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OZET

Deneysel Bobrek iskemi/Reperfiizyon Hasar1 Olusturulan Sicanlarda

Myrtenal’in Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Akut bobrek hasar, yogun bakim {initelerinde ve vaskiiler cerrahi
operasyonlarda yiiksek mortaliteye sebep olan, bobreklerde cok cesitli fonksiyonel
degisikliklere neden olan heterojen bir sendromdur. Myrtenalin (Myrt) ¢esitli organ
hasarlar1 iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu ¢alisma, Myrt’nin renal I/R
hasar1 lizerindeki etkilerini biyokimyasal ve histolojik diizeyde arastirmak ve anlamak
icin gerceklestirilmigtir.

Materyal ve metot: Calismada 40 adet erkek Sprague Dawley ki sigan
kullanilmistir (n=10). 1. gruptaki hayvanlar sham grubu olup klempleme yapilmamustir.
2. gruptaki hayvanlara 45 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon saglanmistir. 3. ve 4.
gruptaki hayvanlara 9 giin boyunca Myrt’nin iki farkli dozu (40-80 mg/kg) intraperitonal
olarak uygulanmis akabinde 45 dakika iskemi ve 24 saat reperfiizyon saglanmistir.
Deney bitiminde hayvanlar dekapite edilerek kan ve bobrek dokulari histolojik ve
biyokimyasal analizler i¢in alimmustir. Bobrek hasar belirtegleri KIM-1, NGAL;
inflamasyon belirtegleri IL-1B ve TNF-a seviyeleri ELISA yontemiyle; hiicre hasari
seviyesi histopatolojik olarak, apoptotik belirte¢lerinden kaspaz-3 reaktivitesi
immunohistokimyasal yontemle, oksidatif stres parametrelerinden MDA, SOD, CAT ve
GSH seviyeleri biyokimyasal yontemlerle incelenmistir.

Bulgular: I/R grubundaki serum 6rneklerindeki BUN ve kreatin seviyelerinin
sham grubuna kiyasla belirgin bir artis gosterdigi ve bu artisin Myrt uygulamasi ile
azaldig1 gozlemlendi (p<0.05). Ayrica, iskemiye bagli olarak bobrek dokusunda MDA,
KIM-1, NGAL diizeylerinin arttig1 belirlendi (p<0.05); Myrt uygulamasiin ise bu
belirtegleri diisiirdiigii tespit edildi (p<0.05). I/R sonucu azalan GSH seviyesi ile birlikte
SOD ve CAT enzim aktivitelerinin Myrt uygulamasi ile arttig1 belirlendi (p<0.05).
Histolojik analizler, Myrt’'nin bobrek hasarimi ve Kaspaz-3 immunreaktivitesini
azalttigin ortaya koydu (p<0.05).

Sonug¢: Sonug olarak, Myrt’nin iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyucu bir
rol oynadig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, apoptoz, oksitadif stres, myrtenal, inflamasyon
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ABSTRACT

Investigation of The Effects Of Myrtenal in Rats with Experimental Renal
Ischaemia/Reperfusion Injury

Aim: Acute kidney injury (AKI) is a heterogeneous syndrome that causes a
wide range of functional changes in the kidneys, leading to high mortality in intensive
care units and vascular surgical operations. Investigations have shown that Myrtenal
(Myrt) is known to have positive effects on various organ damages. This study aimed
to investigate the effects of Myrt on renal I/R injury biochemically and histologically.

Material and method: Forty male Sprague-Dawley rats (n=10) were used in
the study. The sham group (Group 1) clamping wasn’t performed., while Group 2 was
subjected to 45 minutes of ischemia and 24 hours of reperfusion. In groups 3 and 4,
Myrt was administered intraperitoneally at two different doses (40-80 mg/kg) for 9
days, followed by 45 minutes of ischemia and 24 hours of reperfusion. At the end of
the experiment, the animals were decapitated and blood and kidney tissues were
collected for histological and biochemical analyses. The study examined kidney
damage markers, including KIM-1, and NGAL, as well as inflammation markers IL-
1B and TNF-a levels using the ELISA method. Cell damage levels and caspase-3
reactivity were examined histologically. Additionally, oxidative stress parameters,
including MDA, SOD, CAT, and GSH levels, were examined using biochemical
methods.

Results: Serum samples from the I/R group showed a significant increase in
BUN and creatine levels compared to the sham group. This increase was significantly
decreased by Myrt administration (p<0.05). Additionally, kidney tissue analysis
revealed increased levels of MDA, KIM-1, and NGAL due to ischaemia (p<0.05).
However, Myrt administration significantly decreased these markers (p<0.05). It was
found that the administration of Myrt resulted in increased SOD and CAT enzyme
activities, as well as a decrease in GSH levels due to I/R (p<0.05). Histological analysis
showed that Myrt significantly reduced renal tissue damage and caspase-3
immunoreactivity (p<0.05).

Conclusion: In conclusion, Myrt has a protective effect against ischaemia-
reperfusion injury.

Keywords: Kidney, apoptosis, oxidative stress, myrtenal, inflammation
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1. GIRIS

Akut bobrek hasar1 (ABH), genellikle oligiiri ile karakterize olan, bobregin
bosaltim fonksiyonlarinin aniden kayb1 sonucu ortaya ¢ikan, coklu organ disfonksiyonu
ile iligkilendirilen bir sendromdur (1). Bu sendrom, hastanede kalis siiresinin artmasiyla
dogru orantili olarak yiliksek mortalite oranlarina sahiptir (2). ABH diinya genelinde her
y1l yaklasik 13,5 milyon bireyi etkileyerek neredeyse 1,7 milyon 6liime yol agmaktadir
(3). ABH, vaskiiler cerrahi ve bobrek nakil operasyonlarina eslik eder (4) ve yatan
hastalar ile yogun bakimdaki hastalarda dnemli bir komplikasyon olarak gozlemlenebilir.
Ayrica, yogun bakimda kayiplarin énemli bir boliimiinden sorumludur (5). Bu hastaligi
atlatan bireylerde, ilerleyen donemlerde kronik bobrek yetmezligi riski oldukca yiiksektir
(6).

ABH'nin gelisiminde rol oynayan iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, kompleks bir
patofizyolojiye sahiptir (7). Iskemi sonrasi hiicre hasari, reperfiizyon sonrasinda iskemik
dokudan iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) nedeniyle artmaktadir (8). ROS, esas olarak
endojen biyolojik sistemlerde NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve mitokondriyal
elektron tasima zinciri yoluyla olan serbest radikallerden iiretilir. I/R, dokularda oksidatif
strese neden olarak ROS gibi serbest radikallerinin iiretimi yoluyla hasara yol agmaktadir.
Artan ROS hiicresel yikima neden olarak lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit
(MDA) salimimina yol acar (9). Renal dokuda, ROS'a kars1 korunmak amaciyla tiim
hiicreler aktif olarak glutatyon peroksidaz (GSHx), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi endojen radikal siipiiriiciileri i¢eren antioksidan enzimleri salgilarlar. Ancak,
I/R sirasinda antioksidanlarin hasara karsi koyma yetenegi azalir. I/R'min ardindan
oksidan antioksidan dengenin bozulmasi ve DNA hasarinin olusmasi apoptotik siireci
baslatir (10). Bu siiregte, renal I/R hasarmin temel belirteglerinden biri olan kaspazlarin
aktivitesi artar (11). Renal I/R'nin ardindan, ROS olusumuyla birlikte nekrotik hiicrelerin
artig1, inflamatuar yaniti tetikler ve proinflamatuar sitokinlerin aktive oldugu bir kaskad1
baglatir (12). Aktive makrofajlar da renal hasarin ardindan devreye girer ve TNF-a, IL-
1B ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri serbest birakir (13). Bu sitokinler, nétrofillerin,
monositlerin ve T hiicrelerinin hasarli bélgeye sizmasi yoluyla inflamasyonu gii¢lendirir
(14)

Su ana kadar ABH i¢in etkili bir tedavi stratejisi belirlenmemistir ve mevcut tedavi

siirecleri genellikle palyatif niteliktedir (15). Bu nedenle, oksidatif stres, apoptozis ve

1



inflamasyonu azaltma amaci giiden tedavi stratejilerinin gelistirilmesi, mortaliteyi
simirlamak ve muhtemel komplikasyonlar1 6nlemek adina ABH tedavisinde kritik bir
adim olusturabilecektir.

Dogal iirlin ve/veya dogal iirlin molekiilleri, ilag kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli
bir rol oynar. Son 30 yilda onaylanmis ilaglarin yaklasik %50'si dogrudan veya dolayli
olarak dogal {irlinlerden olusur (16). Myrtenal (Myrt); okaliptiis, nane, biber ve kimyon
gibi bir¢ok bitki tiirliniin ucucu yaglarinda bulunan terpenoidlerden tiiretilen bir
monoterpen c¢esitidir (17, 18). Artan sayidaki calisma Myrt’nin antiinflamatuar,
antidiyabetik, antioksidan, analjezik ve antikanserojen 6zelliklerini iyi tantmlamistir (19).
Literatiirde Myrt’nin bobrek I/R hasarina etkisi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamuistir.
Myrt’nin, antiinflamatuvar, antioksidatif 6zellik géstermesi renal I/R hasarinda koruyucu
etkisi olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bu caligma sigcanlarda deneysel olarak olusturulan bobrek I/R hasarinda Myrt’nin

etkilerini aragtirmay1 amaglamistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Yapisi

Bobrekler, retroperitoneal alanda, periton boslugunun dis sinirlarinda, karin arka
duvarinda konumlanmis olup, her biri yetiskin bir bireyde yaklagik 150 gram
agirhigindadir. Bobrekler; vaskiiler ve sinirsel yapilari igeren hilum adi verilen bir bolgeye
sahiptir. Bu bolgede iiretilen idrarin lireterlerden mesaneye iletilmeden dnceki bolge olan
pelvis renalis de bulunur (20).

Bobreklerde uzun ekseni boyunca boydan boya uzanan yapisal bir boliinme
gortliir; bu bolgeler dista yer alan korteks ve i¢ kisminda medulla adini alan iki temel
bolgedir. Bobrek medullasinda, bobrek piramitleri olarak isimlendirilen konik yapilara
rastlanir. Bu piramitik yapilar, baslangicta korteks ve medulla arasinda yer alan bir
tabanla karakterize edilir ve anatomik yapinin iist noktasindan agagiya dogru uzanarak,
ireterin iist ucuyla birlesen bir papillada sonlanir.

Renal pelvis, {lreterin iist alanindan baslayarak idrar1 pelvik boslugundan
mesaneye tagiyan bir yapiy1 kapsar. Renal pelvis, major kaliks olarak isimlendirilen 2-3
ayr1 bolgeye ayrilir. Major kaliksler ise, idrarin papilladan tliremesi ve taginmasi
stirecinde temel bir organizasyonu temsil eder, bu yapilar papilladan kaynaklanan idrarin
sistemik bir diizene gore boliinerek aktarilmasinda ara baglanti islevini yerine getiren
mindr kalikslere ayrilir. Bu yapilar, pelvis ve iireterin duvarlarinda bulunan diiz kas
dokusu tarafindan desteklenir. Bu kaslarin koordineli kasilmasi, idrarin mesaneye diizenli

bir sekilde iletilmesini saglar (21)
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Sekil 2. 1. Bobregin Yapis1 (21)



2.1.1. Nefronlar

Her bir bobrekteki yaklagik bir milyon nefron, bobreklerin karmasik islevselligini
saglayan temel yap1 taslanidir (Sekil 2.2.). Ancak; bobrek hasarina yol agan patolojik
durumlar ve yaslanma ile nefron sayisinda azalmalar meydana gelir. Ozellikle 40
yasindan sonra, nefronlarin sayisinda kademeli bir diisiis gozlemlenir. Nefronlar,
glomeriilusten siiziilen filtratin uzun bir tiibiil boyunca idrara doniistiigii karmasik bir

diizenleme mekanizmasini igerir (22)
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Sekil 2. 2. Nefron yapis1 (21)

Bobreklerde iki farkli tipte nefron bulunmaktadir, bunlar korteks nefronlar1 ve
jukstamedullar nefronlardir. Korteks nefronlari, glomeriilii korteksin dis kisminda
bulunan nefronlardir ve bunlarin henle kulplar1 kisa mesafeye iner. Diger bir tip olan
jukstamedullar nefronlar ise glomertilleri korteksin nispeten daha derin kisminda bulunur
ve henle kivrimlart ¢cok uzun bir mesafeye inerek medullanin derinliklerine kadar uzanir.
Bu nefron tiplerinin anatomik farkliliklari, bobreklerin idrar olusum siireglerindeki
cesitliligi yansitarak homeostatik dengeyi destekler (21). Farkli nefron tipleri Sekil 2.3.

te sematize edilmistir
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Sekil 2. 3. Jukstamediiller ve kortikal nefron yapis1 (21)

Nefronda siiziilmeyi saglayan temel yapilar glomeriillerdir. Glomeriil kapiller agi,
diger kapiller sistemlerle kiyaslandiginda daha yiiksek bir hidrostatik basinca (60 mmHg)
sahip bir yapidir. Bu 6zel kapiller ag, epitel hiicreleriyle ortiiliidiir ve sikica sarilan
glomeriil Bowman kapsiilii tarafindan ¢evrelenmistir. Filtrelenen s1vi, 6ncelikle Bowman
kapsiiliiniin i¢ine, ardindan proksimal tiibiil icine yonlendirilir. Bu noktadan itibaren sivi,
henle kivrimina dogru ilerler; henlenin inen ve ¢ikan kollar araciligiyla sivi, kortekse ve
medullaya yonlendirilir. Henle kivriminin ¢ikan kolunun sonundaki 6zellesmis epitel
hiicreleri ile olugsan bolgeye "makula densa" adi verilir (Sekil 2.4). Bu yapi, bobrek
fonksiyonlariin 6zenle diizenlendigi filtreleme ve idrar olusturma siireclerinde hayati bir

rol oynamaktadir (21)
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Sekil 2. 4. Makula densa yapis1 (21)
2.1.2. Bobregin Kanlanmasi

Bobregin kan akimi, genellikle kalp debisinin yaklagik %22'sini olusturur ve
dakikada 1100 ml civarindadir. Bobrek arteri, hilum bolgesinden girer ve ardindan
interlober, arkuat, interlobiiler (radyal) arterler ve afferent arteriyollere dallanir. Afferent
arteriyoller, glomeriil kapillerlerini olusturarak, plazma proteinleri disinda su ve diger
maddelerin yogun bir sekilde filtre edildigi noktay: temsil eder. Bu, idrar olusumunun
baslangi¢ noktasidir (Sekil 2.5.).

Bobrekteki kan dolasimu, iki farkli kapiler yatagi iceren 6zel bir dolagim sistemini
kapsar. Glomertil kapillerlerinin distal ucu, efferent arteriyol ile birleserek, peritiibiiler
kapillerler ad1 verilen ikinci bir kapiller ag1 olusturur. Bu kompleks diizenleme, bobregin
gorevlerini etkili bir sekilde yerine getirebilmesi i¢in kan akimini hassas bir sekilde

diizenlenmesini saglar (21).
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2.2. Bobrek Fonksiyonlari

Bobrekler, viicutta gergeklesen metabolik siireclerin bir yan {iriinii olarak olusan
atiklar1 temizleme gorevini listlenen hayati organlardir. Ayn1 zamanda, viicut sivilarinin
hacmi ve bilesimini kontrol etme fonksiyonunu da yerine getirirler. Bobrekler, plazmay1
stizerek olusan filtrattan viicudun ihtiyacina uygun maddeleri geri emer ve bu siire¢
sayesinde viicut i¢in 6nemli olan maddelerin kana geri verilmesini saglarken, istenmeyen
zararli maddeleri ise idrar yoluyla atar.

Bununla birlikte, bobreklerin sadece atik temizleme islevi yoktur; ayni1 zamanda

bir dizi 6nemli regulator islevi de vardir. Bu fonksiyonlardan bazilar1 sunlardir:



1. Asit-Baz Denge Diizenlemesi: Bobrekler, viicuttaki asit-baz dengesini
diizenleyerek pH seviyelerini optimal bir dengede tutar.

2. Eritrosit Yapiminin Diizenlenmesi: Eritropoetin salgilayarak, eritrositlerin
tiretimini diizenler.

3. Arteryel Kan Basincinin Diizenlenmesi: Bobrekler, kan basincint kontrol
ederek viicuttaki dolasimin stabilitesini saglar.

4. Hormon Salgilanmasi ve Metabolizma: Bobrekler, baz1 hormonlarin {iretimine
katkida bulunur ve bu hormonlar1 metabolize ederek atar.

5. Glikoneogenez: Uzun siireli aclik durumlarinda, bobrekler aminoasitlerden

glikoz sentezleyerek enerji tiretimine katkida bulunur (23).
2.3. Bobrek Fonksiyonunu Degerlendirmede Kullanilan Kavramlar

2.3.1. Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 (GFR)

GFR birim zamanda glomeriilden Bowman kapsiiliine siiziilen sivi miktarini ifade
eder. Bu parametre, bobregin klinik durumunu gosterir ve bobrek hastaligi gibi
durumlarda hastalik siirecini yonlendirmede o6nemli bir Olgiidiir. GFR genellikle
miyositlerin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan bir biomarker olan kreatininden tiiretilir.
Normal bobrek fonksiyonlarinda, kreatinin kandan siiziilerek idrar yoluyla atilir. Ancak,
bobrek fonksiyonlart bozuldugunda, serum kreatinin diizeyinde artig goriiliir. GFR'nin
tahmini i¢in 24 saatlik idrardaki kreatinin miktar1 ve inulin klirensi testi gibi yontemler
kullanilir. Bu yontemler, bobrek fonksiyonlarin1 daha detayli bir sekilde degerlendirmek
adina kapsamli bir perspektif sunar. 24 saatlik idrar siirecinde atilan kreatinin miktar1 ve
inulin klirensi testiyle belirlenen 6zel bir maddenin bobrekler tarafindan temizlenme hizi
gibi faktorler, GFR'nin daha derinlemesine incelenmesine olanak tanir. Bu kompleks
analizler, bobrek fonksiyonlarindaki degisiklikleri tespit etmek ve anlamak i¢in daha

sofistike bir degerlendirme saglar (24).

2.3.2. Ure

Ure, protein metabolizmas1 sonucu karacigerde sentezlenen ve amonyaktan
tiiretilen 60 dalton molekiil agirligina sahip bir metabolittir. Bu organik bilesenin klinik
Olclimii, kan iire azotu degerini belirlemek amaciyla, iire i¢indeki nitrojenin laboratuvar
ortaminda Olcililmesiyle gergeklesir. Karacigerin iire sentezi, protein metabolizmasinin

sonucu olarak gergeklesir ve bu siireg, BUN seviyelerindeki degisiklikleri yansitan bir



indikator olarak kullanilir. Bobreklerdeki tiibiiler reabsorbsiyon, {irenin kan
dolasimindaki seviyelerinde fonksiyonel degisikliklere neden olabilir. Ancak, bobrek
fonksiyonlarinda herhangi bir bozukluk olmadan, kandaki BUN seviyelerinde degisimler
gozlemlenebilir. Ornegin, protein alimmin artis1 veya gastrointestinal sistemde
hastaliklari, kandaki BUN seviyelerinin yiikselmesine yol agabilir. Protein eksikligine
sebep olan hastaliklar ve karaciger yetmezligi gibi patolojik kosullarda kandaki BUN
seviyelerinin azalmasina neden olur. Bu durumlarda, karacigerin iire sentez kapasitesi
etkilenir ve BUN seviyesi azalir. Serumdaki BUN’un referans araligi 5-20 mg/dl veya

1.8-7.1 mmol olarak kabul edilir (25).

2.3.3. Serum Kreatinin

Kreatininin iretimi kas hiicrelerinde kreatin’in, kreatinin kinaz enzimi tarafindan
enzimatik olmayan bir sekilde anhidrasyonu ile gergeklesir (26). Kas yikimi sonucunda
kan dolasimina gegen kreatininin, eliminasyonu bdbrekler tarafindan yapilir. Kreatinin
diisiik molekiiler agirliga sahiptir ve albiimine bagli degildir. Bu 6zellik, kreatininin
glomertillerden serbestce siizlilmesine ve renal filtrasyon sirasinda engellenmeden
gecisine olanak tanir (27). Kreatininin diisiik molekiiler agirligi, GFR belirlenmesinde
onemli bir faktordiir. Serbest formdaki kreatinin, bobreklerin ultrafiltrasyon siirecinden
etkili bir sekilde gecer ve idrar yoluyla atilir. Giinliik iiretilen kreatinin miktar1 kas
kiitlesine baglidir. Bu nedenle, erkek ve kadinlar arasinda kreatinin araliklarinda farklilik
vardir; cocuklarda ve kas kiitlesi azalmis olanlarda kreatinin degerleri daha diisiiktiir.
Diyet de kreatinin degerlerini etkiler. Kreatinin, kirmizi et alimindan sonra %30'a kadar
degisebilir. Gebelikte GFR arttigindan, daha diisiik kreatinin degerleri bulunur. Ayrica,
serum kreatinin degeri bobrek yetmezliginin ge¢ bir gostergesidir; serum kreatinin

degerinde bir artis gézlenmeden 6nce bobrek fonksiyonu %50 oraninda azalabilir (25).
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Sekil 2. 6. GFR oranina gore serum kreatinin ve BUN diizeyleri.

2.4. Akut Bobrek Hasari

ABH, glomeriiler filtrasyon hizinda ani (saatler ila giinler i¢inde) diisiis olarak
tanimlanir (28). ABH, diinya ¢apinda yaygin bir hastaliktir ve her yil yaklasik 13
milyondan fazla insani etkiler (29). ABH etkili bir tedavi veya Onleyici yontem
olmaksizin kritik bir sorun olmaya devam etmektedir. ABH yogun bakim {iinitesindeki
hastalarin neredeyse %50'sini etkilemektedir (30). Diyaliz gerektiren ABH hastalarinda
ise mortalite oran1 oldukga ytiksektir (>%50) (31). Epidemiyolojik ¢aligmalar, ABH'nin
siklikla kronik bobrek hastaligina doniistiigiinii ve son donem bobrek hastaligi i¢in 6nemli
bir risk faktorii oldugunu gdstermistir (32). Amerika Birlesik Devletleri'nde ABH ile ilgili
tahmini yatan hasta maliyeti yillik 10 milyar dolardan fazladir (33). Yapilan ¢aligmalar
ABH’nin goriilen en sik nedeni olarak iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarin1 gostermektedir
(34). Bu hasarin patofizyolojik siireci olduk¢a kompleks olmasina ragmen, elde edilen
kanitlar oksidatif stresin renal I/R patolojisinde kritik bir rol oynayarak apoptoz ve

inflamasyon gibi bir¢ok yikici kaskadi aktive ettigini ortaya koymaktadir (35).
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2.4.1. Bobrek Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

2.4.2. iskemi Hasar1

I/R hasarmin altinda yatan patolojik siire¢ olduk¢a karmasiktir. Iskemi sirasinda
doku perfiizyonun kesilmesi ile hiicre metabolizmasi aerobikten anaerobige degisir.
Bdylece hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) sentezi azalir (36). ATP'nin azalmasi, hiicre
icinde bir dizi sistemi etkiler. Hiicredeki ATP azalmas, hiicre zarindaki Na/K'/ATPaz
pompasinin aktivitesini azaltarak, hiicre i¢inde Na® ve Ca™ birikimine sebep olur.
Iyonlarin artis1 suyu hiicreye cekerek hiicresel sismeye neden olur (37, 38). Iskemi
durumunda, sitoplazmadaki Ca*? konsantrasyonunun artis1 bir dizi enzimi aktive eder. Bu
enzimler arasinda ATPaz'lar, proteazlar, endoniikleazlar ve fosfolipazlar bulunur.
Ozellikle, fosfolipaz A2'nin aktivasyonu, hiicre membranindaki fosfolipit yapisinin
bozulmasina yol agarak membran hasarmi arttirir. iskemi sirasinda, hiicrelerde ATP
sentezi durmaktadir ancak hiicre i¢i metabolik siiregcler devam etmektedir. Bu siirecte,
ATP sirasiyla ADP, AMP ve adenozin'e doniisiir. Adenozin, hiicre disina ¢ikarak inozin
ve hipoksantine doniislir. Normal kosullarda, hipoksantin, ksantin dehidrogenaz
araciligiyla ksantin ve {irik asite dogru metabolik dontistimden geger (36-41).

Hiicre igindeki Ca*? seviyelerindeki artis aym1 zamanda ksantin dehidrogenazin
ksantin oksidaz'a doniistimiine yol agar. Reperflizyon basladiginda, hipoksantin'in
ksantine ve ksantinin {irik asite dontlistimii ksantin oksidaz tarafindan gerceklestirilir. Bu
reaksiyonda molekiiler oksijen elektron alicis1 olarak kullanilir ve siiperoksit radikalleri
olusur (39, 40). Uzun siireli iskemi durumunda ise hiicrelerde bir dizi patolojik degisiklik
ortaya ¢ikar. Bu degisiklikler arasinda mitokondride vakolizasyon (bozulma), lizozomda
sisme, plazma zarinda yiiksek diizeyde hasar ve hiicre matriksinde kalsiyumca zengin,

yogun ve sekilsiz igerik birikimi gibi hiicresel hasarlar goriiliir (41).

2.4.3. Reperfiizyon Hasar

Reperfiizyon, iskemik dokuya kan akiminin yeniden saglanmasi anlamina gelir ve
bu siire¢, dokunun oksijenlenmesini igerir. iskeminin sona ermesiyle dokunun yeniden
reperiize olmasi paradoksal olarak iskemik doneme kiyasla daha fazla doku hasarina yol
acabilen bir siirecin baslamasina neden olur. Reperfiizyon sonrasi oksijen akimi iskemik
dokuda ROS olugmunun artisina yol agar (42, 43).

ROS, esas olarak endojen biyolojik sistemlerde NADPH oksidaz, ksantin oksidaz

ve mitokondriyal elektron tasima zinciri yoluyla olan serbest radikallerden tiretilir. I/R,
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dokularda oksidatif strese neden olarak ROS gibi serbest radikallerinin iiretimi yoluyla
hasara yol agmaktadir. Artan ROS hiicresel yikima neden olarak lipid peroksidasyon
irlinli olan malondialdehit salinimina yol agar (44). Hiicresel protein, lipitler ve niikleik
ozellikle deoksiribontikleik asit (DNA) molekiilleri, reperfiizyon hasarina karsi en fazla
duyarlilik gdsteren hiicresel yapilar arasinda yer almaktadir (39).

Hiicreler ROS'un neden oldugu hasara kars1 glutatyon peroksidaz (GSHx), katalaz
(CAT), stiperoksit dismutaz gibi endojen antioksidan enzimler salgilar (45). I/R sirasinda
antioksidanlarin hasara kars1 koyma kaabiliyeti azalir. I/R sonucu oksidan antioksidan
dengenin kaybolmasi ve DNA hasarinin meydana gelmesi apoptotik siireci baglatabilir
(46). Apoptozisin diizenlenmesi ile ilgili en 6nemli genler Bax, Bcl-2 proteinleri ve
kaspazlardir (47). Apoptozun renal I/R hasariin patolojik siireciyle yakindan iliskili
oldugunu gosteren aragtirmalar mevcuttur (48). Renal hasarindan sonra meydana gelen
apoptozis, mitokondriyal apoptoz yoluna dayanir, apoptozu tesvik eden transmembran
proteinler mitokondriyal zarlar arast bosluktan sitoplazmaya salinir ve DNA
parcalanmasina ve apoptotik degisikliklerine neden olan bir dizi "kaspaz"1 aktive ederek
apoptozom olusumuna neden olur (49, 50). Apoptozom olusumu, kaspaz-9'un
otokatalitik aktivasyonuna neden olur, sirayla cellat olarak tabir edilen kaspazlarin
(kaspaz-3 gibi) proteolitik aktivasyonunu tesvik eder ve bdylece programlanmis hiicre
Oliimiiniin geri doniisiimsiiz fazin1 baglatir (51). Bu siirecte Bcl-2 (anti-apoptotik protein),
mitokondriyal membrani stabilize eder ve transmembran proteinleri salinimini dnleyerek
apoptozu inhibe ederken, Bax (pro-apoptotik protein) dis mitokondriyal dis zarin
gecirgenligini arttirirarak apoptotik yolun tetiklenmesinde rol alir (52).

Tiim bunlarin yani sira inflamasyon da mevcut siliregte dnemli rol oynayarak
iskemik siirecin daha da kotiilesmesine yol acar (53). Renal I/R’yi1 takiben; ROS olusumu
ile nekrotik hiicrelerin artis1 inflamatuar yaniti tetikler ve bunun sonucunda
proinflamatuvar sitokinlerin aktive olacagi bir dizi kaskadi baglatir (54). Aktive
makrofajlar renal hasari takiben aktive olur. Bu aktive hiicreler, tliimor nekroz faktorii alfa
(TNF-a), interlokin-1p (IL-1P) ve interlokin-6 (IL-6) gibi biiyiik miktarlarda inflamatuar
sitokinleri serbest birakir. Bunlarda nétrofillerin, monositlerin ve T hiicrelerinin hasarl
bolgeye sizmasi yoluyla inflamasyonu gii¢lendirebilir (55). Nod benzeri reseptor proteini
3 (NLRP3) inflamazomlari, nod benzeri reseptor ailesinin en iyi karakterize edilmis bir
tiyesidir, NLRP3’lin inflamatuvar yaniti, caspase-1 aktivasyonu yoluyla IL-I1B ve
interlokin-18 (IL-18) salinimini tetikleyerek I/R hasarininda 6nemli roller oynar (56).

Renal hiicrelerdeki I/R hasarinda ROS agiklandig iizere birgok yikici kaskadi harekete
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gecirmektedir. I/R hasarindaki ROS’un meydana getirdigi biyokimyasal mekanizmalari

anlamak siirece miidahale etmeyi 6nemli kilabilir (57).

iskemi Reperfiizyon
e | o ' %0 ! o :
™ 8 : ... YO ® Na Hilcte Apoptotik yollarin
® 0 [ T Ca®* — o aktivas
% Sismesi yonu

Atp bagiml \ H

Na*,Ca2, H* @ = ccecee... » Hipoksantin /

pompalari ATP 1 Ksantin Oksidaz

NADPH Oksidaz — | [
NADPH |
Anaerobik —— Asidoz Nitrik Oksidaz
Solunum \.
Biomolekuil
hasari
* Protein
) . * Nukleik asit
HIpOkSI _— * Membran lipitleri

Elektron
akis bozuklugu

Sekil 2. 7. Iskemi-reperfiizyonun dokuda neden oldugu hasarm etkileri (58).
2.5. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri

ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS), canli organizmalar i¢in gerekli olan oksijen
metabolizmasinin toksik yan {iriinleri olarak iiretilir. Bu serbest radikaller siiperoksit (02
’), hidrojen peroksit (H202), nitrik oksit (NO"), hidroksil radikalleri (OH"), peroksinitrit
(ONOO"), singlet oksijen ('O2) ve lipid peroksil radikallerinden (LOO") olusur. Reaktif
oksijen tiirleri, bir ya da birden fazla eslenmemis elektron bulunduran yiiksek reaktif
ozelliklere sahip molekiillerdir. Kimyasal olarak dengesiz bir yapiya sahip olan reaktif
oksijen radikalleri, orbitallerindeki elektronlarini eslestirmek amaciyla atomlar veya
molekiillerle etkilesime girerek istikrarli bir konfigiirasyona ulagma egilimindedirler (59,

60).

2.5.1. Siiperoksit Radikali

Aerobik hiicrelerin biiyiikk bir ¢ogunlugunda, oksijenin bir elektron almasi
akabinde rediiklenerek serbest siiperoksit radikali (O>”) meydana gelir. Siiperoksit,
serbest radikal olmanin yanm sira dogrudan zarar verici bir etkiye sahip degildir; esasen
onemli olan 6zelligi, hidrojen peroksit olusturma kabiliyeti ve gecis metalleri iyonlarini

indirgeyici bir rol oynamasidir (61, 62).
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2.5.2. Hidrojen Peroksit

Oksijenin g¢evresindeki bir molekiilden 2 elektron almasi veya siiperoksidin bir
elektron alarak peroksit olusturur. Peroksit molekiilii ise iki hidrojen atamu ile bir araya
gelerek hidrojen peroksiti (H>O2) meydana getirir. HoO», kendisi serbest radikal olmasa
da reaktif oksijen gesitleri arasinda yer alir ve meydana gelen hiicresel hasarda kilit bir
rolii iistlenir. Siiperoksit ile reaksiyonu sonucunda, en reaktif ve zarar verici olan hidroksil
radikalini meydana getirir. Bu kimyasal siire¢, hiicresel diizeyde c¢esitli biyolojik
etkilesimlere neden olabilir, bu da hiicresel homeostazin bozulmasinda kritik bir rol oynar

(63, 64).

040+ ——+0+0:——:0-+0:

Molekuler SUPErokSit  mm— Hidrojen
oksijen Anyonu Peroksit

Sekil 2. 8. Hidrojen peroksit olusumu (63, 64)
2.5.3. Hidroksil Radikali

Belirli bir gecis elementinin varliginda hidrojen peroksitin indirgenmesi, hidroksil
radikali (OH") olusumunu baglatir (64). Bu radikal, son derece reaktif bir oksijen tiiriidiir
ve bulundugu bélgede ciddi hasarlara yol agabilir. Ozellikle tiyoller ve yag asitleri gibi
molekiillerden bir hidrojen atomu alarak yeni radikallerin olusumunu tetikleyebilir (63).
Glutatyon ve endojen antioksidan enzim diizeyleri belirli bir esigin altindaysa, stiperoksit
ve hidrojen peroksitin, hiicrede serbest halde bulunan demir ve bakir iyonlari ile
reaksiyona girmesi kacinilmazdir. Bu reaksiyon sonucunda ise ¢ok gii¢lii bir reaktif olan
hidroksil iyonu meydana gelir. Bu durum, hiicresel diizeyde karmasik biyolojik

etkilesimlere ve oksidatif stresin artmasina neden olur (67).
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Fe3* + 02“ <> Fe?* + 02

Fe2*+ H,0, ——> Fe3* + HO* + OH-

Fenton Reaksiyonu

O, + H,0,6—> 0O, + HO*+ OH"-

Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 2. 9. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidroksil olugsmasi
2.5.4. Singlet Oksijen

Oksijen atomunun orbitasindaki bir elektronun enerji alarak yer degistirmesi,
Singlet oksijen ('0») tiiriiniin olusumunu tetikler. Bu tiir, 6zellikle proteinlerin, lipidlerin
ve DNA'nin dogrudan okside edilme yetenegi ile dikkat ¢eker. Bu 6zellik, biyolojik yap1
cesitli biyomolekiillerle karmasik etkilesimlere olanak tanir (69, 70).

2.5.5. Nitrik Oksit

NO-, normal kosullar altinda endotelyal ve néronal nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan sentezlenen kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlarm Onemli bir
diizenleyicisidir. NO ve diger reaktif nitrojen tiirlerinin asir1 iiretimi, hiicre hasarma ve
sinyalizasyonda degisikliklere yol agabilir. Oksidan ve inflamatuar durumlarda, biiyiik
miktarda NO iiretilebilir. Ayrica NOS, inflamatuar sitokinler tarafindan etkilenebilir. NO,
ROS’a kars1 son derece duyarlidir ve diger reaktif bilesikleri olusturmak iizere birlesir.
Bu siire¢ sonucunda, NO biyoyararlanimindaki azalma endotel disfonksiyonuna ve

vazodilatasyon kaybina neden olabilir (71).

2.5.6. Peroksinitrit

ONOO, NO ile O2" arasindaki reaksiyon sonucu olusan bir oksidan tiiriidiir. Bu
reaksiyonun, proteinlerde lipid peroksidasyonunu, metiyonin ve siilfthidril grubu

oksidasyonunu, antioksidan tilkenmesini ve DNA hasarini tetikler (72).

2.6. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicre Bilesenlerine Etkisi

I/R siirecinde, indirgenme reaksiyonlarina bagli olarak meydana gelen ROS
ozellikle lipit peroksidasyonu gibi mekanizmalar araciligiyla hiicresel hasara neden

olarak, I/R hasarinda diger birgok hasar kaskadini tetikleyerek primer bir rol oynar (73).
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Bu sebeple serbest radikalleri olusum ve detoksifiye mekanizmalarin1 anlamak hasar
stirecini anlamayi1 kolaylastiracaktir. ROS’lar inflamasyon, radyasyon, toksisite diginda
aerobik metabolizmanin bir iiriinii olarak da iiretilmektedir (69). ROS, aerobik hiicrelerin
normal metabolizmasinin bir yan {iriinli olarak ortaya cikabilir. Hiicresel solunum ve
enerji iiretimi silireclerinde oksijenin kullanilmasi sirasinda (hiicresel elektron tasima
sistemleri vb.), indirgenmis oksijen tiirleri araciligiyla ROS {iretimi gergeklesir. ROS,
cesitli patolojik durumlar ve dissal etkilerle de iliskilidir. inflamasyon, radyasyon, I/R
hasar1, hiperoksi (asir1 oksijen maruziyeti), 1s1 soku belirli ilaglarin kullanimi gibi
etkenler, hiicrelerdeki ROS iiretimini artirabilir. Bu durumlar, oksidatif stresin artmasina
ve serbest radikal hasarinin potansiyel olarak yiikselmesine katkida bulunabilir. iskemi,
reperfiizyon ve ¢esitli patolojik kosullar, ROS iiretimindeki artisin temelini olusturan bu
kaynaklarin etkilesimine dayanir (69, 74, 75).

ROS, kimyasal agidan dis yoriingelerindeki eslesmemis elektron bulunduran
reaktif molekiiler varliklar olarak da tanimlanabilir. Bu radikaller, elektron eksikliginden
kaynaklanan bir reaktiviteye sahip olup, cevrelerindeki molekiillerle etkilesime
girdiklerinde biyokimyasal tepkimelere yol acarlar. Bu etkilesimler, organizmanin temel
bilesenlerini olusturan protein, lipit, karbonhidrat ve inorganik kimyasallar gibi
molekiiler yapilarla gesitli biyokimyasal tepkimeleri tetikleyebilir. Serbest radikallerin
reaktif Ozellikleri, enerji diizensizliklerine sebep olabilir. Bu diizensizlikler, hiicre
membranlari ve niikleik asitler gibi kritik biyomolekiiler yapilar etkileyebilir. Ozellikle,
serbest radikaller hiicre icinde DNA ve lipit membranda hiicre hasarma neden olabilirler.
Bu tiir molekiiler etkilesimler, hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina ve gesitli patolojik

durumlarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir (76, 77).

2.6.1. Proteinlere Etkisi

Oksidatif hasar, biyolojik sistemlerdeki proteinlerin yapisin1 ve fonksiyonunu
olumsuz yonde etkileyen, hatta hiicre 6liimiine yol agabilen bir siirectir. Bu etki, 6zellikle
stilfiir igeren amino asitler olan sistein ve metiyonin {izerinde belirginlesmektedir. Bu
amino asitler, ROS gibi oksidatif molekiillerle etkilesime girebilmekte ve bu etkilesim
sonucunda proteinlerin yapisal biitiinliiglinde bozulmalar meydana gelebilmektedir.

Oksidatif hasar, bu amino asitlerin yanm1 sira genel protein yapisini bozarak
biyolojik aktivitelerini olumsuz etkileyebilir. Bu durum, hiicre i¢cindeki 6nemli protein

fonksiyonlarinin kaybina ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir. Oksidatif stresin bu
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stirecte oynadig1 kritik rol, hiicrelerin normal fonksiyonlarini siirdiirme yeteneklerini

ciddi sekilde etkileyebilir (78, 79).

2.6.2. Lipitlere Etkisi

Hiicre zarlarinin yapisinda bulunan lipitler, genellikle doymamis yag asitleri
(PUFA) seklinde mevcuttur. Lipitler, serbest radikallerin olusturdugu etkilere kars1 diger
biyomolekiillere kiyasla daha duyarhidir. Ozellikle, PUFA'larin serbest radikallere maruz
kalmasi lipid peroksidasyonuna yol agabilir (79, 80). Lipid peroksidasyonu, genel olarak,
serbest radikaller veya radikal olmayan tiirler gibi oksidanlarin karbon-karbon ¢ift baglar
iceren lipitlere, ozellikle de bir karbondan hidrojen c¢ikarilmasini iceren PUFA'lara
saldirdig1 bir siiregtir. Bu saldir1 sonucunda lipid peroksil radikalleri ve hidroperoksitler
olusur (80). Reaksiyonun ilk asamasi, PUFA'larin metilen grubunun HO™ reaktifiyle
tepkimeye girmesidir. Molekiil i¢indeki c¢ift bagin konfiirmatif degisimi, dien
konjugatlarinin ortaya ¢ikmasina yol agar ve bu siirecin ardindan ROS’larin lipit ile
etkilesimi sonucunda LOO™ meydana gelir. LOO™ radikali, hiicre membranindaki diger
PUFA'lan etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu tetikler. reaksiyonda ilk olarak
PUFA'lardan ayrilan hidrojen molekiilii, LOO" ile tepkimeye girerek lipit
hidroperoksitlere (LOOH) metabolize olur. Bu sekilde baslayan ve kendini tekrarlayan
otokatalitik reaksiyonlarla devam eden siireg, lipit peroksidasyonunu destekler. Lipit
peroksidasyonu, hiicrelerde yikici etkiler meydana getiren siireci baglatan bir
mekanizmadir  (80-82). Hiicre membranindaki  deformasyonlar, membranin
permeabilitesinde bozulmaya, intraseliiler iyon homeostazinin bozulmasi1 sonucunda
hiicresel fonksiyonlarin akamete ugramasina sebep oluur. LOOH, hiicre icinde
metabolizasyonu sonucu genellikle aldehitlere doniismektedir. Ug veya daha fazla cift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan MDA, bir aldehit
tiirevidir. Bu kimyasal degisim, lipit peroksidasyonunun bir yan {iriinii olarak kabul edilir
ve biyolojik sistemlerde oksidatif stresin bir gostergesi olarak onem tasir. Bu aldehit
tiirevi, hiicre membranlarmin lipit komponentlerine zarar vererek membran yapisinda
deformasyona neden olabilir, bu da hiicre biitiinliigiinii etkileyebilir. Ayrica, enzim
aktivitesinde ve iyon tagimiminda bozulmalara yol acabilir, hiicresel fonksiyonlari
olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, MDA'nin biyokimyasal etkilesimleri ve hiicresel
etkileri, oksidatif stresin biyolojik sistemlerdeki roliinii anlamak i¢in 6nemli bir odak

noktasini olusturur (82-84).

17



2.6.3. DNA’ya Etkisi

ROS’lar, hiicrelerde degisime ve hatta 6liime sebep olarak, DNA iizerinde hasara
neden olabilmektedir. Bu etki, DNA'nin pirimidin ve piirindeki hasar ve yikim sonucu
DNA'nin denatiirasyonuna yol acar. Oksidatif hasarin etkisiyle, baz ¢ifti degisimleri gibi
yeniden diizenlemeler ortaya ¢ikar ve DNA'nin yapis1 degisir, bu da genetik mutasyonlara
zemin hazirlar. DNA, ROS’un etkilerine karst duyarli bir hedef olup, bu molekiiler
diizeyde meydana gelen degisiklikler genellikle biyolojik sistemi derinden etkileyebilir
(78, 85).

2.7. Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getiren veya oksijen
radikalleri olusumunu kisitlayan maddelerdir (86). Bu maddeler, organizmada
gerceklesen anabolik ve katabolik olaylar etkileyen, bir kismi enzimlerin aktif
gruplarinda bulunan bilesenlerdir. Antioksidanlarin yetersizligi veya eksikligi
durumunda, fizyolojik fonksiyonlarda onemli derecede azalma veya durma meydana
gelebilir (87, 88).

Antioksidanlar, genellikle dort farkli mekanizma ile serbest radikallere etki
ederler:

1. Serbest Radikal inhibisyonu: Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona
girerek onlar1 etkisiz hale getirebilirler. Bu, radikal zincir reaksiyonlarmi
durdurarak oksidatif stresin 6nlenmesine katkida bulunur.

2. Radikal Olusumunu Engelleme: Antioksidanlar, hiicre i¢inde veya hiicre zarinda
serbest radikal olusumunu engelleyerek hiicrelerin korunmasima yardimei
olabilirler.

3. Detoksifikasyon: Antioksidanlar, serbest radikalleri zararsiz hale getirerek onlari
detoksifiye edebilirler. Bu, radikallerin hiicrelere zarar vermesini engeller.

4. Oksidatif Hasar1 Onarma: Antioksidanlar, oksidatif hasara ugramis molekiilleri
onararak hiicrelerin normal fonksiyonlarina geri donmesini saglayabilirler
Bu mekanizmalar, antioksidanlarin serbest radikallerle etkilesime gecerek

hiicresel hasar1 6nleme veya azaltma yeteneklerini agiklar (86-90).

2.7.1. Enzimatik Antioksidanlar

Viicuttaki oksidatif strese karsi ilk savunma hatt1 enzimatik aktiviteye sahip olan

ti¢ protein antioksidana (SOD, CAT ve GPx) odaklanilmstir.
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Siiperoksit Dismutaz

SOD, yiiksek reaktif siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene cevirme yetenegi ile 6ne ¢ikan, antioksidan savunmanin ilk hattini olusturan kilit
enzimlerden olusan bir gruptur (91). Siiperoksit dismutazin dort izozimini tanimlanmastir:

e SODI, bakir ve ¢inko iyonlarmi sitozolde baglayan bir metaloprotein olup, hiicre
i¢inde lokalize olmustur.

e SOD2, mitokondride konumlanmis ve manganez veya demir iyonlar1 ile
iligkilidir.

e SOD3, hiicre disinda lokalize olup, bakir ve ¢inko ile iligkilidir (92).

e SOD4 Streptomyces sinifina ait ¢esitli aerobik bakterilerde nikel ile iligkilidir

(93).

SOD1’in molekiiler agirhigr yaklasik olarak 32 kDa'dir. Siiperoksit radikalini
hidrojen peroksite doniistiirme goérevinde, bu enzim grubu glutatyon peroksidaz ve

katalaz ile igbirligi yapar.

SOD
20" +2H ¥ H:0h + 02
Sekil 2. 10. SOD etki mekanizmasi
Katalaz

CAT, esas olarak peroksizomlarda bulunan tetramerik porfirin igeren bir enzimdir.

H>0O>'nin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eder (94).

Katalaz

2 H,Op — 2 H,0+ O,

Hidrojen Su Oksijen
Peroksit

Sekil 2. 11. CAT Etki Mekanizmasi

Diger antioksidan enzimlerle birlikte katalaz, ¢esitli organlarda oksidatif stresin
biyobelirtegleri olarak kabul edilmistir; 6rnegin, I/R ile indiiklenen ABH’si olan
siganlarda, bu enzimlerin renal seviyesi onemli 6l¢lide azalir, ancak cesitli bitkilerle

tedavi bu durumu diizeltebilir (95).
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Glutatyon peroksidaz

Bu enzim, iki farkli sekilde mevcut olabilir: selenyum bagimli ve selenyum
bagimsiz, her biri farkl alt birimlere ve farkl aktif bolgelere sahiptir (96). GSHx, H>O»
veya organik peroksitin (ROOH) su veya alkole indirgenmesini katalize eder (97); bu
stire¢, bu reaksiyon sirasinda GSH'nin (indirgenmis glutatyon) oksitlenmis GSSG'ye
(oksitlenmis glutatyon) doniistiigii bir ortamda gerceklesir. Bu reaksiyon, enzimin hiicre
zarlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin korunmasinda 6zel bir 6neme sahip
oldugu, hiicre igindeki ¢ok bilesenli antioksidan savunma sisteminin bir pargasi olarak
islev gordiigii anlamina gelir (98). Insanlarda dort izoformu bulunmaktadr: sitozolik ve
mitokondriyal (GSHx1), sitozolik (GSHx2), ekstraseliiler (GSHx3) ve fosfolipid peroksit
(GSHx4) (99). Bu izoformlarin en yliksek miktar1 bobrek ve karacigerde bulunmaktadir
(100). H20: i¢in GPx ve CAT arasinda bir rekabetin oldugu bilinmektedir (77).

2.7.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon

GSH (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine), ¢cogu hiicre tipinde protein olmayan bir
tiyol olup, milimolar konsantrasyonlara ulasabilir. GSH, hiicre iginde 06zellikle
mitokondri, niikleus ve sitozol bolgelerinde yliksek konsantrasyonlarda bulunur.
Indirgenmis formu (101), biyolojik agidan aktif bir molekiildiir. GSH, peroksidazlar ve
GSH-S-transferazlar gibi detoksifikasyon enzimlerinde bulunarak ROS/RNS’ye karsi

antioksidan bir savunma fonksiyonu icra eder (102, 103).

Koenzim Q

Koenzim Q (CoQ), mitokondriyal solunum zinciri ve diger i¢ membranlarda
lokalize olan bir benzokinon tiirevidir. CoQ, solunum zincirinde elektron tasiyarak
oksidatif fosforilasyon ile enerji iletimini saglar ve aerobik adenozin trifosfat (ATP)
tiretimine dogrudan katkida bulunur (104). Bu bilesik, tim membranlarda bulunan,
endojen olarak sentezlenen lipid ¢Oziiniir bir antioksidan olarak tanimlanir. Koruyucu
etkisi, Ozellikle oksidatif hiicresel olaylara yakin lokalizasyonu sayesinde lipitlerden,

proteinlere ve DNA'ya kadar genis bir yelpazede goriiliir (105).
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C Vitamini

Askorbik asit olarak da bilinen C Vitamini, , bitkilerde yaygin olarak bulunan ve
suda ¢dziinen bir vitamin grubuna ait bir bilesiktir. Ozellikle semihidroaskorbat radikal
ara Uriinii araciligiyla dehidroaskorbik aside okside olabilme kapasitesiyle dikkat ¢eker.
Bu bilesik, 6zellikle hidroksil radikali ve siiperoksit gibi serbest radikallerle hizli bir
reaksiyona girmeye yatkindir ve bu reaktiflerin temizlenmesinde etkin bir rol oynar (106,

107).

E Vitamini

Disaridan alinmasi gereken, bu esansiyel antioksidan insan viicudunda kritik bir
role sahiptir. Doymamis yag asitlerinin korunmasi, 6zellikle de hiicre membraninin
fonksiyonu ve yapisi agisindan 6nem arz eder. Ayrica serbest radikallerin membranlarda
meydana getirebilecegi potansiyel lipit peroksidasyonunu dnleme yetenegine sahiptir. Bu
etkisini zincir kiric1 bir iglevi listlenerek reaktif oksijen tiirlerini temizleme konusunda
membranlardaki temel bir arac1 olarak gosterir. Ayrica, membran fosfolipitlerine kolayca

difiize olabilir, bilesikleri doymamis yag asitlerine indirgeyebilir (108, 109).

2.8. Bobrek Hasar Belirtecleri

BUN ve Kreatinin diginda bobrek hasarinin degerlendirilmesinde spesifik yeni
biyobelirtegler tanimlanmistir. Bu biyobelirtecler, hasarin ilerlemesini erken asamada
tespit etme ve boOylece Onleyici stratejilerin daha erken uygulanmasina katki saglama
potansiyeli tasimaktadir (110). Ancak kreatinin ve BUN, bobrek fonksiyonunu
degerlendirmek icin geleneksel bir belirte¢ olmasina ragmen, KIM-1 ve NGAL gibi
belirtecler, ozellikle bobrek tiibiiler hiicrelerindeki hasari daha hassas bir sekilde
yansitarak, ABH’nin erken asamalarda tespitini miimkiin kilar. Bu biyobelirteclerin
klinik uygulama ve degerlendirme siirecleri devam etse de, bobrek hasarinin daha hizlh

ve etkili bir sekilde belirlenmesinde 6nemli bir parametre olarak 6ne ¢ikmaktadir (111).

2.8.1. Notrofil Jelatinaz ile Iligkili Lipokalin

Insan nétrofil jelatinaz-iliskili lipokalin (112), 25 kDa molekiiler agirliga sahip
polipeptit yapida aktif notrofillerin salg1 proteinidir. NGAL, kemik iligindeki olgunlagsma
siirecinde sirasinda noétrofillerin graniilleri i¢inde lokalize olur (113, 114). Yapilan
arastirmalar, NGAL'in dogustan gelen bagisiklik sisteminin 6nemli bir bileseni oldugunu

gostermektedir. iInsan NGAL'i, cesitli maddelerin tasinmasinda rol oynayan lipokalin-2
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olarak tanimlanan bir protein ailesinin bir iiyesidir (115). NGAL'in birincil rolii demirin
biyolojik aktivitesini diizenlemektir. NGAL hiicre ylizey reseptorleri ile etkilesime girer
ve hiicre icine demiri serbest birakir (116). Ote yandan, demire bagli olmayan formdaki
NGAL, hiicre ylizey reseptorleriyle etkilesime girer ve hiicre i¢i demiri selatlayarak hiicre
disina ¢ikarir. Bu nedenle NGAL, insanlarda ve hayvanlarda demir homeostazinin kritik
bir diizenleyicisidir (116).

NGAL, bircok dokuda, ozellikle de bobrek, kalp, karaciger ve akcigerlerde,
eksprese edilmektedir (117). Plazma ve idrar NGAL konsantrasyonlar1 genellikle ¢ok
diisiik seviyelerdedir ve genellikle tespit edilemezler (118). Hayvan ¢alismalari, NGAL'in
yaralanmis bobrekte yliksek oranda yukari regiile edilen genlerden biri oldugunu ortaya
koymustur (112). Ilk olarak da Mishra ve ark. deneysel ve klinik ¢alismalarla NGAL'in
ABH’nin erken bir biyobelirteci olabilecegini 6ne siirmiistiir (119, 120). NGAL,
ABH’den sonraki iki saat iginde plazmada tespit edilebilir ve 6 saat sonra konsantrasyonu
zirveye ulasir (121). Bununla beraber ABH’ye bagli serum ve idrar NGAL yiiksekligi,
kreatinin artisindan 24 saat Once gozlenmistir (120, 122). Ayrica ABH’de plazma
NGAL'in idrar NGAL'e ve idrar NGAL'in plazma NGAL'e istiinliigli bulunmamistir
(123).

2.8.2. Kidney Injury Marker-1

Bobrek hasart molekiilii 1 (KIM-1), bir proksimal tiibiil apikal transmembran
proteinidir. Hiicre dis1 bileseni O-glikozillenmis miisin ve 6-sistein alanlarini (ikincisi
immiinoglobulinlere benzeyen bir yapiya sahiptir) igerir (124). Bu molekiil, ABH
durumlarinin erken tespiti i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmektedir
(125). KIM-1, bobrek hastaliklarinda, iskemi, nefrotoksik ilaglar, kronik bobrek hastaligi
ve akut/kronik bobrek nakli disfonksiyonu gibi ¢esitli durumlarda yukari eksprese edilir.
Molekiiliin birkag 06zelligi, bobrek hasar1 i¢in ideal bir biyobelirteg olmasini
desteklemektedir. Ornegin, KIM-1 normal bdbrekte eksprese edilmez, ancak hasarl
proksimal tiibiiler hiicrelerde spesifik olarak eksprese edilir ve bdyle bir ekspresyon
hasarl1 hiicreler tamamen iyilesene kadar devam edebilir. Ayrica, ektodomainin bébrek
tiibiillerinin liimenlerine hizli ve entegre boliinmesi, KIM-1'in idrarda tespit edilebilir hale
gelmesini saglar (126).

KIM-1 ekspresyonu glomeriilde, peritiibiiler interstisyel hiicrelerde veya i¢
mediiller hiicrelerde yoktur (124, 127). Idrar KIM-1 seviyesi, doku KIM-1 ile sik1 bir

iliski icindedir ve bobrek hasarinin ciddiyeti ile korelasyon gosterir. Bu nedenle, idrar
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KIM-1 seviyelerinin 6l¢iimii, bobrek hasarinin degerlendirilmesi ve tedavi etkilerinin
non-invaziv ve hassas bir sekilde izlenmesi i¢in umut verici bir yontem olabilir (128).
Nefrotoksisite ¢alismalarinda, idrar KIM-1 seviyelerinin kan iire nitrojeni ve plazma
kreatinin artiglarindan daha once ciddi sekilde arttigi gézlemlenmistir (129). Benzer
sonuclar, I/R hasar1 modelinde de elde edilmistir; 10 dakikalik I/R hasari, plazma
kreatininde, kreatinin klirensinde veya proteiniiride herhangi bir degisiklik olmaksizin
idrar KIM-1'inde Onemli bir artisa neden olmustur (127, 130). Ayrica yapilan
caligmalarda saglikli sicanlarin bdbreklerinde KIM-1 diisiik diizeyde eksprese
edilmektedir; ancak I/R kaynakli hasar durumlarinda, bu molekiiliin bobreklerde belirgin
sekilde arttig1 literatiirde rapor edilmistir (124). Transplant biyopsilerinde, KIM-1
ekspresyonunun histolojik inceleme ile tespit edilemeyen erken tiibiiler tanilar
koyabildigi ve KIM-1'in ayrica akut tiibiiler nekrozu diger allograft disfonksiyonundan
ayirt etmeye yardimcei oldugu rapor edilmistir (131).

KIM-1'in 6nemli bir 6zelligi, hiicre dis1 alanlarinin yaralanma durumlarinda hiicre
yilizeyinden ayrilmasi ve idrara karigmasidir. Normal bobreklerde KIM-1 ekspresyonu
diisiik seviyelerde bulunurken, ABH durumlarinda 6zellikle proksimal tiibiil hiicrelerinde
bu ekspresyonun 6nemli dl¢tlide arttig1 gdzlemlenmistir. Bu durum, bobrek hasarinin hizl
bir sekilde tespit edilmesini ve izlenmesini saglar, zira KIM-1 konsantrasyonu
yaralanmay takip eden saatler i¢inde belirgin bir sekilde artar. Bu baglamda, KIM-1'in
Olctimii, ABH’nin erken tespiti ve takibi i¢in umut verici bir biyobelirteg olarak

degerlendirilebilir (132).

2.8.3. Cystatin C

Cystatin C, glomeriiler filtrasyonun biyobelirleyicisi olarak islev goren
nonglikozile bir proteinidir. Molekiiler biiytikliigli 13 kDa olan bu protein (133), yaklasik
%99 oraninda glomertiler filtrasyon yoluyla kandan siiziiliir ve geri emilim olmadan
dolasimdan uzaklastirilir (134, 135). Cystatin C, tiim insan ¢ekirdekli hiicreler tarafindan
sentezlenir ve serum diizeylerinin, glomeriiler filtrasyon hizi disindaki patofizyolojik
durumlarla anlamh bir iliski gostermemesi nedeniyle housekeeping tipi bir gen olarak
degerlendirilir.(136). ABH durumlarinda, Cystatin C’nin kreatinden daha etkili bir
performans sergiledigi ve bazi durumlarda bobrek yetmezligini daha erken belirleme
potansiyeli tasidigi belirtilmigtir. Bu sebeple, Cystatin C’nin ABH’nin erken tespiti

konusunda 6nemli bir avantaj sunabilecegi diisiintilmektedir (137).
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2.8.4. Interleukin 18

Interldkin-18 (IL-18), IL-1 siiper ailesine ait bir sitokin olarak tanimlanmaktadir
(138). IL-18, o6zellikle akut bobrek hasar1 durumlarinda immiin sistemde 6nemli bir rol
oynayan bir sitokindir. Bu sitokin, inflamasyonun bir mediatorii olarak gorev almakta ve
proinflamatuar 6zelliklere sahiptir. Ozellikle iskemik doku zedelenmesi durumlarinda IL-
18, notrofil kemotaksisinin olusumunu artirarak inflamatuar siireclere katkida bulunur.

Yapilan deneysel calismalarda, akut tiibiiler nekroz vakalarinda kaspaz-1
araciligiyla hiicre i¢ginde IL-18 seviyelerinde artis gozlenmistir (139). Bu bulgular, IL-
18'in akut bobrek hasar1 patogenezinde etkili bir faktor oldugunu ve ozellikle hiicresel

diizeyde kaspaz-1 araciligiyla regiile edildigini gostermektedir.

2.9. Monoterpenler

Dogal iiriin ve/veya dogal iirlin molekiilleri, ilag kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli
bir rol oynar. Son 30 yilda onaylanmis ilaglarin 6nemli bir boliimii dogrudan veya dolayli
olarak dogal firtinlerden olusur (140). Umut verici farmakolojik aktiviteye sahip
molekiiller arasinda, bir¢cok bitkinin ugucu yaglarinda yaygin olarak bulunan
fitokimyasallar grubuna ait olan monoterpenler bulunmaktadir (141). Monoterpenler,
bitkilerde, mantarlarda, bakterilerde ve gymnospermlerde bulunan, iki izoprenoid
biriminden olusan aromatik bilesiklerdir. Monoterpenler yapilar: sunlardir.

e (Cift baglar: Bu, iki karbon atomunun iki elektron ¢ifti ile baglandig1 bolgelerdir
ve onlar1 daha reaktif hale getirir.

o Indirgenmis fonksiyonel gruplar: Karbon iskeletine bagli atomlar veya atom
gruplaridir ve kimyasal davranisi etkileyebilir. Monoterpenlerde, bu fonksiyonel
gruplar diger tiirdeki molekiillere gore daha az bulunur ve bu da belirli 6zelliklere
yol agar.

Cift baglar ve belirli fonksiyonel gruplar, oksijenle kolayca reaksiyona girebilir
(oksitlenir). Boylece ROS ile reaksiyona girerek, monoterpenler onlar1 nétralize edebilir
ve hasara neden olmalarin1 onleyebilir. Bu da bu bilesiklerin potansiyel antioksidan
Ozelliklerini kanitlamaktadir (142). Monoterpenlerin: deneysel Alzheimer (143),
Parkinson (144), epilepsi (145), inme gibi (146-148) noro-dejeneratif hastalik
modellerinde antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik 6zellikleri ile iyilestirici ve

koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir.
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2.10. Myrtenal

Myrtenal (Myrt) [(—)-Myrtenal, (1R)-2-pinen-10-al, (1R)-6,6-
dimetilbisiklo[3.1.1]hept-2-en-2-karboksaldehit, CioH14O] dogal kokenli bir bisiklik
monoterpen tiirevidir (Sekil 1) (149).

O

HsC
HsC

Sekil 2. 12. Myrt’nin kimyasal yapis1 (149).

Myrt; okaliptiis, nane, biber ve kimyon gibi bir¢ok bitki tiiriinlin ugucu yaglarinda
bulunan terpenoidlerden tiiretilir (19). 2 izopren biriminden olusan Myrt, bu birimlere
dayanarak giiclii bir koku ve tat olusumunu saglar (150). Memelilerdeki metabolizmasina
iliskin bilgiler sinirliyken, bitkilerde, Myrt pinen metabolizmasinda bir geg¢is bilesigidir.
Bitkilerdeki a-pinen, myrtenole metabolize edildikten sonra Myrt’ye doniisiir. Hiicrede
esas olarak membranda ve sitoplazmada bulunur. Myrt hiicre veya organel zarlarinin
yapimini ve bakimini destekleyen membran stabilize edici bir etkiye sahiptir (149). Myrt
lipit yapisinda olup suda ¢dziinmez ve nispeten ndtr bir yapiya sahiptir (149). Myrt ‘nin
herhangi bir toksisite arastirmasi bildirilmemistir (151). Myrt ile yapilan ilk ¢aligsmalar
bilesigin bronkodilatator, antiinflamatuar, antiagregatif, antihemolitik, hipotansif ve
antibakteriyel etkileri ortaya koymustur (152, 153). Giiniimiizde artan sayidaki ¢alisma
Myrt’nin anti-inflamatuar, antidiyabetik, anti-oksidan, analjezik ve anti-kanserojen

Ozelliklerini 1yi tanimlamistir (154).

2.10.1. Myrtenalin Antioksidan ve Antiinflamatuar Etkileri

Myrt’in bir¢ok dokuda antioksidatif ve anti-inflamatuar etki gosterdigi ortaya
konmustur. DM olusturulan siganlarda Myrt uygulanmasi karaciger ve pankreas
dokusunda SOD, CAT, GSHx diizeyini arttirmis, artan TNF-a ve IL-6 seviyesini ise
baskilamistir (155). Yiiksek yagli diyetle ateroskleroz olusturulan sicanlarda Myrt
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uygulanmasi lipit profilindeki bozulmalar1 diizenleyerek aterojenik indeksi kismen
diizeltmistir. Myrt bu etkisine ek olarak serumda artan inflamatuar parametrelerin (IL-1,
IL-6) seviyesini azaltmistir (154). Demansh farelerde Myrt, endojen antioksidan sistem
(GSH,CAT,SOD) aktivitesini arttirarak, beyni oksido-inflamatuar stresten korumustur
(156). Parkinson hastalig1 olusturulan siganlarda; Myrt, beyinde GSH ve CAT enzim
aktivitesini arttirmistir (157). Radyofrekans/mikrodalga elektromanyetik radyasyona
maruz birakilan farelerde Myrt, antioksidan kapasiteyi gliclendirerek (SOD,CAT,GSHXx)
artan oksidan (MDA ve Nitrik oksit) ve inflamatuar belirteclerin (TNF-a) seviyesini
azaltmistir (158). Nod benzeri reseptor proteini 3 (NLRP3) inflamazomlar1 hiicresel
hasara yanit olarak ve proinflamatuar sitokinler (IL-1f gibi)'in salinimi1 ve reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimine aracilik eder (159). Li ve ark, romatoid artrit olusturulan sicanlarda
Myrt’nin IL-1f ve TNF-a plazma seviyelerinin diisiirlilmesine aracilik ettigini
gostermislerdir. Ayni calismada in vitro olarak NLRP3 aktivasyonun, Myrt uygulanmasi
ile baskilandig1 da gosterilmistir (160).

2.10.2 Myrtenalin Antikanserojen Ozellikleri

Myrt, in vitro melanoma hiicre yiizeyindeki V-tipi ATPaz'i inhibe ederek,
sitotoksisiteye neden olmustur. Ayni calismada Myrt farelerde melanom metastazinin
yayilmasini azaltmistir (161). Kolon kanseri olusturulan sigcanlara uzun dénem (30 hafta)
yiiksek dozda Myrt uygulanmasi (230 mg/kg) antioksidan enzim aktivasyonu (SOD,
GSHx) yoluyla serbest radikalleri etkisiz hale getirmis ve kolon karsinogenezinin
inhibisyonuna neden olmustur (162). Sicanlarda incelenen bir dizi karaciger kanseri
modelinde ise, Myrt cesitli lizozomal ve mitokondriyal enzimlerin aktivitesini
diizenleyerek pro-apototik sinyal yolaklarini aktive etmistir. Ayrica karacigerde TNF-a
protein seviyesi ile antioksidan enzim aktivitesini diizenleyerek MDA seviyesini
diisiirdiigii bildirilmistir (163-165). Siganlarda mesane kanseri modelinde Myrt, dokudaki
MDA seviyesi ile TNF-o ve 1L-6 diizeylerini kanser grubuna kiyasla diisiirmiistiir (166).
Myrt ayrica kaspaz-3 aktivitesini arttirarak ederek pro-apoptotik bir etki gostermistir.
Boylece tiimor biiyiimesi azalmistir (166). Myrt’nin antikanserojenik potansiyeli sekil

2.13’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2. 13. Myrt’in antitimoral 6zellikleri
2.10.3 Myrtenalin Antidiyabetik Ozellikleri

Siganlarda streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diabetes mellitus (DM) modelinde
Myrt; antihiperglisemik etkisini, plazma glukoz diizeyini diisiirerek ve plazma insiilin
seviyesinde meydana gelen bozukluklar1 diizelterek gosterdi. Bilesik bu etkisini,
karacigerde ve iskelet kasinda glikoz tasiyicilarin1 (GLUT4) ve insiilin reseptor (IRS2)
seviyesini arttirarak sagladi (167). Myrt ayrica karaciger ve kaslardaki glikojen igerigini
de arttirdi, glikozillenmis hemoglobin Alc'yi (HbAlc) azaltt1 ve hekzokinaz, glikoz-6-
fosfataz, fruktoz-1,6-bifosfataz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ve AST, ALT ile ALP
enzimlerinin normal aktivasyonuna yaklasmasina neden oldu (168). Ayni1 zamanda
pankreatik insiilin diizeylerinde ve lipit profili degerlerinde Onemli iyilesmelere
(trigliserit, LDL, VLDL, HDL) katki sagladi (169). Myrt’nin antidiyabetik potansiyeli
sekil 2.14.’te 6zetlenmistir.

27



/—b N
GLUT4 T
Plasma Glukoz
: Plasma Hba1lc l
— Plasma insiilin T
Karaciger ve iskelet . )
Myrtenal ' kasinda glikoz alimi > Antidiyabetik
Potansiyel
Hepatik enzim aktivitesini
S normallestirme
(ALT,ASTALP)
Lipit profilini iyilegtirme
— | (LDL,HDL,VLDL, Trigliserid)
Karbonhidrat
metabolizmasindaki enzim

&; aktivitesini normallestirme R

Sekil 2. 14. Myrt’nin antidiyabetik 6zellikleri
2.10.4. Myrtenalin Analjezik Ozellikleri

Myrtenal, bir pinen metaboliti olup a-pinenin bisiklik bir tlirevidir (170). Pinen ve
tiirevlerinin ¢esitli agr1 modellerinde analjezik etkileri gosterilmistir (171). Farelerde ip
Myrt uygulanmasi, asetik asit kivranma ve sicak plaka testlerinde anti-nosiseptif etkilere

sebep olmustur (170).

2.10.5. Myrtenalin Noroprotektif ve MSS’yi Etkileyen Ozellikleri

Myrt norobilimde nispeten az calisilmistir. Memelilerdeki koku néronlarindan
birinin (WVN1R1) bilinen ligand1 Myrt’dir (EC50~1 uM) (172). Kimyasal yapis1 ve olasi
membran stabilize edici Ozellikleri ile lipofilik dogasi, MSS alaninda potansiyel
etkilerinin olabilecegini diisiindiirmiistiir (173)

Asetilkolin (ACh), bilissel ve motor fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in énemli bir
norotransmitter olarak kabul edilir (174). ACh’nin asetilkolinesteraz (AChE) enzimi
tarafindan inhibisyonu biligsel fonksiyonlarin zayiflamasina neden olur (175).
Kaufmanna ve ark. in vitro bir ¢calismada Myrt’in AChE inhibitorii olarak da etki
gosterebilecegi bildirilmistir (176). Siganlarda scopolamin ile indiiklenen demans

modelinde 9 gilin boyunca uygulanan Myrt’nin (40 mg/kg-ip) artan AChE aktivitesini
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baskiladig1 gosterilmistir (177). Ayni ¢calismada hayvanlarin agik alan testlerinde bozulan
kesif aktivitesinin, Myrt uygulanmasiyla, 6nemli oranda diizeldigi bildirilmistir (177). 6-
OHDA ile Parkinson hastalig1 olusturulan si¢anlarda 5 giin boyunca Myrt uygulanmasi
(50mg/kg-ip) beyindeki oksidatif stresinin ana parametrelerini azaltarak, hasarli serebral
hemisferdeki dopamin igerigini arttirdi. Boylece koordinasyon ve kesif davranislari
izerinde (rotarot ve pasif kacinma testi) dnemli diizelmeler meydana gelmistir (157).
Demansli farelerde meydana gelen uzamsal hafiza bozuklugu ve anksiyetede Myrt
uygulanmasi1 ile kayda deger diizelme saglanmistir. Myrt’nin etkisini, endojen
antioksidan sistem aktivitesini arttirarak, beyni oksido-inflamatuar stresten korumasina
atfedilmistir (156). Gebelik ve yenidogan donemlerinde elektromanyetik radyasyona
maruz birakilan farelerde, Myrt uygulanmasi, hafiza siireglerinde ve bazi biyokimyasal
parametrelerde iyilesmeye neden olmustur. Bu etkinin Myrt’nin, antioksidan dogasindan
kaynaklandig1 6ne siirtilmiistiir (158). Ayni calismada Myrt, kolinerjik ndrotransmisyonu,
dopamin, noradrenalin ve serotonin diizeylerini restore ederek, ndoromodiilatér 6zellik
gosterdigi raporlanmistir  (158). Myrt’nin  beyin dokusundaki antioksidan ve

noromodiilator potansiyeli sekil 2.15.’de 6zetlenmistir.

Myrtenal

&

\-

[ )

Antioksidan Noromodiilator
Aktivite Aktivite
MDA GSH AChE Seratonin
SOD CAT Dopamin Norepinefrin

Sekil 2. 15. Myrt’nin MSS’deki antioksidan ve néromodiilator aktivitesi

Monoterpenler ve bunlarin tiirevleri, yeni biyolojik olarak aktif bilesiklerin
tasariminda ve sentezinde temel baglangic bilesenleri olarak gorev yapar. Literatiirde

Myrt ile ilgili yapilan ¢aligmalar agirlikli olarak sentez bilesiklerine dayanmaktadir.

Concepcion ve ark., nanomolar diizeyde (IC50) kanser hiicrelerine kars: yliksek

sitotoksisiteye neden olan Myrt konjugatlar1 tanimlamistir (178). Kemirgenlerde asetik
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asitle olusturulan kivranma testinde diazaadamantan—Myrt konjugati dnemli analjezik
etkiler saglamistir (179, 180). Adamantan-Myrt konjugati influenza virlisline
((HIN1)pdmO09) kars1 antiviral aktivite gostermistir (181). Kapitsa ve ark. farelerde
yiikseltilmis art1 labirent testinde adamantan-Myrt konjugatinin anksiyolitik etkiye neden
oldugunu bildirmistir (182). Farkli bir calismada Adamantan-Myrt konjugati intakt
sicanlarda hafiza siirecini olumlu yonde etkilemistir. Ayrica bu konjugat hipokampiisteki
norepinefrin ve serotonin diizeylerini modiile etmistir (183).

Dogal iiriin ve/veya dogal iirtin molekiilleri, ilag kesfi ve gelistirilmesinde oldukca
onemli bir rol oynamaya devam etmektedir. Son 30 yilda onaylanmis ilaclarin yaklasik
%50'sine dogrudan veya dolayli olarak dogal iiriinlerden olusmaktadir (140). Su anda
dogal Myrt bazli “Myrtecaine” ile Dietil amin ve salisilik asit ile kombinasyonu kas ve
eklem agrilariin topikal tedavisinde kullanilmaktadir (184). Literatiirdeki bilgiler ile
Myrt’nin anti-inflamatuar, anti-oksidan ve apoptotik 6zellikleri, ABH’de arastirilmasini
ilgi ¢ekici hale getirmistir. Tez ¢alismamiz ile Myrt’nin ABH’de meydana gelen patolojik
durumdaki etki mekanizmasimin seyrini nasil etkiledigine dair kanitlar elde edilmeye
calisilmistir. Caligmamizin mevcut literatiir bilgiler dogrultusunda agiklanmaya ¢alisilan
etki mekanizmalar1 Sekil 2.16’da 6zetlenmistir. Boylece Myrt’nin ABH nin patolojik

sirecine yansimalar1 aydinlatilmaya ¢alisilmistir.
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Sekil 2. 16. Tez calismasinda olusturulan kurgu
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Bu calisma, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'nun
23.01.2023 tarih ve 16869 HAYBIS protokol numarali izniyle, inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari1 Uretim Arastirma Merkezi, T1ip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim

Dal1 ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.2. Gruptaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvan sayisi, hayvanlarin deneye baslama tahmini
agirlik ortalamasi 260-290 gr, standart sapmast 15 gr, %4 sapma, tip1 hata (a) 0.05 ve tip
2 hata (B) 0.80 oldugunda her bir grupta en az 10 hayvan olmasi1 gerektigi gii¢c analiziyle

belirlenmistir.

3.3. Hayvanlarin Gruplara Atamasi

Deneye baslamadan Once hayvanlar tartilarak viicut agirliklar1 kaydedildi.
Belirlenen viicut agirliklarina gére hayvanlarin gruplara atamasi, bilgisayar algoritmasina
dayali basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 12.7.0 for Windows) ve tek
yonlii varyans analizi bulgularina gore gruplar arasinda hayvanlarin agirliklari agisindan

fark olmadig: tespit edildi (Tablo 3.1; p=0.253).

Tablo 3. 1. Gruplarin bilgisayar algoritmasi kullanilarak olusturulmasi.

Gruplar Sham /R Myrt-40mg/kg  Myrt-80mg/kg P
Hayvan sayisi (n) 10 10 10 10

Ortalama Agirlik (g) 260.81 261.30 258.60 259.40

SD 14.27 16.43 15.76 17.23 0.253
En kiigik agirlik(g) 235.6 239.2 241.5 237.7

En biiylik agirlik(g) 290.5 293.9 292.4 291.1

3.4. Deney Hayvanlari ve Gruplarimin Olusturulmasi

Bu calismada 235-293 g agirliginda Spraque-Dawley 1rki1 40 adet erkek sigan
kullanildi. Sicanlar 4 gruba ayrilmistir (n=10). Deney kapsaminda olusturulan

gruplardaki hayvanlara uygulanan islemler Sekil 3.1.’de gosterilmistir
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e Sham: Renal pedikiil klemplenmeden diseksiyon yapildi. Operasyon dncesi 9 giin
boyunca Myrt ¢oziiciisii Tween80 (170) uygulanmistir

e I/R: Iskemi hasarindan énce 9 giin boyunca Myrt ¢oziiciisii Tween80 (170)
uygulanmistir. 9. giiniin sonunda iki renal pedikiilde klemplendikten sonra 45 dk
iskemi ve akabinde 24 saat reperfiizyon saglanmistir.

e Myrt-40mg/kg: Iskemi hasarindan énce 9 giin boyunca Myrt diisiik dozu (40
mg/kg) uygulanmistir (177). 9. giiniin sonunda iki renal pedikiilde klemplendikten
sonra 45 dk iskemi ve akabinde 24 saat reperfiizyon saglanmstir.

e Myrt-80mg/kg: iskemi hasarindan 9 giin énce Myrt yiiksek dozu (80 mg/kg)
uygulanmistir (155). 9. giliniin sonunda iki renal pedikiilde klemplendikten sonra

45 dk iskemi ve akabinde 24 saat reperfiizyon saglanmaistir.

SHAM
n=10

I/R
n=10

Myrt-80mg/kg
n=10

3\ 7 !
Myrt-40mg/kg
n=10

ORINZY o1 oliadAR TeRal I/R oncesi 9 giin boyunca I/R dncesi 9 giin boyunca I/R oncesi 9 giin boyunca
coelh N Coziicii (Tween 80) Myrtenal (40 mg/kg) Myrtenal (80 mg/kg)
pedikul diseksiyonu yapildi uygulandi. uyguland. uyguland.
iskemi (45 dk) iskemi (45 dk) iskemi (45 dk)
Reperfiizyon (24 saat) Reperfiizyon (24 saat) Reperfiizyon (24 saat)

1

Deney sonunda serum ve bobrek dokusu topland:

ELISA Histolojik Analiz

ELISA NF Tl Hasar
KBU_N_ NGAL
;‘:‘I‘E'" . KIM-1

TNF-a I ROS Analizi
L NGAL MDA
b KIM-1 SoD
CAT
GSH
Sekil 3. 1. Deney Plani
3.5. Cerrahi Uygulama

9. giin sonunda si¢anlar intramuskuler olarak 90 mg/kg ketamin (Keta-Kontrol,
Doga Ilag, Tiirkiye) ve 9 mg/kg ksilazin (Sanalazin20, Santavet, Tiirkiye) anesteziye
alimmistir (Sekil 3.2A). Akabinde siganlarin sirt kisimlari tras edilmistir (Sekil 3.2B).
Daha sonra sicanlarin pedal reflekslerinin kayb1 sonucu anestezi altina girdikleri saptandi
(Sekil 3.2C). Daha sonra, bu boélgelere povidon iyod uygulanmistir (Sekil 3.2D).

Sicanlarin sirt kisimlar bistiiri kullanilarak insize edilerek bobreklere ulagilmistir (Sekil
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3.2E). Renal pedikiile erisim saglandiktan sonra, bulldog klemple kan akim1 kesilmigtir
(Sekil 3.2F).

Sekil 3. 2. Cerrahi Islemler: A. Hayvanlarin anesteziye alinmasi, B. Hayvanlarin tras

edilmesi, C. Anestezi derinliginin teyit edilmesi, D. Insize edilecek olan kesi bolgesine
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povidon iyot siiriilmesi, E. Derinin insize edilmesi, F. ulasilan bobrege bulldopg klemp

takilarak kan akiminin kesilmesi

Sol renal pedikiil iizerine klemp uygulamasi ile 45 dakika siireyle kan akisi
durdurulmus, bu esnada gozlemlenen renk degisiklikleri kaydedilmistir. Ayn1 prosediir,
sag renal pedikiil lizerinde de tekrarlanmustir. Iskemi siirecinde meydana gelen sivi
kaybmin etkilerini hafifletmek amaciyla, intraperitoneal yolla 2 ml serum fizyolojik
verilmistir. 45 dakikalik iskemi siiresinin sonunda, klempler agilarak bdobreklere
reperfiize edilmistir. Kas ve deri, cerrahi stitiirler kullanilarak dikilmis, ardindan insizyon
bolgesi povidon iyodin uygulanarak dezenfekte edilmistir. Operasyon sonrasi hayvanlar,

optimal gozlem ve kontrol i¢in bireysel tekli kafeslere yerlestirilmistir.

3.6. Dokularin Toplanmasi

24 saatlik reperfiizyon sonunda tiim deney gruplarindaki sicanlar, dekapite
edilmistir. Bu asamada, siganlarin hem kan hem de bobrek dokular1 toplanmistir. Kanlar
santrifiij cihazinda (NF-615, Niive, Tiirkiye), 5000 rpm hizinda 10 dakika siireyle islem
gormiistiir. Elde edilen serumlar BUN, Kreatin, NGAL, KIM-1 analizi yapilincaya kadar
-80°C’de muhafaza edilmistir. Sag bobrek dokusu histolojik analizlerde kullanilmak
tizere %10 formol soliisyonuna yerlestirilmistir. Sol bobrek dokusu ise NGAL, KIM-1,
CAT, TNF-a, IL-1B, GSH, MDA ve SOD analizi i¢in analizler yapilincaya kadar -80 °C

‘de muhafaza edildi.

3.7. Dokularin Biyokimyasal Analize Hazirlanmasi

-80°C’de muhafaza edilen bobrek dokular1 analiz islemlerinde kullanilmak igin
cikarildi. Doku homojenatlart hazirlanirken, dokularda kalan kanin hemoliz yoluyla test
sonuglarmi etkilemesini 6nlemek i¢in PBS tamponu (0.01 M, pH = 7.4) kullanilarak
dokulardan hemolize kanin uzaklastirilmasi saglandi. Dokularin agirliklari belirlendikten
sonra, her biri 100 pg doku igeren 900 ul PBS ile homojenizator tiiplerine alindi. Bu
homojenatlar, daha sonra homojenizatérde +4 °C'de 5 dakika siireyle 5000xg hizinda
santrifiij edilerek silipernatant ayrigtirildi.  Siipernatantlardan toplam  protein

konsantrasyonu, ticari bir BCA kiti kullanilarak tayin edildi
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3.7.1. SOD Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi McCord ve ark. tarafindan gelistirilen bir
yontem kullanilarak ol¢iilmiistiir (185, 186). Bu 6l¢iimde, H>O», nitroblue tetrazolium
(NBT)'yi nitroblue tetrazolium formazan (NBT-F)'a dontistiirerek SOD aktivitesi belirler.
Assay reaktifi, xanthine oxidase (187), etilendiamintetraasetik asit (EDTA), NBT,
sodyum karbonat (NaxCO3;) ve bovine serum alblimin (BSA) c¢ozeltilerinin
karistirilmasiyla hazirlanmistir.

96’11 plakanin her kuyucuga 285 mikrolitre hacminde hazirlanan Assay reaktifi
ve 5 mikrolitre XO eklenmistir. XO, H202’yi nitroblue tetrazolium (NBT)'yi nitroblue
tetrazolyum formazan (NBT-F)'a doniistiirerek reaksiyona girer. Daha sonra, assay
reaktifine SOD aktivitesini 6lgmek amaciyla 2 mikrolitre slipernatant eklenir.

37 °C'de 20 dk inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, NBT-F olusumu
spektrofotometrede (BioTEK Synergy HTX, Kanada) 560 nm dalga boyunda dl¢iiliir. Bu
Ol¢iim, NBT-F'nin absorbansindaki degisim iizerinden SOD aktivitesini belirlemek

amaciyla gergeklestirilir.

3.7.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin ol¢timii

CAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore Slgiilmiistiir (188). Kullanilan reaktifler
sunlardir: Fosfat tamponu (pH 7.0, 50 mM) ve fosfat tamponu kullanilarak absorbansi
0.500 nm'ye ayarlanmis olan H>O, ¢o6zeltisi. H>O», deney ortamina eklenen
siipernatantaki CAT tarafindan su ve oksijene parcalanir, bu da 240 nm'de maksimum
absorbansi saglar. Bu durum, uv spektrumunda absorbans azalmasina neden olur ve
absorbanstaki azalma, CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. CAT {initesi, birim
zamanda bir mikromol H>O»'yi suya ¢eviren enzim miktarini temsil eder.

Deneyin  yapilist  su  sekildedir:  Fosfat  tamponunun  kullanildig:
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda sifir ayar1 yapildiktan sonra, HoO» ¢ozeltisi
ayni tamponla diliie edilerek 0.500 absorbans elde edildi. Bu ¢ozelti substrat olarak
kullanildi. Numune substrata eklenerek, 15 saniye arayla olmak tizere 5 dakika siiresince
absorbans azalmasi kaydedildi. Hesaplamada, 1 dakikalik lineer absorbans azalmasi
degerleri temel alindi. Bu yontem, CAT aktivitesinin hassas bir sekilde belirlenmesini
saglar ve deneyin kademeli olarak gergeklestirilen Ol¢iimleri, katalazin etkinligini

degerlendirmek i¢in kullanilir.
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Tablo 3. 2. CAT analizi i¢in kullanilan reaktifler

Kor Numune
Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7) 3 ml -
H202 ¢ozeltisi (A240=0.500) - 2,99 ml
Stipernatant - 0,01 ml

Hesaplama: Sonuglar, k/g protein olarak hesaplandi. k =[2.3 x log (OD1/0OD2)] /At (sn)
k/g protein = k / [(g/ml protein) x 1000] (k: reaksiyon hiz sabiti, OD1: baslangi¢ optik
yogunluk, OD2: bitis optik yogunluk, At#: siire (saniye), g: gram)

3.7.3. Glutatyon Olciimii

Kullanilan reaktifler sunlardir: 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (1,5 mg/ml),
GSH rediiktaz (6 U/ml), NADPH (4 mg/ml), pH: 7 fosfat tamponu.

Analitik prensip, GSH konsantrasyonunun Beutler ve ark. metoduna gore
belirlenmesini igerir (189). Bu metodoloji, GSH seviyesinin dl¢iimiinii 5.5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu) ile siilthidril gruplarin sar1 renk olusturmasi
prensibine dayanir. Olusan renk, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
oOl¢iilerek GSH seviyesi belirlenir. Elde edilen sonuglar, GSH seviyesini pmol/g protein

cinsinden ifade eder.

Tablo 3. 3. Glutatyon analizi i¢in kullanilan reaktifler

Kor Numune

1 ml tampon 1 ml tampon

10 ul numune 10 pl distile su

50 pl NADPH 50 ul NADPH

20 ul DTNB 20 ul DTNB

20 pl GSH rediiktaz 20 pl GSH rediiktaz

Metodoloji su adimlar icermektedir:

1. Hazirhk:
e Numuneler vortexle karistirilir ve ardindan 5 dakika beklenir.

2. Spektrofotometrik Okuma:
e Numunelerin absorbanslar1 412 nm dalga boyunda o6l¢tiliir.
e Okuma Oncesinde kore sifirlama yapilir.

3. Hesaplama:
o Standart GSH soliisyonlari, 2500-1000-500-250-100-10 pmol/g protein

konsantrasyonlarinda hazirlanir.
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e Bu standart soliisyonlarmin konsantrasyonlarina bagli olarak olgiilen
absorbans degisimleri grafige c¢izilir.

e FElde edilen absorbans degisim grafigi kullanilarak numune
absorbanslarindan yola c¢ikarak, numunelerin GSH konsantrasyonlari
umol/g protein cinsinden hesaplanir.

Bu siirecte, standart GSH soliisyonlarin absorbans degisimlerine dayanarak,
numunelerin GSH konsantrasyonlarini hesaplanir ve numunelerin GSH seviyeleri

mikromol pmol/g protein biriminde ifade edilebilir.

3.7.4. Malondialdehit Ol¢iimii

MDA analizi, Esterbauer ve Cheeseman'in yontemine dayanmaktadir (190). Bu
yontem, lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.
Analizlerde, tiobarbitiirik asit (191) ¢6zeltisi, triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ve 1,1,3,3-
tetrametoksipropan (standart) gibi reaktifler kullanilarak gerceklestirilmistir.

TBA, asidik bir ortamda 90-95°C sicaklikta MDA ve diger TBARS (TBA reaktif
maddeler) ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucunda pembe renkli bir kromojen
olusur. Numuneler, bu reaksiyona tabi tutulduktan sonra 15 dakika kaynatilir, ardindan

hizla sogutulur ve absorbanslar1 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Tablo 3. 4. MDA analizi i¢in kullanilan reaktifler

Numune Kor
Homojenat 0,5 ml -
TCA (%10) 2,5 ml 2,5 ml
Distile su - 0,5 ml

Cam tiiplere alinan numuneler, 90 °C'de 15 dakika siireyle 1sil igleme tabi
tutulmasinin ardindan, bir sonraki adim olarak 3000xg'de 10 dakika siireyle santrifiij

islemine tabi tutuldu.

Tablo 3. 5. MDA analizi i¢cin TCA reaktifinin eklenme basamaklari

Numune Kor
Supernatant 2 ml 2
TCA (%10) I ml 1 ml

90 °C 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore kars1 532 nm’de okunur.
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Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar, 20 mM/L stok standart
cozeltisinden seyreltilmis olup, numunelerle ayni1 standart kosullarda ¢alisildi. Elde edilen
sonuglar1 kullanilarak standart bir grafigin ¢izimi gerceklestirildi. Standart grafi§inden
elde edilen egim sabiti, analiz edilen numunelerin lipid peroksidasyon seviyelerini
belirlemede temel bir parametre olarak kullanildi. Bu egim sabiti, numunelerin dl¢iim
degerlerine uygulanarak MDA miktar1 yas gram doku basina nanomol cinsinden

hesaplanda.

3.7.5. NGAL, KIM-1, TNF- o ve IL-1p Diizeyinin Ol¢iilmesi

NGAL (201-11-0763, SunRed, Cin), KIM-1 (201-11-0550, SunRed, Cin), TNF-
a (201-11-0765, SunRed, Cin), IL-1p (201-11-0120, SunRed, Cin) analizleri kapsaminda
satin alinan sigan spesifik ticari ELISA kitlerindeki protokoller izlenerek olgiimler
yapildi. Bu kapsamda :
Oncelikle standartlar hazirlandi
1. Hazirlanan standart ve numuneler kuyucuklara eklendi.
2. Daha sonra numunelerin iizerine antibody eklendi. Akabinde tiim kuyucuklara
Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi.
3. Plate kapatildiktan sonra 60 dk 37°C’de inkiibe edildi.
4. Plate yikama tamponu ile her kuyucuga 0.3 ml olacak sekilde mikroplaka yikayici
ile yikandi.
Her kuyucuga Kromojen A ve Kromojen B soliisyonu eklendi.
Plate 10 dk boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 50 pul hacimde durdurma soliisyonu uygulandi.

© =N

Plate daha sonra spektrofotometre’de (BioTEK Synergy HTX, Kanada) 450 nm
dalga boyunda okutuldu. Gen 5 yazilimiyla kullanilarak kosantrasyonlari
hesaplandi

3.7.6. BUN ve Kreatinin Degerlerinin Ol¢iimii

Calisma gruplarindaki Kreatin ve iirenin olgiilmesi, Inonii Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. Laboratuvarlar'nda Cobas 1600 tam otomatik
biyokimya otoanalizatoriinde (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) hizmet alimi

yapilarak ol¢iildii.
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3.8. istatiksel Analiz

Analizlerde, verilerin istatistiksel islenmesi icin IBM SPSS Statistics 24.0 for
Windows paket programi kullanilmistir. Nicel veriler, ortanca (ortalama + standart
sapma) ile 6zetlenmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu, Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Gruplar arasi nicel degisken karsilagtirmalarinda ise Kruskal-Wallis
H testi kullanilmistir. Anlamli farkliliklar tespit edildiginde, c¢oklu karsilagtirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile gergeklestirilmistir. p<0.05 degeri

Istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
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4. BULGULAR

4.1. Myrt’nin Serum Ure Seviyeleri Uzerine Etkileri

Gruplarin serum iire seviyeleri Sekil 4.1 *de sunulmustur. I/R grubunun serum {ire
seviyesi sham grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide artig gosterirken (p<0.05), Myrt uygulanan

gruplarda serum fire seviyesinde I/R grubuna oranla belirgin bir azalma oldugu belirlendi
(p<0.05).
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Serum Ure Seviyesi mg/dL
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Sham /R Myrt-40 mglkg Myrt-80 mg/kg
Gruplar

Sekil 4. 1. Deney ve uygulama gruplarinin serum {ire seviyeleri (Farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 géstermektedir ** ©p<0.05)
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4.2. Myrt’nin Serum Kreatin Seviyesi Uzerinendeki Etkisi

Gruplarin serum kreatinin seviyesi iizerine etkileri Sekil 4.2.’de gdsterilmistir.
Kreatinin seviyesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda; I/R grubunda serum kreatinin
seviyesi sham grubuna gore yiiksek oldugu (p<0.05), Myrt uygulanan (40 ve 80 mg/kg)
gruplarda ise I/R grubuna kiyasla énemli miktarda azalma oldugu (p<0.05) ancak bu
azalmaya ragmen halen daha sham grubuna kiyasla yiliksek diizeyde (p<0.05) oldugu

belirlendi.
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1,0 1

H o

Serum Kreatinin Seviyesi mg/dL

0,0 ‘ ;
Sham I'R Myrt-40 mgrkg  Myrt-80 mg/kg
Gruplar

Sekil 4. 2. Deney ve uygulama gruplarmin serum kreatinin seviyeleri (Farkl harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 géstermektedir ** ©p<0.05)
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4.3. Myrt’nin Serum ve Bobrek NGAL Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum NGAL seviyeleri Sekil 4.3'te gosterilmistir. Deney gruplari
arasinda serum NGAL seviyeleri karsilagtirildiginda, I/R uygulanan grupta NGAL
seviyesinin sham grubuna gore onemli Olciide arttigi gézlemlenmistir (p<<0.05). Diger
taraftan, Myrt uygulanan gruplarda (40 ve 80 mg/kg) doz bagimsiz olarak serum NGAL
seviyelerinin, I/R uygulanan gruptaki sicanlardan daha diisiik oldugu goriilmiistiir

(p<0.05).
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Sekil 4. 3. Deney ve uygulama gruplarmin serum NGAL seviyeleri (Farkl harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir *%p<0.05)
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Gruplarin bobrek dokusundaki NGAL seviyeleri Sekil 4.4'te gosterilmistir. Deney
gruplart arasinda bobrek dokusundaki NGAL seviyeleri karsilastirildiginda, I/R
uygulanan grupta NGAL seviyesinin sham grubuna gore 6nemli Olglide arttigi
belirlenmistir (p<0.05). Diger taraftan, Myrt uygulanan gruplarda (40 ve 80 mg/kg) doza
bagimli olarak bobrek dokusundaki NGAL seviyelerinin, I/R uygulanan gruptaki
sicanlardan daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 4. 4. Deney ve uygulama gruplarmin bobrek NGAL seviyeleri (Farkl harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir *%p<0.05)
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4.4. Myrt’nin Serum ve Bobrek KIM-1 Seviyesinin Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum KIM-1 seviyeleri Sekil 4.5'te gosterilmistir. Deney gruplari
arasinda serum KIM-1 seviyeleri karsilagtirildiginda, I/R uygulanan grupta KIM-1
seviyesinin sham grubuna gore anlamli bir artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05).
Diger taraftan, Myrt uygulanan gruplarda (40 ve 80 mg/kg) doza bagimsiz olarak serum
KIM-1 seviyelerinin, I/R uygulanan gruptaki siganlardan belirgin derecede daha diisiik
oldugu gozlemlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4. 5. Deney ve uygulama gruplarinin serum KIM-1 seviyeleri (Farkh harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 géstermektedir *°p<0.05)

44



Gruplarin bobrek dokusundaki KIM-1 seviyeleri Sekil 4.6'da sunulmustur. Deney
gruplart arasinda bobrek dokusundaki KIM-1 seviyeleri karsilagtirildiginda, I/R
uygulanan grupta KIM-1 seviyesinin sham grubuna gore anlamli bir artis gosterdigi
belirlenmistir (p<0.05). Diger taraftan, Myrt uygulanan gruplarda (40 ve 80 mg/kg) doz
bagimli olarak bobrek dokusundaki KIM-1 seviyelerinin, I/R uygulanan gruptaki
sicanlardan belirgin derecede daha diisiik oldugu gézlemlenmistir (p<<0.05).
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Sekil 4. 6. Deney ve uygulama gruplarmin bobrek dokusu KIM-1 seviyeleri (Farkl harfler

gruplar arasindaki istatistiksel farklihig1 gdstermektedir **<4p<0.05)
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4.5. Myrt’nin Serum ve Bobrek IL- p Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum IL-1B seviyeleri Sekil 4.7.’de gosterilmistir. Gruplar serum IL-
1B seviyesi bakimindan karsilastirildiginda, sham grubuna gore I/R yapilan grupta IL-13
seviyesinin onemli diizeyde artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). Myrt uygulanan

gruplarda ise IL-1f seviyelerinde I/R grubuna kiyasla azalma saptandi (p<0.05).

55 A

50 A

- o

45 -
40 -
35 -

30 A
25 1
20

Sham I/R Myrt-40 mg’kg Myrt-80 mg/kg
Gruplar

Serum IL-Beta Seviyesi (pg/mL)

Sekil 4. 7. Deney ve uygulama gruplarinin bobrek dokusu IL-1p seviyeleri (Farkli harfler

gruplar arasindaki istatistiksel farklihig1 gostermektedir **°p<0.05)
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Gruplarin bobrek dokusunda dlgiilden IL-1p seviyeleri Sekil 4.8.’de gosterilmistir.
Gruplar bobrek dopkusu IL-1f seviyesi bakimindan kiyaslandiginda, sham grubuna goére
I/R yapilan grupta IL-1p seviyesinin arttig1 (p<0.05), Myrt uygulanan gruplarda ise I/R
grubuna kiyasla azaldig tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 8. Deney ve uygulama gruplarinin bobrek dokusu IL-1 seviyeleri (Farkl harfler

gruplar arasindaki istatistiksel farklihig1 gostermektedir **°p<0.05)
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4.6. Myrt’nin Serum ve Bobrek IL- p Seviyesi Uzerindeki Etkileri

Gruplarin serum TNF-a seviyeleri Sekil 4.9.’da bobrek dokusundaki TNF-a
diizeyleri ise Sekil 4.10.’da gosterilmistir. Deney gruplart serum TNF-a seviyesi
bakimindan karsilastirildiginda, sham grubuna goére I/R uygulanan grupta TNF-a
seviyesinde dnemli 6l¢iide artis gdzlendi (p<0.05). Myrt-40 ve Myrt-80 gruplarinin serum
TNF-a seviyelerinin ise I/R grubuna goére onemli diizeyde azaldigir (p<0.05) ve bu

azalmanin doz bagimli oldugu (p<0.05) belirlendi.
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Sekil 4. 9. Deney ve uygulama gruplarin serum TNF-a seviyeleri (Farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir **<4p<0.05)
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Gruplar bobrek dokusundaki TNF-a diizeyleri agisindan karsilastirildiginda; I/R
grubundaki si¢anlarin bobrek dokusundaki TNF-a seviyesinin sham grubuna gore yliksek
(p<0.05), Myrt uygulanan gruplarda ise I/R grubuna gore diisiik seviyede (p<0.05) oldugu

belirlendi.
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Sekil 4. 10. Deney ve uygulama gruplarinin bobrek TNF-a seviyeleri (Farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir *°p<0.05)
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4.7. Myrt’nin SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gruplarin SOD enzim aktiviteleri Sekil 4.11.’de gosterilmistir. /R grubunda SOD
aktivitesinde azalma oldugu goriilmektedir (p<0.05). Myrt uygulanan gruplarin hepsinde
I/R grubunda azalmis olan SOD enzim aktivitesinde onemli miktarda artis oldugu
belirlendi (p<0.05). Meydana gelen bu artisin ise Myrt uygulanan gruplarda doz bagiml
oldugu tespit edildi (p<0.05).

80 1

70 1 -"

60 - d

[

50 A

40

SOD Enzim Aktivitesi (U/mg protein)

30 N J

Sham /R Myrt-40 mgkg  Myrt-80 mg/kg
Gruplar

Sekil 4. 11. Deney ve uygulama gruplarinin bébrek dokusu SOD enzim aktivitesi (Farkli

harfler gruplar arasidaki istatistiksel farklihigi gostermektedir »>*4p<0.05)
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4.8. Myrt’nin Katalaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Deney gruplarinin CAT enzim aktivitesi Sekil 4.12.°de sunulmustur. Sham
grubuna gore I/R grubunda CAT enzim aktivitesinde azalma (p<0.05), Myrt-40 ve Myrt-
80 gruplarmin CAT enzim aktivitesinde ise I/R grubunda artis goriildii (p<0.05).
Meydana agelen bu artis Myrt gruplarinda doz bagimli degildi.
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Sekil 4. 12. Deney ve uygulama gruplarinin CAT enzim aktivitesi (Farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir ** ©p<0.05)
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4.9. Myrt’nin GSH Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplarin bobrek dokusunda yapilan GSH analizinin sonuglart Sekil 4.13.’de
verilmistir. GSH seviyesinde sham grubuna gore I/R grubunda belirgin azalma goriildi
(p<0.05). Myrt-40 ve Myrt-80 gruplarmin GSH seviyesinde ise I/R grubuna oranla
onemli dl¢iide artis oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 13. Deney ve uygulama gruplarinin GSH seviyesi (Farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gostermektedir *p<0.05)
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4.10. Myrt’nin MDA Seviyesi Uzerine Etkileri

Myrt’nin, MDA seviyesi lzerine etkileri Sekil 4.14.’de gosterilmistir. I/R
grubunda sham grubuna kiyasla MDA seviyelerinde artis goriildi (p<0.05). Myrt
uygulama gruplarinin MDA seviyesi, I/Rgrubuna kiysla 6nemli 6l¢iide azaldig goriildii
(p<0.05).
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Sekil 4. 14. Deney ve uygulama gruplarinin MDA seviyeleri (Farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir a,b,cp<0.05)
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4.11. Histopatolojik Analizler

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanan bobrek kesitlerinde sham

grubunun korteksinde yer alan glomeriil ve tiibiil yapilar1 normal histolojik yapida oldugu

goriildil.

Sekil 4. 15. Sham grubuna ait bobrek dokusunun histolojik kesiti. glomerul (yildiz) ve
tiibiil yapilar (oklar) normal olarak izlenmekte (A) H-E; X20, (B) H-E; X40.

I/R grubunda bobrek kesitlerinde histopatolojik degisiklikler ve belirgin
yaralanma goriildi. Bu degisiklikler kanama (siyah yildizlar) (Sekil 4.16.A,B,C,E),
tiibiiler liimenin dilatasyonu (kalin siyah oklar) (Sekil 4.16.E,F), inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (sar1 yildizlar) (Sekil 4.16.E), 6dem (Sekil 4.16.E) idi. yesil yildizlar) (Sekil
4.16.A), tiibiillerde epitel atrofisi ve hiicre dokiilmesi (Sekil 4.16.B,D,E,F), tiibiiler epitel
hiicrelerinin vakuolizasyonu (ince siyah oklar) (Sekil 4.16.D) ve tiibiiler liimendeki
dokiimler (Sekil 4.16.C, 4.16.D) olarak gézlemlendi. Tiim tedavi gruplar1 (Myrt-40mg/kg
ve Myrt-80mg/kg), I/R grubuyla karsilastirildiginda daha az bobrek hasarina sahipti.
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Sekil 4. 16. I/R grubuna ait bobrek dokusunun histolojik kesiti. Kanama (siyah yildizlar)
(A,B,C,E), tiibiiler limende dilatasyon (kalin siyah oklar) (E,F), inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (sar1 yildizlar) (E), 6dem ( A) (yesil yildizlar), tiibiillerde epitel atrofisi ve
hiicre dokiilmesi (B,D,E,F), tiibiiler epitel hiicrelerinin vakuolizasyonu (ince siyah oklar)
(D) ve tiibiiler liimendeki dokiilmeler (beyaz yildizlar) (C) ,D) gozlendi. A,B,C,F :H-E;
X20, D,E: H-E; X40.
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Myrt-40mg/kg grubunda az miktarda kanama (Sekil 4.17.A,B,C), vakuolizasyon
(ince siyah oklar) (Sekil 4.17A), 6dem (Sekil 4.17A, 4.17B) ve tiibiiler dilatasyon (Sekil
4.17A, 4.17B) gozlendi. Myrt-§0mg/kg grubunda bir miktar kanama ve tiibiiler dilatasyon
gozlendi (Sekil 4.18A, 4.18B, 4.18C).

Sham grubunda immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 pozitif boyali hiicrelere
rastlanmad1 (Sekil 4.19A). I/R grubunda Kaspaz-3 pozitif hiicre sayis1 yiiksekti (Sekil
4.19B). immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 pozitif boyal1 hiicrelerin orani, Myrt-
40mg/kg grubunda (Sekil 4.19C) ve Myrt-80mg/kg grubunda (Sekil 4.19D) I/R grubuyla
karsilagtirildiginda minimum diizeydeydi. Myrt-80mg/kg grup ile Myrt-40mg/kg
gruplarin1  karsilastirdigimizda Kaspaz-3 pozitif boyali hiicrelerin  Myrt-80mg/kg
grubunda, Myrt-40mg/kg grubuna gore anlamli derecede azaldigini tespit ettik.

Sekil 4. 17. Myrt-40mg/kg grubuna ait bobrek dokusunun histolojik kesiti. Bu grupta az
miktarda kanama (A, B, C), vakuolizasyon (ince siyah oklar) (A), 6dem (A, B) ve tiibiiler
dilatasyon (A, B) gozlendi. A,B:H-E; X20, C:H-E; X40
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Sekil 4. 18. Myrt-80mg/kg grubuna ait bobrek dokusunun histolojik kesiti. Hasarlar I/R
grubuna gore anlamli derecede azaldi. Tiibiillerin ve glomeriillerin histolojik
goriiniimiiniin iyilestigini tespit ettik. Bu grupta bir miktar kanama ve tiibiiler dilatasyon

gozlendi. A,B:H-E; X20,C:H-E; X40.
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Sekil 4. 19. Bobrek kesitlerinde Kaspaz-3'iin immiinohistokimyasal boyanmasi. (Sham
(A), I/R grubu (B), Myrt-40mg/kg (C), Myrt-80mg/kg (D). Sham grubunda Kaspaz-3
pozitif boyali hiicreler goriilmedi. Kaspaz-3 pozitif boyali hiicrelerin orani, Myrt-
40mg/kg grubunda ve Myrt-80mg/kg grubunda I/R grubuyla karsilastirildiginda
minimum diizeydeydi. Myrt-80mg/kg grubunda pozitif boyali hiicreler, Myrt-40mg/kg
grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azd1 A, B, C, D: Kaspaz-3; X 40.
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Tablo 4. 1. Gruplarm histopatolojik hasar skorlamasi (**>¢4p<0.05)

Gruplar Histopatalojik Hasar (Mean+SD)
Sham 0,43 +£0,08*
/R 2,23 +£0,10°
Myrt-40mg/kg 1,50 £0,13°
Myrt-80mg/kg 1,17 +0,07¢
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5. TARTISMA

I/R hasar1 iskemik olan dokulara kan akisinin yeniden saglanmasinin ardindan
hiicresel islev bozuklugu ve o6liimiiyle karakterize patolojik bir olaydir. Kan akiginin
yeniden saglanmasi iskemik dokularin kurtarilmasi i¢in esastir. Ancak reperfiizyonun
kendisi paradoksal olarak daha fazla hasara neden olarak organin iglevini ve canliligini
tehdit eder (192). Renal I/R hasar1 ABH nin yaygin bir nedeni olarak kabul edilmekte ve
Ozellikle yogun bakim hastalar1 ile major cerrahi operasyon gecgiren bireylerde énemli
morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir (193).

Renal I/R hasarinin 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olmasinin arkasindaki
mekanizmalar arasinda, oksidatif stres, inflamasyon, hiicresel apoptoz, endotelyal
disfonksiyon ve vazokonstriksiyon gibi faktorler bulunmaktadir (194). Bu hasarin
patofizyolojik siireci son derece karmasiktir, ancak oksidatif stresin, apoptoz ve
inflamasyon gibi bir dizi yikici kaskadi tetikledigi bilinmektedir (191).

Oksidatif stres patofizyolojisnde, reperfiizyon siireciyle birlikte molekiiler
oksijenin hiicrelere geri doniisii endojen biyolojik sistemlerde c¢esitli enzimatik
reaksiyonlarim tetiklenmesine yol acar. Bu kapsamda 6zellikle NADPH oksidaz, ksantin
oksidaz ve mitokondriyal elektron tagima zinciri gibi mekanizmalar, molekiiler oksijenin
kullanilmastyla birlikte ROS olarak bilinen serbest radikallerin biiyliik miktarlarda
iiretilmesine sebep olabilir (195, 196).

ROS'lar, hiicre i¢inde oksidatif stres olusturarak hiicre zarlari, proteinler ve
niikleik asitler gibi hiicresel bilesenlere zarar verebilirler (197). Bu durum, 6zellikle
hiicresel zararin artmasina neden olan lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA salinimini
artirir (198). Renal dokuda, ROS'a kars1 korunmak amaciyla tiim hiicreler aktif olarak
GSHx, CAT, SOD gibi endojen radikal siipiiriiciileri iceren antioksidan enzimleri
salgilarlar (45). Ancak, I/R sirasinda antioksidanlarin hasara kars1 koyma yetenegi azalir.
Artan ROS iiretimiyle birlikte antioksidan sistemdeki dengesizlik, hiicresel redoks
homeostazinin bozulmasina ve dolayisiyla hiicre hasarin artmasina yol agar (199).
Meydana gelen hiicre oksidasyonu, protein ve zar lipit peroksidasyonuna yol agarak hiicre
Oliimiinii tetikler ve DNA c¢ift sarmal yapisinin bozulmasina neden olarak apoptozisi
tetikleyebilir. Ayn1 anda reperflizyon stireciyle nekrotik hiicre artig1 inflamatuar yaniti

tetikler ve doku hasariin daha da siddetlenmesine yol agar (200, 201).
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Bébrek /R hasarini hafifletmek ve bdbrek fonksiyonlarini iyilestirmek amaciyla
cesitli stratejiler ve klinik tedavi yontemleri arastirilmistir. Ancak, su ana kadar
gerceklestirilen calismalarda, higbiri hasar1 tam anlamiyla ortadan kaldirma basarisi
gosterememistir (202, 203). Bu baglamda, devam eden bir¢ok arastirma, dogal
antioksidanlarin kullaniminu, gesitli organlarda I/R hasarma kars1 etkili bir strateji olarak
degerlendirmeye odaklanmistir (141, 204, 205).

Bu kapsamda farmakolojik agidan umut verici bir aktor, bircok bitkinin ugucu
yaglarinda yaygin olarak bulunan fitokimyasallar grubuna ait olan monoterpenlerdir
(141). Ozellikle, Myrt; okaliptiis, nane, biber ve kimyon gibi bir¢ok bitki tiiriiniin ugucu
yaglarinda bulunan o6ne ¢ikan monoterpen c¢esitlerinden biridir (19). Birka¢ rapor
Myrt’nin preklinik olarak; antinosiseptif (170), antikanser (166, 206), antihiperglisemik
(167, 169, 207), noroprotektan (157, 177), anti inflamatuar ve antioksidan (155)
ozelliklere sahip oldugunu dogrulamistir.

Cok sayida arastirma, Myrtmin 6zellikle antioksidan etkisi araciligiyla gesitli
organ hasarlarmi &nleyebilecegini gdstermistir. Ornegin Parkinson Hastalign modeli
olusturulan sicanlarda Myrt uygulanmasinin beyindeki lipit peroksidasyonunu (MDA)
azaltmis ve davranigsal testlerde belirgin iyilesmeye neden olmustur (157). Demansh
farelerde yapilan bir ¢aligmada, Myrt uygulamasinin uzamsal hafiza bozuklugu ve
anksiyeteyi diizelten olumlu etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Myrt’nin etkisini, endojen
antioksidan sistem aktivitesini arttirarak (SOD, GSHx, CAT) beyni oksido-inflamatuar
stresten korumasina atfedilmistir (156). Benzer sekilde, farelerde elektromanyetik
radyasyona maruz kalma sonrasinda Myrt uygulanmasinin hafiza siireclerinde iyilesmeye
yol actig1 bildirilmistir. Bu etkinin Myrt'nin, antioksidan enzim sistemini canli
tutmasindan kaynaklandig1 one siiriilmektedir (158). Ayrica, siganlarda mesane kanseri
modelinde Myrt uygulamasinin MDA seviyelerini diisiirdiigii belirtilmistir (166).
Calismamizda, benzer doz ve siirede uygulanan Myrt’nin ise si¢anlarda skopolamin ile
indiiklenen demans modelinde beyinde artan MDA seviyesini baskiladigi gosterilmistir
(177).

Myrt'nin deneysel hastalik modellerinde sergiledigi antioksidatif etki bu dogal
bilesigin renoprotektif etkilerinin degerlendirilmesini destekleyen 6nemli bir bilimsel
temel saglamistir. Calismamiz kapsaminda, bobrek I/R hasarinin hiicresel diizeydeki
etkilerini analiz ettik. Elde ettigimiz sonuglara gore, I/R hasar1 bobrek dokusunda MDA
seviyelerinde anlamli bir artiga, antioksidan enzimler olan SOD, CAT aktivitesi ile GSH

seviyelerinde ise belirgin bir azalmaya neden olmustur (p<0.05). Elde edilen bu bulgular,
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literatiirde I/R hasarmin tanimladig1 degisikliklerle uyumludur ve deneysel renal I/R
modelinin siganlarda basarili bir sekilde olusturuldugunu gostermektedir. Ayrica,
caligmamizda intraperitonal olarak uygulanan 40 ve 80 mg/kg dozlarindaki Myrt’nin I/R
hasarl1 bobrek dokusunda MDA seviyelerini azalttigin1 ve SOD ve CAT aktivitesi ile
GSH seviyelerini arttirdigini tespit ettik. Bu bulgular, Myrt'nin renoprotektif etkilerini
destekleyerek, I/R hasarina karsi koruyucu bir strateji olarak degerlendirilmesini
saglayabilecektir.

Literatiirdeki ve ¢alismamizdaki etkilerin ortaya ¢ikmasinda Myrt’nin kimyasal
etkileri aract olmus olabilir. Myrt’nin baslica etkilerinden biri, bir lipit molekiilii olarak
membranlar stabilize edici bir etkiye sahip olmasidir. Bu stabilizasyon, yapisal olarak
saglam ve islevsel hiicre veya organel membranlarmin insa ve korunmasini
destekleyebilir (165, 166). Ayrica, Myrt gibi bisiklik monoterpenoidler, icerdikleri ¢ift
baglar araciligiyla ROS ile reaksiyona girerek onlari nétralize edebilir. Bu ozellikleri
sayesinde, serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesini Onleme veya azaltma
potansiyeline sahiptirler (208-210). Boylece hiicrelerin oksidatif stresten kaynaklanan
hasara kars1 korunmasina katki saglar.

Renal I/R sonrasinda artan ROS iiretimi, nekrotik hiicre sayisindaki artiga ve
hasarlt bobreklerdeki inflamasyona Onemli katkida bulunan bir faktdor olarak
tanimlanmistir. Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB); TNF-a, IL-1B, C-reaktif protein ve
plazminojen aktivator inhibitorii-1 dahil olmak {izere c¢esitli inflamatuar aracilarin
olusumundan sorumlu pro-inflamatuar bir sinyal molekiiliidiir (211). TNF-a, siiperoksit
aktivitesini arttirma egiliminde olup, ayn1 zamanda nitrik oksit aktivitesini azaltarak renal
vazokonstriksiyon ve hipofiltrasyona neden olarak ABH patofizyolojisini olumsuz yonde
etkiler (212). IL-1pB ise iskemik hasar1 takiben nétrofil infiltrasyonunu arttirir (213).
Boylece bu sitokinler, tiibiiler hiicrelerde inflamasyona katkida bulunur ve bdbrek
hasarmi daha da artirir (214). Dolayistyla NF-kB sinyal yolagin etkileyen ve TNF-a ile
IL-1p gibi sitokinleri hedef alan anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bilesiklerin bobrek I/R
hasarini azaltabilecegi bildirilmektedir (215).

Calismamizda, Myrt 6n tedavisi serum ve bobrek dokusunda proinflamatuar
sitokin (TNF-a ve IL-1PB) seviyelerini azaltmistir; bu da renal I/R hasarina karsi
myrtenalin immiinomodiilatér 6zelliginden kaynaklanmis olabilir. Bulgularimizi
destekleyen onceki ¢alismalarda, Myrt uygulamasinin in vitro kosullarda artmis TNF-a
ve IL-1B aktivasyonunu baskiladigr gosterilmistir (160). Ayrica, Diabetes Mellitus

olusturulan siganlarda Myrt uygulamasinin karaciger ve pankreas dokusunda artan NF-
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kB, TNF-a ve IL-1p m-RNA ve protein seviyelerini azalttig1 rapor edilmistir (155).
Demansli fareler iizerinde yapilan bir aragtirmada ise Myrt kullaniminin uzamsal hafiza
problemlerini ve anksiyeteyi diizelttigi belirlenmistir. Bu etki, beyini oksido-enflamatuar
stresten koruma egiliminde olan endojen antioksidan sistemi giiclendirmeye baglanmistir
(156). Yiiksek yagh diyetle ateroskleroz olusturulan siganlarda Myrt uygulamasi artan
inflamatuar parametrelerin (IL-10, IL-6) seviyesini azaltmistir (154).

Calismamizda, her ne kadar NF-kB seviyesini 6l¢gme imkanimiz olmasa da, asagi
akis yolagindaki TNF-a ve IL-1p seviyelerinin Myrt uygulamasina bagl olarak diismesi,
literatiirle uyumlu bir sekilde gozlemlenmistir. Sonug¢larimiz, Myrt'nin antioksidan
etkisine ek olarak anti-inflamatuar bir aktiviteye sahip oldugunu desteklemektedir. Bu
durum, Myrt'nin renal I/R kaynakli inflamasyonu etkili bir sekilde baskilayabildigini
gostermektedir

Renal I/R’de oksidan-antioksidan dengesizlik yasanir. Bu dengesizlik sonucu
artan ROS, DNA hasarina yol agarak apoptotik siireci baslatabilir (199, 216). Apoptozu
tesvik eden transmembran proteinler mitokondriyal zarlar arasi bosluktan sitoplazmaya
salinir. DNA pargalanmasi, apoptotik degisikliklerine neden olan bir dizi kaspazi aktive
ederek apoptozom olusumuna neden olur (49, 50). Apoptozom olusumu, kaspaz-9'un
otokatalitik aktivasyonuna neden olur. Bu da “cellat” kaspazlarin (kaspaz-3 gibi)
proteolitik aktivasyonunu tesvik eder. Boylece programlanmis hiicre Sliimiiniin geri
doniistimstiz faz1 baglar (51).

Apoptozun renal IR hasarmin patolojik siireciyle yakindan iligkili oldugunu
gosteren arastirmalar mevcuttur (217) Calismamizda, bobrek dokusunda kaspaz-3 ile
pozitif boyanan hiicre sayisinin I/R grubunda Sham grubuna kiyasla arttifi, Myrt
uygulanan gruplarda ise kaspaz-3 immunreaktivitesinin I/R grubuna kiyasla doza bagimli
olarak onemli Ol¢lide azaldigini tespit ettik. Bu bulgu, onceki c¢alismalarda Myrt'in
apoptotik parametreleri azaltici etkisini desteklemektedir (218). Ancak; Farrag ve ark.
tarafindan olusturulan mesane kanseri modelinde myrtenalin etkilerinin incelendigi bir
caligmada 80 mg/kg dozda Myrt uygulanmasinin mesane dokusunda kaspaz-3 aktivitesini
upregiile ederek pro-apoptotik bir etki gostermistir (166). Kanser hiicrelerinde pro-
apoptotik etki sergileyen faktorler veya bilesiklerin, normal hiicrelerde anti-apoptotik etki
gosterdigi durumlar, hiicresel sinyal yollarindaki karmasik diizenlemelerin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikabilir. Bu fenomen, genellikle hiicre tipine, genetik Ozelliklere ve
hiicrenin mevcut durumuna baglh olarak degiskenlik gosterir (219). Kanser hiicrelerine

0zgii pro-apoptotik etki gdsteren bir ajanin, normal hiicrelerde anti-apoptotik etkiye sahip
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olmasi, hiicresel diizenleme sistemlerinin farkliligin1 gosteren énemli bir konu olarak
degerlendirilmektedir (220).

Arastirmamiz kapsaminda, sigan bobrekleri histopatolojik degerlendirmeye de
tabi tutulmustur. Renal I/R hasari, bobrek kan akisinda degisikliklere yol bobrek
damarlarinin tepkisel 6zelliklerle mikrovaskiiler hasar ve degisikliklere neden olur. Bu
stire¢, glomeriiler ve tiibiiler epitel hiicre hasarini, inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve
apoptozu da beraberinde getirmektedir (221). Calismamizin sonuglarinda I/R grubundaki
hayvanlarin bobrek kesitlerinde belirgin histopatolojik degisiklikler ve ciddi
yaralanmalar gozlenmistir. Bu degisiklikler arasinda glomeriiller arasinda belirgin
kanama, tiibliler limenin dilatasyonu, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem, tiibiillerde
epitel atrofisi, hiicre dokiilmesi ve tiibiiler epitel hiicrelerinin vakuolizasyonu yer
almaktadir. Diisiik ve yliksek doz Myrt uygulamasinin ardindan sigcanlarin bdbrek
hasarmin I/R grubuna gore belirgin sekilde azaldigir gézlemlenmistir. Yiiksek ve diisiik
doz Myrt arasinda histolojik hasarin giderilmesi agisindan anlamli bir etki oldugu
belirlenmistir. Bitkilerde, Myrt metabolik olarak a-pinen ile iligkilidir. a-pinen myrtenol'e
metabolize olur ve daha sonra myrtenal'e dontisiir. Bulgularimiz1 destekleyecek sekilde
Myrt ile iliskili bu bilesiklerin histopatolojik bobrek degisiklikleri iizerinde olumlu
etkileri bildirilmistir (222, 223).

Renal I/R hasar1 sirasinda bobreklerde meydana gelen patolojik stireg serum BUN
ve kreatininde artisa neden olur (224). Klinik olarak serum kreatinin seviyesindeki artis,
akut bobrek hasarini tanilamak icin geleneksel olarak kullanilan bir belirtegtir (225).
Ancak geleneksel bir belirteg olmasina ragmen kreatinin ve BUN, ABH’nin erken
donemlerinde duyarli bir parametre degildir. NGAL ve KIM-1 gibi molekiiller ise bobrek
hasarini erken ve hassas bir sekilde belirlemek i¢in kullanilan biyobelirteclerdir. Her iki
belirte¢ de proksimal tiibiil hiicrelerinde iiretilir ve bobrek hasarina yanit olarak seviyeleri
artar (111). Mishra ve ark. renal I/R’ye maruz birakilan farelerde, NGAL"1n iskemiyi takip
eden 2 saat igerisinde idrarda kolayca tespit edildigi belirlemistir (226, 227). KIM-1’in
ise saglikli sigan bobreklerinde eksprese edilmedigi ancak iskemi sonras1 bobreklerde
carpici sekilde eksprese edildigi gosterilmistir (228). Bu sebeple KIM-1 ve NGAL bobrek
tiibliler hiicrelerindeki hasar1 daha hassas bir sekilde yansitarak, ABH’nin erken
asamalarinda tespitini miimkiin kilar. Bu biyobelirteclerin klinik uygulama ve
degerlendirme siirecleri hala devam etmekle birlikte, bobrek hasarinin daha hizli ve etkili

bir sekilde belirlenmesinde 6nemli parametrelerdir (229).
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Calismamizda BUN, kreatinin, KIM-1 ve NGAL seviyelerinin I/R gruplarinda
sham grubuna kiyasla artig gdstermesi, renal I/R hasarmin belirgin bir sekilde ortaya
cikisini yansitmaktadir. Myrt 6n tedavisi, serum kreatinin, BUN ve KIM-1 ile NGAL
seviyelerindeki azalma ile dogrulandig {izere renal glomeriiler filtrasyon fonksiyonunu
iyilestirmistir. Bu bulgular, Myrt'nin potansiyel bir renoprotektif ajan olarak

degerlendirilmesini desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez arastirmasi kapsaminda, dogal bir monoterpen ¢esidi olan Myrt’nin, deneysel
olarak olusturulan renal I/R hasar1 iizerindeki koruyucu etkileri biyokimyasal ve
histolojik analizlerle degerlendirilmistir. Bu ¢alisma, Myrt 6n tedavisinin antioksidan,
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkileri aracilifiyla renal I/R’nin neden oldugu ABH
tizerinde olumlu etkilerini gostermektedir. Elde edilen bulgularimiz, literatiirde daha 6nce
yer almamis olup, Myrt’nin I/R hasarma karsi renoprotektif potansiyelini ortaya
koymaktadir.

Elde edilen tutarli biyokimyasal ve histopatolojik bulgular, Myrt'in renal I/R
kaynakli akut bobrek hasarini azaltmada etkili bir sekilde oksidatif stresi diizenledigini
gostermektedir. Bu koruyucu etkiler, asagidaki mekanizmalar araciligiyla muhtemel
olarak gerceklesmistir:

1. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin artisi,

2. Lipid peroksidasyonunda azalma

3. TNF-a, IL-6 gibi pro-inflamatuar belirte¢lerin seviyesinin azalmasi
4. Kaspaz-3 gibi apoptotik parametrelerin seviyesini azaltmasi

Bu kapsamda, Myrt'in renal I/R hasar1 iizerindeki potansiyel -etkilerini
degerlendiren c¢aligmada gozlemlenen etkilerin, Myrt'in  sadece antioksidan
Ozelliklerinden mi kaynaklandigr yoksa apoptozu ve inflamasyonu azaltmada bagka
mekanizmalarin da etkili olup olmadigi konusunda net bir bilgi sunulamamaktadir. Bu
noktada, Sekil 6.1'de soru isareti ile gosterilen bosluklarin, Myrt'in molekiiler etki
mekanizmalarin1 aydinlatmak amaciyla yapilacak ileri diizey calismalarla doldurulmasi

gerekmektedir.
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