulin maddesi tekrar kontrol grubuna yaklastirarak (Sekil 19) bozulan hiicresel dengenin
tekrardan normallesebilecegi kanitlanmistir. Bobrek hasarinda hassas ve gilivenilir olan Kim-
1, hasarin olusumunu goézlemlemek amaciyla bir¢ok arastirmaci tarafindan caligmalarda
biyobelirte¢ olarak kullanilmigtir. ABH hastalarindan alinan biyopsi 6rnekleri incelendiginde
Kim-1 ekspresyon diizeylerinin ¢alismamizla paralel olarak arttigi (Sekil 20) gosterildi (Tian
et al. 2017). Matris metaloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dis1 matrisin yenilenmesinden ve
biyoaktif proteinlerin par¢alanmasindan sorumlu ¢inko bagimli proteazlarin bir ailesidir. Bu
aile kollajenazlari, jelatinazlari, stromelisinleri ve membran tipi matriks metaloproteinazlari
igerir. Son zamanlarda MMP'lerin, 6zellikle jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9), merkezi sinir
sistemi, kalp, karaciger, akciger ve diger dokular dahil olmak iizere birgok organda akut
bobrek hasarinin patofizyolojisinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Bobrekte, c¢ok sayida
calisma, MMP-2 ve MMP-9'un bobrek hasari modeli olusturulduktan sonra yukari dogru
diizenlendigini ve MMP aktivasyonunun renal mikrovaskiiler gegirgenligi diizenledigini

gostermistir (Kunugi et al. 2011; Mathalone et al. 2007). Yapilan galigsmalara paralel olarak
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hasar olusturdugumuz grupta Mmp2 ekspresyon seviyesi artis gosterirken kombine

grubumuzda 6nemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 21).

34



SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizin sonucunda oleik asidin, akut bobrek hasari olan siganlarda yaralanma
indiikleyici olarak kullanildigi, oksidan ve antioksidatif dengeyi bozarak doku hasarina neden
oldugu ve inflamatuar mediyator diizeylerini artirarak renal doku disfonksiyonuna neden

oldugu belirlendi.

Yukaridaki parametreleri ortadan kaldirmak i¢in, akut bobrek hasarinda bir
nefroprotektan olarak hispidulin kullanimimiz, enflamasyonu, oksidatif stresi ve tiibiiler hiicre
6liimiinii inhibe ederek bobrek hasarini hafifletmek i¢in alternatif, genel ve etkili bir yaklasim

olarak kabul edilir.

Bununla birlikte, bu bilesigin etki mekanizmasini aydinlatmak i¢in daha fazla

calismaya ihtiyag¢ vardir.
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