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OZET

Apelin, APJ reseptorii i¢in ligand olarak tanimlanmis peptit yapili bir hormondur.
Apelin ve APJ’nin birgok periferal dokuda sentezlendigi bilinmekte ve memelilerdeki bobrek
dokusunda tespit edilmesi ile dikkatleri iizerine ¢ekmektedir. Bu calisma apelin-13’{in ii¢
farkli dozda bobrek iskemi reperflizyonu (I/R) fizerindeki etkisini arastirmak {izere
gergeklestirilmistir.

Calismada Sprague-Dawley cinsi toplam 35 adet erkek sican kullanilarak 5 grup
olusturuldu (n=7). Sham (kontrol) grubunda hayvanlarin sag bobrekleri diseke edildi. I/R
grubunda sag bobrek diseke edilerek sol bobrege 45 dk iskemi ve ardindan 3 saat
reperfiizyon uygulandi. Apelin-13 uygulanan gruplarda ise (1, 10 ve 100 pg) I/R grubundan
farkli olarak iskemi baslangicinda apelin-13 intraperitonal (i.p.) olarak verildi. Serum
orneklerinden BUN, kreatinin, sodyum, potasyum, klor, total protein, albumin, AST, ALT ve
GGT otoanalizor ile TNF-a, IL-1B, IL-6, TAS ve TOS parametreleri ELISA yontemiyle
belirlendi. Bobrek dokusundan MDA, SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri ol¢iildii.

Serum biyokimya parametrelerine gore klor ve GGT disindaki tiim gruplarda sham
grubuna gore I/R grubunda 6nemli Olglide artig goriildi (p<0.05). Sodyum, total protein ve
albumin parametreleride anlamli sekilde azald1 (p<0.05). I/R grubuna kiyasla apelin uygulanan
gruplar incelendiginde ise dozlara gore degisen oranlarda veriler elde edildi. Doku
orneklerinin MDA ve antioksidan enzimler yoniinden degerlendirdigimizde sham grubuna
gore I/R grubunda SOD, CAT ve GSH-Px 6nemli 6l¢iide azalirken, MDA seviyeside anlamli
olarak yiikseldi (p<0.05). ELISA ¢alismalarinda TAS hari¢ tiim parametreler sham grubuna
gore I/R grubunda 6nemli Olglide artt1 (p<0.05). TAS’da ise istatistiksel olarak anlamli bir
diistis gortldi (p<0.05). I/R grubuna kiyasla apelin uygulanan gruplar incelendiginde de
ozellikle 100 pg uygulanan grupta anlamlilik tespit edildi (p<0.05).

Sonuglarimiz, farkli dozlarda apelin-13 uygulamasinin kisa siireli iskemi hasarim
kismen azalttigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, APJ, iskemi-reperfiizyon, antioksidan, bobrek.
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SUMMARY

Effect of Apelin Hormone on Renal Ischemia/Reperfusion Induced Oxidative Damage in
Rats.

Apelin is a peptide structure hormone, which is defined as the ligand from APJ
receptor. Apelin and APJ, which are known that synthesized in several peripheral tissues and
draw attention to the detection of kidney tissue in mammals. This study was carried to
investigate three different doses of Apelin-13 effect on the renal ischemia reperfusion (I/R).

In the study, 35 Sprague-Dawley male rats were used in total and 5 groups are created
(n=7). In Sham (control) group, right kidneys of the animals were dissected. In I/R group,
while dissecting right kidneys, 45 min. ischemia and after that 3 h. reperfusion were applied.
In the groups in which apelin-13 is applied (1, 10 and 100 pg), different from I/R group
apelin-13 was given as intraperitoneal (i.p.) at the outset of the ischemia. BUN, as a sample
of the serum, creatinine, sodium, potassium, chloride, total protein, albumin, AST, ALT and
GGT autoanalyzer and TNF-a, IL-1B, IL-6, TAS and TOS parameters were specified by
ELISA analysis. MDA, SOD, CAT and GSH-Px levels of renal tissue are measured.

According to serum biochemical parameters, a significant increment was observed in
all groups other than chloride and GGT groups with respect to sham groups. Otherhand, a
significant increment was observed in all groups except chloride and GGT group and also
that applies to I/R group as well with respect to sham group (p<0.05). Sodium, total protein
and albumin parameters decrease significantly (p<0.05). When analyzing apelin applied
groups, it is observed data ratios vary according to the dosages in comparison with I/R group.
When estimating tissue samples in the context of antioxidant enzymes, with respect to sham
group, in I/R group SOD, CAT and GSH-Px decrease dramatically however MDA level
increase significantly (p<0.05). In ELISA studies, all parameters increase dramatically except
TAS and that applies I/R group with respect to sham group as well (p<0.05). In TAS, a
statistically significant decrement was observed. When analyzing apelin applied groups
rather than I/R group, a significance was determined especially the groups that 100 pg was
applied, (p<0.05). Our results show that implementing apelin-13 in short times partly reduces
ischemia damage.

Keywords: Apelin, APJ, ischemia-reperfusion, antioxidan, kidney.
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1. GIRIS

Canlilar, hayat dongiilerinde biiylime, gelisme ve iireme gibi faaliyetleri iceren
fizyolojik olaylar1 gergeklestirebilmek iizere kullandiklari enerjiyi oksidatif metabolizma ile
elde etmektedirler. Oksidatif metabolizma, karbon ve hidrojen iceren metabolitlerin
karbonhidrat ve suya tamamen ylikseltgenmesiyle ger¢eklesir. Oksidatif metabolizma
evresinde oksijen, suya indirgenirken enerji agiga ¢ikmakta ve ¢ok az bir miktar1 da serbest
radikallere donlismektedir. Bu serbest radikaller elektronlarin1 kaybetmis zararli maddelerdir
[1].

Serbest radikallerin molekiillerinde, negatif yiiklii elektron sayis1 ile pozitif yiiklii
proton sayist esit degildir. Bu nedenle radikaller, ¢evrelerindeki atom ve molekiillere karsi
oldukca reaktif davramis gostermektedir. Sahip olduklar1 bu 6&zelliklerini ortaklagsmamis
elektronlarindan alan serbest radikaller, kisa Oomiirlii olmalarina ragmen radikal olmayan
molekiillerlede reaksiyona girerek bir dizi zincir reaksiyonu baslatirlar. Boylece fazla miktarda
radikal olusturmakta ve bu 6zelliklerinden dolay1 tehlikeli olarak kabul edilmektedirler [2, 3].
Oldukga tehlikeli olan serbest radikallerin, organizmalarin metabolik aktiviteleri esnasinda
meydana gelebilecegi gibi cesitli dis etkenlerlede olusabildigi bilinmektedir. Bu radikallerin
bazi hastalik ve patolojik durumlarin olugsmasinda da etkin rol aldiklar1 bildirilmektedir [4, 5].

Bir organdaki kan akiminin gesitli sebeplerle (organ taransplantasyonu veya cerrahi
islemler) yetersiz kalmasi veya kesilmesine iskemi denir. Iskemi ile birlikte hiicresel enerjiyi
saglayan depolarin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucu hiicre dliimlerinin
meydana geldigi bilinmektedir. iskemik bir dokunun kanlanmaya baslamasina ise reperfiizyon
ad verilir. Iskemik dokular, hiicrenin rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasini
saglamak icin reperfiizyona ihtiyag duymaktadirlar. iskemik bir dokunun reperfiizyonu
esnasinda dokuda meydana gelen hasar, iskemi siirecinde olusan hasardan daha ciddi boyutta
olabilmektedir. Ozellikle dokuya yerlesen polimorf niiveli 16kositler (PMNL) tarafindan
salinan serbest oksijen radikallerinin (SOR) dokuda olusan hasar1 arttirdigi bilinmekte ve
olusan bu hasar reperfiizyona bagl doku hasar1 olarak tanimlanmaktadir [6-8].

Son yillarda gergeklestrilen bircok calisma bazi hormonlarin serbest radikal kaynakli

hasarlar1 onleyebildigini gdstermektedir [9, 10]. 1998 yilinda Tatemato vd. tarafindan sigir



mide Ozsuyundan izole edilen apelin, adipoz doku ailesi i¢in tanimlanmis protein yapilt bir
hormondur [11]. Apelin, G-protein kenetli reseptoriiniin (APJ) endojen bir ligandi olmakla
birlikte, etkilerinide APJ iizerinden gostermektedir. Literatiirde, rat bobrek dokusunda hem
APJ’nin hem de apelinin bulundugu bildirilmektedir (Sekil 2) [11-14]. Hem apelinin hem de
APJ’nin bobrek dokusunda yiiksek oranda bulunmasi, peptidin kardiyovaskiiler sistem ve
apoptotik siireclerde etkilerinin oldugu diisiiniiliirse; apelinin bobrek iskemi/reperflizyon (I/R)
stirecinde birtakim roller alabilecegi akillara gelmektedir.

Bu caligma apelinin en aktif ve yiiksek biyolojik aktiviteye sahip formu olan apelin-

13’iin bobrek I/R hasarindaki muhtemel koruyucu roliinii arastirmak amaciyla yapildi.

1.1.  Apelin

Apelin, adipoz doku ailesinin bir iiyesidir. Ozel bir bag doku tipi olan adipoz doku,
yetiskin memelilerde mevcut adipositlerin (lipit dolu hiicrelerin) zayif kimyasal etkilesimleri
sonucunda olugmaktadir. Yiiksek diizeyde enerjinin depo edildigi yag doku ayni zamanda
sentezledigi bir¢ok hormon ile endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkin rol almaktadir
[13, 15, 16].

1993 yilinda kesfedilen APJ, endojen ligandi olan apelin tanimlanana kadar orfan
reseptOr olarak isimlendirilmistir. 1998 yilinda Tatemato vd. sigir mide 6zsuyunda apelin
hormonunu kesfetmislerdir [11]. Apelinin farkli aminoasit sayisina sahip bir¢ok formu
olmasina karsin, mevcut ¢caligmalar 6zellikle 13, 17 ve 36 aminoasitten olusan formlari iizerine
yogunlagmistir (Sekil 1). Apelin formlarinin N u¢ kismi1 peptitin reseptdre baglanmasinda, C
uc kismi ise biyolojik aktivitesinin ortaya ¢ikmasinda onemlidir. Etkileri formlarina gore
degisiklik gosteren apelinin; biyolojik aktivite bakimindan 13 ve 17 aminoasitten olusan
formunun, 36 aminoasit ihtiva eden formundan daha gii¢lii oldugu bilinmektedir. Apelin-
17°den 8, apelin- 36’dan 60 kat daha giiclii biyolojik aktiviye sahip oldugu ileri siiriilen apelin-
13’iin biyolojik aktivitesi diger apelin formlarindan daha yiiksektir [11, 13, 17].

Yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugundan dolayr arastirmalar agirlikli olarak
apelin-13 {izerine yogunlagsmis olsada, apelin-36’nin APJ’ye baglanma affinitesi daha fazladir

[18].
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Sekil 1. Apelin izoformlarinm aminoasit sekansi dizilimleri [19]. (A: (Pyr') apelin-13, B: apelin-13, C: apelin-17

ve D: apelin-36 formlar1)

Yapilan aragtirmalar ile peptidin dolasimdaki yarilanma Omriiniin 8 dk’dan fazla
olamayacag bildirilmistir [20, 21]. Bu bilgi arastirmacilara, apelinin dolasimda bir endokrin
faktor olmasinin yaninda, norotransmiter olarak da parakrin bir etkisinin mevcut olabilme
ihtimalini distindiirmektedir [18]. Gergeklestirilen caligmalar, apelinin antidiiiretik hormon
(ADH) ve baska mediyatorler araciligiyla bobrek fonksiyonlari basta olmak iizere diger
periferik dokularda da etkili oldugunu bildirmektedir [22, 23]. Apelin-13 formunun sivi
homeostazisini diizenleyici etkisi oldugu hipotezini ortaya atan Reaux vd., merkezi apelin-13
uygulamasinin  su tiiketimi iizerine etkisinin oldugunu gostermistir [14]. Taheri vd. ise
sicanlara farkli konsantrasyonlarda uyguladiklar1 apelin-13’iin yiiksek su tliketimine neden
oldugunu gostermistir [24].

Tablo 1 ve Sekil 2’de apelin ve reseptorii APJ’nin farklt memelilerdeki doku

dagilimlar: gosterilmistir.



Tablo 1. Apelin ve APJ mRNA’sinin sigan, fare ve insan dokularinda ki dagilim1 [13, 25, 26].

APJ APELIN

Sican Fare insan Sican Fare Insan
Beyin ++ + +++ + +++ ++
Dalak + +++ +
Kalp ++ +++ + ++ ++ +
AKkciger +++ ++ ++ +++ ++ +
Karaciger + +
Bobrek + + + + + +

Beyin ' apelin ve APJ

Endotelyal hicreler i
i apelin ve APJ Osteoblastlar  apelin ve APJ

Timus : —
Kalp apelin ve APJ

Akciger :apelin ve APJ

Karaciger apelin

Bobrekisti bezi ~ apelin ve APJ
Bobrek apelin ve APJ

Dalak  :---

Yumurtalik apelin ve APJ
Uterus: apelin ve APJ

Adipositler :apelin ve APJ
Mide :apelin ve APJ
Pankreas :APJ

Barsak :apelin ve APJ
Mesane :APJ

Meme bezi ' apelin ve APJ

< Kolon ' apelin ve APJ

Sekil 2. Rat dokularinda apelin ve APJ’nin gen ekspresyonu [19].

Testis: apelin



1.1.1. APJ (Apelin Reseptorii)

APJ’nin kesfi, anjiyotensin II tip I reseptoriine yakin kimligiyle bilinen G-protein
kenetli reseptor olarak tanimlanmasiyla gerceklesmistir. Bu reseptoriin protein yapisinda 7
hidrofobik gegirgen zar yer almaktadir [27]. APJ nin aminoasit dizisinin yaklasik olarak; insan
ve farede %92, insan ve sicanda %90, fare ve sigan arasinda da %96 benzerlik gosterdigi
bildirilmektedir [25, 28]. Literatiirde sican ve fareler lizerinde yapilan arastirmalarda, merkezi
ve periferal birgok dokuda APJ’nin varlig1 belirlenmistir [29, 30]. Sicanlarin hipotalamus ve
hipofiz bezinde apelin/APJ varlig1 bildirilmektedir [19]. Lee vd. calismalarinda bobrek, kalp
ve testis gibi periferal dokularin yanm sira korteks, striatum ve hipokampus gibi merkezi
dokularda da APJ mRNA’sinin ifade edildigini bildirmektedirler [26]. Cayabyap vd. ise
sicanlarin bobrek, hipofiz bezi ve iskelet kaslarinda APJ mRNA’sinin varligint gostermistir

[31].

1.1.2. Apelinin Gorevleri

APJ ile apelin iizerine gerceklestirilen c¢aligmalar, homeostatik siiregte bu
medyatorlerin  birtakim merkezi ve periferal gorevler {istlendigini gostermektedir. Bu
caligmalarda apelin ve APJ’nin kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesi, anjiyogenez,
stvi  homeostasisi, enerji metabolizmasi ile nodroendokrin modiilatér olarak gorevler
iistlenebilecegi bildirilmistir [13]. Literatlirde, siganlara intravendz apelin-13 uygulamasinin
doz bagimli olarak kan basincini arttirdigi belirtilmektedir [32]. Baska c¢aligmalarda ise
apelinin, damar yenilenmesi, endotel proliferasyon ve damar ¢ap1 diizenlemesinde gorev aldig:
bildirilmektedir [33, 34]. Apelinin bu 06zellikleri gozoniinde bulunduruldugunda, iskemi
sonrasi tedavilerde de etkili olabilecegi fikrini akillara getirmektedir.

Yapilan caligmalar ile apelin ve APJ’nin farkli uygulama sekillerinin, gida alimi [35,
36], sivt homeostaz1 [24, 37] ve enerji metabolizmasi [38, 39] iizerinde de degisen oranlarda
diizenleyici etkileri oldugu gosterilmektedir. Apelinin belirlenen yeni gorevleri arasinda
insiilin regiilasyonu ve obezite baglantili mekanizmalar yer almaktadir [40]. Literatiirde, apelin
ve APJ’nin obeziteyle birlikte adipoz doku ve plazmada artig1 bildirilmektedir [41-43]. Akut
intravendz olarak apelin enjekte edilen farelerde glukoz kullanimi iskelet kasinda artmakta ve

kan sekeri giiclii bir sekilde diismektedir [44].



1.2. Bobrek

Yetiskin bir insanda ortalama agirligi 150 g olan iki adet bobrek bulunmaktadir.
Bobrekler viicudumuzda, periton boslugunun disinda ve karmm arka boslugunda
konumlanmigtir. Bobreklerin orta kisminda yer alan; bobregin arteri, veni, lenfatiklerin ve
sinirlerin goriildiigii, bobrek ile mesanenin arasinda baglant1 kuran iireterlerin girip ¢iktigi,
cukur bolgeye hilum adi verilir. Bobrek bu kompleks i¢ yapisini kuvvetli fibroz bir tabaka
vasitasiyla korumaktadir. Bobrekten vertikal kesit alindiginda, dis kisminda korteks ve i¢
kisminda medulla olmak {izere iki ana bolge gézlemlenir (Sekil 3) [45].

Bobrekler yaklasik 1 milyon nefron adi verilen islevsel birimden meydana gelirler. 40
yasindan sonra her 10 yilda, mevcut nefron sayist %10 oraninda azalmasma ragmen,
nefronlardaki adaptif degisiklikler su, elektrolit ve metabolik {iriinlin yeterli miktarda
islenmesine olanak saglar.

Viicudun diger dokularinda oldugu gibi bdbrege besin taginmast ve metabolik
artiklarin uzaklastirilmas: kan akisi ile saglanir. Ortalama 70 kg olan yetiskin bir insanda kan
akis hizi, her iki bobregede 1100 mL/dk veya kalp debisinin %22’si olacak kadardir. Bu
organin agirhigr viicut agirhiginin sadece %0.4°1 kadar olmasina ragmen diger organlara gore
daha fazla kan akimina sahiptir [45]. Bobreklerin bilinen bircok 6nemli gorevi vardir.
Bunlardan bazilari;

» Yabanci maddelerin, metabolik yikim iiriinlerinin, ilaglarin ve hormon metabolitlerinin
atilmasi,
Su ve elektrolit dengesinin saglanmasi,
Arteriyel basincin diizenlenmesi,
Asit-baz dengesinin diizenlenmesi,
Eritrosit yapiminin diizenlenmesi,
1,25-dihidroksi vitamin D3 yapiminin diizenlenmesi ve

Glikoneojenezdir [45].

YV V V V VYV V



Kaglk Kaliks
/ Nefron (buyatalmas)

V)

Major kaliks

Papilla

Bobrek korteksi

Bobrek —Bdbrek pelvisi
Bobrek medullasi
Oreter Bobrek piramidi
Mesane
Oretas=t——<4 Ureter—-— ' BN

Sekil 3. Bobreklerin ve iiriner sistemin genel organizasyonu [45].

1.2.1. Bobregin Yapisi

Bobrekler, idrar olusturma yetenegine sahip nefronlardan meydana gelir. Nefronlar,
bobrek cisimcigi (renal korpuskiiller) ve bobrek borucuklart (bobrek tiibiilleri) olarak
adlandirilan iki kistmdan olusur. Bobrek cisimcigi de kendi i¢inde glomeriilus ve bowman
kapsiilii olarak iki alt birimden, bobrek tiibiilleri ise proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil

ve toplayici tiibiiller olarak dort alt birimden olusur (Sekil 4) [45, 46].



Eferent Bowman

il arteriyol  kapsild Proksimal tibol
Jukstaglomeriiler >: é\ﬁ/ Korteksin
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arteriyol L
Arkuat S

arter

Arkuat
ven

Distal tabal

4}—; Henle
Kivrimi

—Toplayici kanal

Peritb0l
kapilleriori

Sekil 4. Nefronun genel yapisi ve kisimlari [45].

Her ne kadar tanimlanan kisimlarin hepsi her nefronda mevcut olsada, nefronun bobrek
kiitlesinin i¢inde bulundugu derinlige bagli olarak bazi farkliliklar vardir. Glomeriilleri
korteksin dis kisminda yerlesmis olanlara korteks nefronlart denir. Bunlarin medulla iginde
sadece cok kisa bir mesafeye inen kisa henle kivrimlar1 vardir. Nefronlarin %20-30 kadarinin
glomeriilleri korteksin derin kisimlarinda medullaya yakin bélgede yerlesmistir ve bu
nefronlara jukstamediillar nefronlar adi verilir. Bu nefronlarin bazilarinda uzun henle
kivrimlart medullanin derinliklerine kadar iner, bazilarinda ise bdbrek papillasinin tepesine

kadar uzanir (Sekil 5).
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Sekil 5. Korteksteki ve jukstamedullanin nefronlan arasinda farkliik ve kan damarlan ile tiibiil yapilar

arasindaki iligkilerin semasi [45].

1.2.2. Bobregin Kanlanmasi, Filtrasyon ve Geri Emilim

Bobrek arteri, hilum bolgesinden bobrege girer. Buradan interlober, arkuat,
interlobiiler (radyal arterler de denir) arterlere ve aferent arteriyollere ayrilir. Aferent
arteriyoller, plazma proteinleri disinda, ¢ok miktarda su ve maddenin filtre edilerek idrar
yapiminin basladig1 yer olan glomeriil kapillerlerini olusturur. Her glomeriil kapillerinin distal
ucu bir araya gelerek, bobrek tiibiillerini ¢evreleyen ve peritiibiil kapilleri denilen ikinci bir
kapiller ag1 olusturan eferent arteriyolu meydana getirir.

Bobrek kan dolasimu, iki ayr1 kapiller yatagi olan 6zel bir dolasimdir. Glomeriile ait ve
tiibiil ¢evresindeki (peritiibiil) kapillerler, seri seklinde diizenlenmislerdir. Bunlar

birbirlerinden, her iki kapiller yatakta hidrostatik basincin diizenlenmesine yardimci olan



eferent arteriyol ile ayrilirlar. Glomeriil kapillerlerindeki yiiksek hidrostatik basing (yaklasik
60 mm Hg) sivinin ¢abuk filtrasyonuna neden olur, fakat peritiibiil kapillerlerinde ¢ok daha
diisiik olan (yaklagik 13 mm Hg) hidrostatik basing sivinin ¢abuk geri emilimine olanak saglar
(Sekil 6). Bobrekler aferent ve eferent arteriyollerin direncini ayarlayarak, hem glomertil
kapillerleri hemde peritiibiil kapillerlerinde hidrostatik basinci diizenlerler. Boylece viicudun
homeostatik ihtiyaglarina cevabin glomeriil filtrasyon hizin1 veya tiibiil geri emilimini
degistirirler. Peritiibiil kapillerleri, arteriyol damarlarina paralel seyreden vendz sistemin
damarlarina bosalirlar. Bunlarda sirasi ile interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve son

olarak renal arteri ile iireterin yaninda bobregi terk eden bobrek venini olustururlar [45].

Aferent Eferent
arteriyol Glomeriil Glomeriil arteriyol
hidrostatik kolloid ozmotik S—

basinci basinci P—

(60 mm Hg) (32 mm Hg)

1

Bowman
kapsiilii
basinci
(18 mm Hg)
Net filtrasyon Glomerij! Bowmgn Glomerdl
basinc -~ hidrostatik _  kapsuld _ onkotik
(10 mm Hg) basinci basinci basinci

(60 mm Hg) (18 mm Hg) (32 mm Hg)

Sekil 6. Insanlar i¢in glomeriiler kapiller agdan filtrasyona sebep olan kuvvetlerin 6zeti [45].

Glomertiller kapiller ag1 cevreleyen bowman kapsiiliiniin epitel tabakasi, kapiller

endotel hiicreleriyle birbirlerinden bazal membran ile ayrilmaktadir. Bazal membran bu iki
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hiicreyide ortaklasa kullanir. Endotel hiicreleri (kapillere ait), epitel hiicresi (bowman
kapsiiliine ait podosit denilen) ve aralarinda kesintisiz uzanan bir zar (siizlici membran) ile
kanin siiziiliirek gectigi bir yap1 olusturulur (Sekil 7). Glomeriil kapillerlerinden gelen siiziintii
(kandan siiziilen filtrat), bowman kapsiiliine akar ve bdylece idrar olusumunun ilk basamagi

gergeklesir (glomeriiler filtrasyon) [46].

\/ Proksimal tubul

Kapiller yumak

Podositler

\

\
Aferent arteriyol

Bowman kapstli e \—Eferent arteriyol

Bowman boslugu

A ,A.';"“ =
Yarik delikler

Epitel

Bazal
membran

Endotel

|
B Pencereler

Sekil 7. Glomeriil kapillerlerinin ince yapisi, B: Glomeriil kapiller zarinin kesiti ve ana bilesenleri; Kapiller

endoteli, bazal membran ve epitel (podositler) [45].

Distal tiibiil, bobrek cisimcigine yaklastiginda glomeriilusa giren afferent arteriol ile

kisa bir komsuluk yapar. Bu bdlgede kan damarinin diiz kas tabakasindaki bazi hiicreler ve
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distal tiibiil duvarindaki hiicreler, farkli o6zellikler kazanmislardir. Bu 6zel yap1 “makula
densa” olarak adlandirilir (Sekil 8). Makula densanin konumunda, afferent arteriol hiicreler,
efferent arteriol hiicreler ve iki arteriol arasinda bulunan hiicrelerinde farklilasmasiyla 6zel bir
yapt olusturduklar1 tespit edilmistir. Bu 6zel yapiya, “jukstaglomeriilar aperey” adi verilir
(Sekil 8). Makula densay1 olusturarak kivrim seklinde uzanan distal tiibiil, idrar toplama
kanallar ile devam eder. Idrar toplama kanallari, etrafindaki distal tiibiiller ile birlesir. Bu
kanallar piramitler boyunca ilerler ve toplanan idrar1 pelvis renalise bosaltir. Bobrek
cisimciginden ayrilan efferent arteriol, tiibiiliisler ¢evresinde peritlibliler damar yatagini
meydana getirirler. Peritlibiiller kapillerin gecirgenlikleri c¢evreledikleri tiibiil alanina gore
degisiklik gosterir. Tiibiil sivisindan geriemilen maddeler peritiibiiller kapiller vasitasiyla

almarak kana karismaktadir [46].

Glomerl
epiteli

Aferent
arteriyol

elastik
lamina

& , “\Bazal
naﬁs Distal membran

tabal
Sekil 8. Jukstaglomeriiler aygitin yapisi, nefron fonksiyonunun kontroliinde olasi geribildirim roliinii ortaya

koymaktadir [45].
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Siiziintii i¢inde yer alan su ve suda erimis maddeler, basit difiizyon ve aktif tasinma ile
Once tiibiil epitel hiicrelerine, buradanda kana geri emilirler (Tablo 2) [46]. Geri emilim,
hayati miktarda sivi kaybi ile canli yasaminin kisa bir siire sonra sona ermesini
engellemektedir [45]. Tiibiillerde gerceklesen madde emilimi (reabsorbsiyon), organizmanin
gereksinimleri dogrultusunda diizenlenir. Glomeriilar siizlintii ile idrar arasindaki farklilik,
tiibiillerdeki geri emilim sonucunda olusmaktadir (Sekil 9). Geri emilimin %90°1 proksimal
tiibiilde gerceklesir. Tiibiillerde su, glukoz, sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfat, karbonat gibi
iyonlar ve aminoasitler gibi maddeler geri emilirler (Tablo 2). Proksimal tiibiil bolgesinde
suyun geri emilimi, geri emilen madde miktar1 ile belirlenmektedir. Geri emilen madde
miktar arttik¢a suyun geri emilimide artar [47].

Bazi maddelerin geri emilmelerine ise hormonlar etki eder. Aldosteron hormonu, distal
tiibiil ve toplayict kanallardan sodyum iyonunun geri emilimine, potasyum iyonunun idrara

atilmasina neden olur [46].

5. Distal tobalde, re.

Sekil 9. Tibiillerde madde aligverisi [46].

13



Tablo 2. Farkli maddelerin bobrekler tarafindan filtrasyon, geri emilim ve atilma hizlar [45].

Filtre olan miktar | Geri emilen miktar | Atilan miktar glel:f(;r(:llﬁrlzlzl‘l’}:l'lsl:

Glikoz (gr/giin) 180 180 - 100
Bikarbonat (mEq/giin) 4.320 4318 2 >99.9
Sodyum (mEq/giin) 25.560 25.410 150 99.4
Kloriir (mEq/giin) 19.440 19.260 180 99.1
Potasyum (mEq/giin) 756 664 92 87.8

Ure (gr/giin) 46.8 234 234 50
Kreatinin (gr/giin) 1.8 - 1.8 -

1.3. Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY); bobreklerden atik maddelerin atilmasi, idrarin
konsantre edilmesi, elektrolitlerin korunmasi ve sivi dengesinin diizenlenmesi gibi gorevleri
aniden yitirmesi durumudur. ABY ile meydana gelen bu durumun siddeti ile siiresi, diger
organ ve sistemleride etkileyebilmektedir [48, 49].

Akut bobrek yetmezligi nedenleri temelde ii¢ kisima ayrilir:

1. Bobrege gelen kan akiminin yetersiz olmasindan kaynaklanan akut bdbrek
yetmezligi. Bu durum bir bagka organdan (6rnegin kalp) kaynaklanir ve prerenal akut bobrek
yetmezligi olarak adlandirilmaktadir. Kalp debisinin azalmasi ile kan basincindaki diisiisle
goriilen kalp yetmezligi veya ciddi bir kanama ile diisiik kan basinci goriilmesi gibi durumlar
sonucunda goriilebilir.

2. Bobrek i¢inde yer alan kan damarlarini, glomeriilleri ya da tiibiilleri etkisi altina
almasiyla olusan intrarenal akut bobrek yetmezligi.

3. Kalikslerden mesaneye kadar olan iiriner toplayici sistemde meydana gelebilecek bir
tikanma nedeniyle goriilen postrenal akut bdbrek yetmezligi. Uriner kanalin ttkanmasinda en

onemli nedenlerinden biri bobrek taslaridir [45].

1.3.1. Prerenal Nedenler

Bobrek kan akisinda azalmaya neden olurlar. Bu durumun goriilmesi ile glomeriil

filtrasyon hizindaki (GFR) diisiisiin yani sira idrar, su ve elektrolit atiliminda azalma meydana
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gelir. Renal kan akisinin durmasi idrar atiliminin bitmesi ile sonuglanir ve “aniiri” olarak
adlandirilir. Kan akisinin azalmas ile ilgili durumlar su sekilde siralanabilir [47];

a) Intravaskiiler hacim azalmasi, kanama (travma, operasyon, dogum sonrasi,
gastrointestinal), ishal, kusma ve yaniklar.

b) Kalp yetmezligi (miyokard infarktiisii, kapak hasar1 vb.)

¢) Primer renal hemodinamik anomaliler (renal arter stenozu, renal arter veya veninin
emboli veya trombozu, prostoglandin sentezinin asir1 blokaj1).

d) Periferik vazodilatasyon ve bunun neticesinde olusan hipotansiyon (anaflaktik sok,

anestezi, sepsis, siddetli enfeksiyonlar) [47].

1.3.2. Renal Nedenler

ABY’ye yol agan renal nedenler arasinda, iskemi yada toksinlere bagli gelisen ve
organ hasarma yol acan akut tiibiiler nekroz yer almaktadir. Bu durum, glomertilar kapiller
veya bobrek arteriyollerinin, bobrek tiibiiler epitelinin ve bobrek interstisyumunun hasarina
sebebiyet vererek ABY gelisimi goriiliir. Renal ABY ’nin nedenleri su sekilde siralanabilir.

a) Kiiciilk damarlarda veya glomeriiluslardaki hasarlar (kolesterol embolisi, malign
hipertansiyon),

b) Tiibiiler epitel hasarlar (iskemi sonucunda akut tiibiiler nekroz, toksinler nedeniyle
akut tiibliler nekroz); intravaskiiler ve endojen toksinlere bagli hemoliz, hemoglobiniiriye
neden olan etmenler, glomeriilitis, postinfeksiydz nefrit, nefrotoksinler ve iskemi),

¢) Renal intestisyel hasarlar olarak siralanabilir.

Renal ABY’de olusan patoloji, ABY den farkli olarak bobrek kan akiminin saglanmasi
ile diizelmemektedir, fakat kortikal nekroz olusturacak seviyede bir islev bozuklugu s6z

konusu ise bobrek yetmezliginin kalic1 olmasi s6z konusudur [47, 50, 51].

1.3.3. Postrenal Nedenler

Ureterlerin, renal pelvislerin biiyiik taslar ya da kan pihtilar1 ile bilateral tikanmasi
veya iretranin tikanmasi gibi durumlar ABY’ye neden olmaktadir. Bu nedenlerden dolay1

ABY’den hemen 6nce bobrek fonksiyonlart yerinde olmasina ragmen, idrar akiminin kismen
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veya tamamen durmasit ABY ile sonuglanmaktadir. Kan pihtisi, renal papilla 6demi, renal
daralmalar, norolojik disfonksiyonlar, travma, cesitli eksternal komplikasyonlar, prostat
hipertrofisi, serviks kanserleri, pelvik kitleler, iiretral daralmalar ve mesanedeki kitleler gibi
idrar akisini engelleyen durumlar postrenal ABY nin nedenleri arasinda yer almaktadir [47,
50-53]. ABY’nin diizeltilmemesi, GFR’de ki azalma ile bobrek sivi-elektrolit seviyesini
diizenleme ve metabolik endokrin fonksiyonlarda kronik ve artan bozulma hali olarak

tanimlanan kronik bobek yetmezligini (KBY) ortaya ¢ikartmaktadir [47, 54].

1.4. Kronik Bobrek Yetmezligi

KBY, glomeriiler filtrasyon seviyesinde goriilen diistlisle birlikte bobregin sivi-¢cozelti
dengesini diizenlemekte ve metabolik-endokrin fonksiyonlarda goriilen kronik bozulma
halidir. KBY’ye bir ¢ok faktdr yol acabilir. Genel olarak en sik goriilen nedenler arasinda;
diyabet, hipertansiyon, polikistik bobrek hastalig1 ve interstisiyel nefritler vardir [55].

Bobregi etkileyen herhangi bir hastalikta glomeriil sayisinin azalmasina ragmen, yiik
aynt kaldig1 i¢in glomeriil basina diisen perflizyon orani artar (hiperperfiizyon) ve
hiperfiltrasyona bagli olarak intraglomeriiler hipertansiyon gelisir. Daha sonra anjiotensin II
gibi kan damarlarinda kan basincinin artmasini saglayan (vazokonstriksiyon) faktorlerin olaya
karismasi ile endotelde yirtilma olur ve damarlarda kitleler olusur. Bdylece glomeriiller
tilkendikge geride kalanlara binen yiik giderek artar ve kreatinin seviyesi hizla yiikselir.
KBY’li hastalarin biiyiik bir kisminda bdbrek boyutlar1 kiiglilmiistiir ve biyopside primer
nedene bagl olmaksizin glomeriiloskleroz goriiliir. Altta yatan sebebe bagli olarak, belli bir
stire gectikten sonra primer neden ortadan kalksada gidisat durdurulamaz ve KBY gelisir [54,

56].

1.5. iskemi Reperfiizyon

Atardamar ve toplardamarlarda ki kan dolagiminin herhangi bir nedenle azalmasi veya
kesilmesi ile organ ve dokunun yetersiz perfiizyonu sonucu, s6z konusu doku veya organlarin
oksijenden yoksun kalmasi durumuna iskemi denilmektedir. Iskemi, hiicresel enerji

depolarmmin tiikkenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesi neticesinde hiicre 6liimlerine
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sebebiyet vermektedir. iskemiye maruz kalan dokularda, hem hiicrenin rejenerasyonu hem de
toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi gerekmektedir. Fakat reperfiizyon
dokuda ¢eligkili olarak sadece iskemi ile olusan hasara gére ¢ok daha ciddi bir hasara yol
acabilir [7, 8].

Reperfiizyon siirecinde takip edilen hasarda, hiicre icine molekiiler oksijen girisi
iizerine hizla olusan serbest oksijen radikaller (SOR) ve bunlarin tiirevleri basta olmak iizere
birgok mekanizma yer almaktadir. Reperfiizyon hasarina son derece duyarli olan hiicresel
yapilar; zar lipitleri, proteinler, niikleik asitler ve deoksiriboniikleik asit molekiilleridir [7, 57].
Iskemik dénemde hiicrede birtakim metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelmektedir
(Sekil 10). Dokuya gelmesi gereken kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif
fosforilasyon azalmakta ve adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat
sentezi durma seviyesine gelmektedir [7, 58]. Hiicrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre
zarinda lokalize olan Na', K'-ATPaz pompas1 inhibe olur ve bunun sonucunda, hiicre icinde
Na“ ve Ca® iyon konsantrasyonlari artmaktadir [7, 59]. Hiicre icinde Ca*" iyon
konsantrasyonunun artmasi durumu, hiicre i¢in sitotoksiktir [7, 60]. Ayni zamanda hiicrede
iyon konsantrasyonunun degisimi beraberinde proinflamatuar sitokinlerin ve l16kosit adhezyon
molekiillerinin yapiminda artig, buna karsilik antioksidan enzimlerin olusumunda azalmaya
yol agmaktadir. Ortaya ¢ikan tiim bu tablo hiicreyi reperflizyon donemindeki hasara karsi
dayaniksiz kilar. Iskemik dénemde adenozin trifosfat (ATP) iiretimi durdugu halde kullanimi
devam ettigi icin ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusmaktadir. Meydana
gelen adenozin, hizla hiicre disina difiize olur ve inozin ile hipoksantine parcalanir. Iskemi
sonucu ATP yikimi, dokuda ksantin, hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve
ksantin dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) déniisiimiine yol acar. Iskemik olmayan
normal hiicrede, hipoksantin iirik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici olarak
NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) gorev alir. Ancak hipoksi ya da
iskemi nedeniyle KDH — KO’a donistiigiinden hipoksantinin {irik asite doniisimii, KO
tarafindan gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alic1 olarak molekiiler oksijen kullanilir
[61]. KO artmast ile SOR salinmasi solunum patlamasi olayin1 meydana getirir. Solunum
patlamasi, oksijen tiikketiminin hizla arttigi ve siiperoksit (O,) radikallerinin olustugu bir
siiregtir. Bu olay sirasinda O,” molekiiliinden siiperoksit dizmiitaz (SOD) aktivitesi ile hidrojen

peroksit (H,O3) olusmaktadir.
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Iskemi
Trombosit aktivasyonu + Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybi)
Doku hasan
4
Reperfiizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
Serbest radikaller i
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasar
v v v v v v
Membran batunlaganan Notrofil birikmesi NO! Adhezyon Kompleman Sitokinler
bozulmas! v — molekiilleri  aktivasyonu ::; ;
Fagositoz Lokosit tikacl l l i
v v
O, radikali «  Iskemi Vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu, notrofil kemotaksisi
v v ‘
«

Sekil 10. iskemi/reperfiizyon hasarinda yer alan olaylar dizisi [7].

1.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller yoriingesinde eslesmemis “elektron” bulunduran; bu nedenlede
negatif yiiklii elektron sayilarinin, pozitif yiiklii proton sayisina esit olmadig1 basit bir molekiil,
atom veya iyonlardir [62]. Serbest radikaller bu ortaklasmamis elektronlarindan dolay1
cevrelerindeki atom ve molekiillere karsi reaktif bir tutum sergilerler. Olduk¢a kisa Omiirlii
olmalarma karsin, radikal olmayan molekiillerle reaksiyona girerek radikallesmelerine neden
olurlar. Bdylece bir dizi zincir reaksiyonu baslatip, bircok radikal olustururlar. Bu
tutumlarindan dolay serbest radikalleri oldukea tehlikelidirler [3, 63-65].

Biyomolekiillerin ¢ogu atomlar1 birbirlerine kovalent bagh ve nonradikal yapilardir.
Atomlar arast kovalent baglar, elektron ciftlerinin paylasilmasiyla olustugundan serbest
radikallerede yarim kalmis bag gibi bakilabilir. Bu radikaller fizyolojik sartlarda, dis etkenlere
kars1 organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusabilmekte ve igsel mekanizmalarla

organizmada goriilebilecek zararl etkileri dnlenmektedir. Biyolojik sistemlerde olusan serbest
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radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen, nitrik oksit (NO), uyarilmig nétrofil, mitokondriyal
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak
sayilabilir. Solunan oksijenin yaklasik %5°1 organizmada son yoriingelerinde ortaklanmamis
elektron igeren toksik serbest radikallere doniismektedir [66].

Iskemik dokunun tekrar kanlanmasi ile Oy, hidroksil (OH), hipoklorik asit, H,O, ve
NO’dan olusan peroksinitrit gibi reaktif oksijen radikalleri olusur. Iskemik dokuda ATP
kullanim1 devam ettigi halde, iiretimi azalmaktadir. ATP kullanimi sonucu ATP’den adenozin
monofosfat ve adenozin olusur. Adenozin hiicre digina difiize olurken, inozin ve hipoksantine
doniislir. Normal sartlarda hipoksantin, KDH araciligiyla ksantine parcalanir, fakat iskemik
durumda kalsiyum ile aktive edilen ve “kalpein” olarak tanimlanan sitozolik proteaz enzimi ile

KDH, KO’ya doniismektedir [67, 68].

1.7. Oksidatif Stres

Oksidasyon, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron vermesi siireci olarak
tanimlanmaktadir. Yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine goére yiiksek olan madde
yiikseltgenirken digeri indirgenir [69]. Oksidatif stresin bag sorumlular: reaktif oksijen ve azot
tirleridir [70]. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma i¢in zararli olabilecek oksidasyon
iiriinleri olusabilmektedir [69].

Serbest radikallerin proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya, membran lipitlerine ve
karbonhidratlara etkileri kisaca asagida belirtilmistir;

1. Proteinler: Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yliksek oldugu i¢in triptofan, tirozin, fenilalanin histidin, metionin, sistein gibi
aminoasitleri i¢eren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler [71-73].

2. Niikleik Asitler ve DNA: Radyasyonla hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu
iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller meydana gelir. Iyonize edici radyasyonla olusan
serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol acarlar [74, 75].

3. Membran Lipidleri: Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Lipid peroksidasyonu

organizmada olusan kuvvetli ylikseltgen bir radikalin membran yapisinda bulunan
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poliansature yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir H atomu uzaklastirilmas: ile
baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin O™ radikali ile OH" radikali oldugu kabul
edilmektedir [76, 77].

Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden bir H atomunun uzaklastirilmas: sonucu,
zincir radikal niteligini kazanmaktadir. Boylece olusan lipid radikali (L*) dayaniksiz bir
bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir. Ozellikle molekiil ici ¢ift bag aktarilmasiyla
dien konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid
peroksit radikali meydana gelir. Bu lipid peroksit radikalleri, zar yapisindaki diger
poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta,
kendileride agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine (LOOH) dontismektedir.
Boylece olay kendi kendine katalizlenerek yiirtimektedir [78, 79].

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil bilesiklere
doniismesiyle sona erer. Bu bilesiklerden biri olan malondialdehit (MDA) miktari,
tiobarbiitirik asit (TBA) testiyle Olciilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir [78, 79].

4. Karbohidratlar: Serbest radikallerin karbohidratlar iizerine 6nemli etkileri vardir.
Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, O, ve
H,O0,’i meydana getirirler. Monosakkaritlerin  otooksidasyonunun, protein ¢apraz
baglanmalarma yol acarak agarega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran
kalinlagsmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisiminede sebep olduklar1 ileri

siiriilmektedir [80].

1.8. Antioksidanlar

Organizmada oksidan molekiillerin olusturduklari hasara karsi koruyucu mekanizmalar
bulunur. Oksidan diizeyi ile antioksidan sistem arasinda denge s6z konusudur. Oksidanlarin
diizeyi ylikselir ve antioksidanlar yetersiz kalirsa bu denge bozulur ve oksidan molekiiller
hiicrenin bir¢ok bilesenini (protein, lipid, karbohidrat, niikleik asit, enzimler) etkileyerek hiicre
hasarina yol agarlar [4, 81]. Antioksidanlarin fonksiyonlar1 arasinda serbest radikal olusumunu

siirlandirmasi, tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasini saglamasi, olusan serbest
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radikallerin ortadan kaldirilmasi, hasarli molekiillerin tamir ve temizlenmesi yer alir [82-84].
Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars: etkilerini dort yolla gosterirler.

Bunlar;

i. Siipiiriicii/temizleyici etki gdsterenler: Radikal olusumunu engellerler ve olusmus
olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Ornek olarak, SOD ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi enzimleri ve metal baglayici bazi proteinler verilebilir.

ii. Giderici etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini inaktif hale getiren bilesiklerdir. Omek olarak, vitaminler (A, C ve E
vitaminleri), flavonoidler, mannitol ve antosiyuanidinler verilebilir.

iii. Zincir kiric1 etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belli
yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak bazi vitaminler, iirik asit,
bilirubin ve alblimin gosterilebilir.

iv. Tamir edici etki gosterenler: Bu gurupta DNA tamir enzimleri, metionin siilfoksit
rediiktaz sayilabilir.

Canlilarda mevcut mekanizmalar sonucu olusan serbest radikaller, cogu zaman lipit
oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre dliimlerine neden olmaktadir. Antioksidanlar,
oksidasyonun c¢esitli asamalarinda yukarida Ozetlenen mekanizmalarin devreye girmesinde
etkili olan maddelerdir. Sentetik olarak iiretilebildigi gibi dogal kaynaklardanda elde
edilebilirler. Bu tiir maddeler, olusan serbest radikalleri ya dogrudan temizleyerek ya da
elektron veya hidrojen aktarimi yaparak etkisiz hale getirir [85].

Iskemiye maruz kalan dokunun reperfiizyonu sirasinda ayni anda ortaya cikan
reaksiyonlar sonrasinda doku hasari artar. Goriilen bu doku hasar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1. Serbest oksijen radikali olusumu: Reperfiizyon ile oksijenin hizla dokuya gecisi,
pilirinlerin KO ile oksidasyonuna ve bdylece O, radikalleri ve {iirat olusumuna neden
olmaktadir [7, 86].

2. NO miktarinin peroksinitrit ( ONOO™ ) olusumuyla azalmasi: Iskemik dokunun
reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun bozulmasina, kapilerlerde 16kosit
tikaglarinin olugsmasi ve sivi filtrasyonunun artmasina, postkapiler veniillerde plazma
proteinlerinin damar digina sizmasina ve bodylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina

neden olur [86, 87].
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3. Notrofil aktivasyonu: I/R hasarinda reaktif oksijen tiirevlerinin ve makrofajlarin
notrofil aktivasyonu ve adezyonuna neden olmak suretiyle doku hasarina yol agtiklari ileri
stiriilmektedir. Reperfiizyon hasarini dnlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da 16kosit
adezyon molekiillerine karsi monoklonal antikorlarla yapilan c¢aligmalar, reperfiizyonda
mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica noétrofillerin sorumlu oldugunu gostermistir
[7].

4. Proinflamatuvar sitokin salmimi: iskemik dokunun reperfiizyonu ile baslica dokuda
bulunan makrofajlar tarafindan dolasimdaki nétrofillerin ve lenfositlerin inflamasyon
bolgesine c¢ekilebilmesi icin g¢esitli mediatorler salgilanir. Bu mediatorlerin en onemlileri
Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-1 beta (IL-1p)’dur.

Tiimoér nekroz faktorii-alfa (TNF-a0): Herhangi bir operasyon sonucunda doku
travmasi ya da infeksiyonlarla meydana gelen inflamatuarlar, proinflamatuar sitokin
dongiisiiniin devreye girmesini saglamaktadir. TNF-a sentezinin kaynagini, periton ve i¢
organa ait dokularda bulunan monositler, makrofajlar ve T hiicreleri olusturmaktadir.
Karacigerde ozellesmis makrofajlardan olan kupffer hiicreleri, insan viicudunda bir arada
bulunan en biiylik makrofaj toplulugudur. Bu hiicreler, i¢ organlardaki cerrahi veya travmatik
yaralanmalarla, inflamatuvar mediatorlerin olusumu ve akut faz proteinlerinin yapimi gibi
homeostatik cevabin olusumunda énemli bir etkiye sahiptir. Akut travmaya cevap olarak TNF-
o salinimi kisa siireli olugsmaktadir [86, 88].

Interlokin-1 (IL-1): TNF-o, makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden IL-1
biyosentezi ve salmimini indiikklemektedir. IL-1’in IL-loo ve IL-1B olmak iizere iki
proinflamatuar tiirii vardir; IL-la hiicre zan ile ilgili olup, etkisini hiicresel etkilesimlerle
gosterir. Dolagimda bulunan IL-18, IL-1a’ya oranla daha fazla miktarda sentezlenir ve travma
sonrasinda olusan sistemik degisiklikleri indiikler. TNF-a ve IL-1p reseptorleri farkli olmasina
ragmen etki bakimindan TNF-a ile benzer fizyolojik ve metabolik degisikliklere sebep olurlar
[86].

TNF-0, IL-1B ve IL-6 proinflemator sitokinlerin bir anahtaridir. Merkezi sinir
sisteminin inflamatuvar hasar tizeinde 6nemli gorevleri vardir. Hiicre membranlarina dogrudan
hasarlarinin yani sira, serbest radikaller notrofil birikimini aktive eder ve TNF-a ile IL-1p

ireten ¢esitli hiicre tiplerini uyarirlar. Boylece, diger sitokinlerin ve endotelyal hiicre hasar ile
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spinal kord iskemisinde meydana gelen endotel kokenli 16kosit adezyonunun olusumuna
katkida bulunurlar [89].

Interlokin-6 (IL-6): 26 kD’luk bir sitokin olan IL-6, mononiikleer fagositler, damar
endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel hiicreleri ile bazi aktif T hiicreleri tarafindan da
sentezlenmektedir. IL-1 ve TNF-o’nin beraberinde salgilanip, birlikte sinerjistik etki
gosterirler. IL-6’nin etkileri hepatositler ve B lenfositleri lizerine olmaktadir. Akut faz yanitina
katkida bulunan bir¢ok plazma proteininin hepatositler tarafindan oksidasyonu, yag dokusu
lipoprotein lipaz (LPL) aktivite azalmasi ile katabolik reaksiyonlar1 animsatan fizyolojik
degisikliklerin ortaya ¢ikarilabilecegi gosterilmistir. IL-6 lizerine yapilan arastirmalar insiilinin

hepatik glikojen metabolizmasi iizerine ters etkilere sahip oldugu gosterilmistir [40].
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2. MATERYAL METOD

Calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi, Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali laboratuarinda gerceklestirildi. Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Baskanligi tarafinca onaylanan (Toplant1 sayi: 2013/02; Karar no: 32, Ek 1.) ¢alismadaki
biitiin uygulamalar etik kurul protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.

2.1. Deneysel Hazirhk
2.1.1. Apelin-13’iin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan apelin-13 hormonu Sigma-Aldrich Co.’dan (ABD, Katalog No:
A6469) alind1. Calismaya baglanmadan hemen 6nce, apelin-13’iin ii¢ farkli konsantrasyonu (1,

10 ve 100 pg/kg) serum fizyolojik (SF) igerisinde hazirlandi.

2.1.2. Deney Hayvanlar

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden temin edilen 320-
370 g agirliginda, Sprague-Dawley cinsi toplam 35 adet erkek sigan kullanildi. Deneysel siire
boyunca siganlar 21-22°C sicaklik araliginda, 12 saat aydinlik-karanlik periyodunda tutuldu.

Deney siiresince sicanlar ad libitum olarak standart sican yemi yediler ve musluk suyu igtiler.

2.2.  Gruplarin Olusturulmasi

Sicanlar agirliklart birbirine yakin olacak sekilde, rastgele 5 gruba ayrildi (herbir grup
n=7). Gruplar ve yapilan uygulamalar asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi.

1. Sham grubu (Sham): Hayvanlarin sag bobrekleri diseke edildi.

2. I/R grubu: Sag bobrek diseke edilerek sol bobrege 45 dk iskemi ve sonrasinda 3

saat reperfiizyon uygulandi.
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3. Diisiik doz apelin-13 uygulanan grup (APLN-1 pg): Sag bobrek diseke edilip,
sol bobrege 45 dk iskemi ve sonrasinda 3 saat reperfiizyon uygulandi. Iskemi
baslangicinda 1 pg/kg apelin-13 i.p. olarak verildi.

4. Orta doz apelin-13 uygulanan grup (APLN-10 pg): Sag bobrek diseke edilip, sol
bobrege 45 dk iskemi ve sonrasinda 3 saat reperfiizyon uygulandi. Iskemi
baslangicinda 10 pg/kg apelin-13 i.p. olarak verildi.

5. Yiiksek doz apelin-13 uygulanan grup (APLN-100 pg): Sag bobrek diseke
edilip, sol bobrege 45 dk iskemi ve sonrasinda 3 saat reperfiizyon uyguland:. Iskemi

baslangicinda 100 pg/kg apelin-13 i.p. olarak verildi.

2.3. Cerrahi Uygulamalar

Hayvanlarda anestezi intramuskiiler yolla 8 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer,
Istanbul/Tiirkiye) ve 70 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Istanbul/Tiirkiye) ile saglandi
[90]. Anestezi derinligi goz refleksi ile degerlendirildi.

Sag bobregin diseke edilmesi

Sham, I/R ve apelin-13 uygulanan gruplardaki siganlar anesteziye alindiktan sonra sirt
bolgeleri (sag ve sol) tiras edildi (Sekil 11). Oncelikle biitiin gruplardaki hayvanlarin sag
bobrekleri disekte edildi. Bu amagla siganlarin tiras edilen sirt bolgeleri %10 povidon iyodin
stiriilerek dezenfekte edildi. Sag taraftan sirt bolgesi (bobrek hizasinda) bistiiri kullanilarak
yaklagik 2-3 cm boyutunda i¢ organlara zarar verilmeden acildi. Sag bobrek net olarak goriildi ve
renal arter atravmatik 4,0 ipek cerrahi iplikle baglanarak diseke edildi. Kan akiminin kesilmesi
bobrekteki renk degisimi izlenerek belirlendi. Siganlarin maruz kaldigi operasyonda sivi
replasmani saglamak i¢in 40 dk araliklarla 3 defa (500 pL) SF i.p. olarak uygulandi.

Sol bobrege I/R uygulamasti

I/R ve apelin-13 gruplarindaki siganlarin sol taraf sirt bolgeleride 2-3 cm uzunlugunda
acilarak sol bobregin goriilmesi saglandi. Iskemi olusturmak iizere sol bobrekteki kan akimi
renal artere klemp takilarak 45 dk siiresince engellendi (Sekil 11). Apelin-13 gruplarindaki
hayvanlara iskemi baslangicinda i.p. olarak apelin-13’tin 3 farkli konsantrasyonu uygulandi

(Sekil 11). Sol bébrektede kan akimmin durdugu renk degisimi ile belirlendi. Iskemi
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sonrasinda renal artere takilan klemp agilarak bobregin tekrardan kanlanmasi saglandi. Kan

akimi 3 saat siire ile gerceklestirildikten sonra siganlar feda edildi [91, 92].

Sekil 11. Cerrahi hazirlik ve islemler.
(a:Calisma oncesi ratlarin tras edilmesi. b:Tras edilen bolgenin povidon iyot ile temizlenmesi.
c:Sag bobregin diseke edilmesi. d:Sol bobregin klemplenmesi. e:Apelin-13’iin i.p.
enjeksiyonu.)
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2.4. Dokularin Toplanmasi

Deney sonrasinda sicanlarin kan ve sol bobrek dokulart alindi. Kan 6rnekleri 3500
rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve serumlar1 toplandi. Numuneler analizler yapilincaya kadar

eksi 80°C’de saklandi.

2.5. Dokularin Analizi
2.5.1. Serum Orneklerinin Analizi
2.5.1.1. Biyokimyasal Analiz

Serum kan iire azotu (BUN), kreatinin, klor, sodyum, potasyum, aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), gama glutamil transferaz (GGT), total
protein ve albumin diizeyleri Firat Universitesi Merkez Laboratuarinda Olympus AU 600

(Optical Co Ltd., Japan) otoanalizorii kullanilarak belirlendi.

2.5.1.2. ELISA Analizleri

Deney gruplarinin serum TNF-a, IL-1B, IL-6, TAS ve TOS diizeyleri rat spesifik
ELISA kitleri kullanilarak belirlendi. Analizler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali ELISA laboratuvarinda gerceklestirildi. Calismalar BIOTEK ELx50 model
plaka yikayic1 (ABD), BIOTEK ELx800 model ELISA okuyucu (ABD) ve Panasonic KX-
P1150 Multimod ELISA yazicis1 (Japon) kullanilarak yapildu.

2.5.1.2.1. TNF-a, IL-1p ve IL-6 Seviyelerinin Ol¢iilmesi

Gruplarin serum TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyeleri rat spesifik ELISA kitleri (TNF-a, E-
EL-R0019; IL-1B, E-EL-R0012; IL-6, E-EL-R0015; Elabscience, Cin) kullanilarak belirlendi.
ELISA analizi agagida belirtildigi gibi kit protokolii takip edilerek gerceklestirildi.

2.5.1.2.2. Reaktiflerin Hazirlanmasi

Calisma Oncesi tiim reaktifler oda sicakligina (25°C) getirildi. Yikama tamponu 30 mL
konsantre halde oldugundan 750 mL distile su ile seyreltme islemi yapildi. Kit protokoliindeki
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oneri iizerine 40°C’de ki su banyosunda kristaller tamamen kayboluncaya kadar
karigtirildiktan hemen sonra ¢ozelti oda sicakligina getirildi.

Standart ise kullanmadan hemen 6nce hazirlandi. Hazirlik i¢in 1 mL referans standarti
ve ornek dilisyonu sulandirilarak, 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Béylece 1000 pg/mL’lik
bir stok soliisyonu elde edildi. Daha sonra 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 0 pg/mL
olacak sekilde standart seri diliisyonlar1 olusturuldu (Sekil 12).

500 uL 500 ul. 500 pL. 500 pL. 500 pL. S00 pL

= Y Y Y Y

Referans §f -~ -
standart [ge.
_

TNF-a .
IL-1p 1 2 3 4 5 6 7 tip
IL-6 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 0 pg/mL

Sekil 12. Kit standartlarinin diliie edilmesi.

Biyotinlenmis antikor ve konsantre HRP konjugati 100 pL/kuyu olacak sekilde
hazirlandi. Bu asamada biyotinlenmis antikor ile antikor diliienti ve konsantre HRP konjugati
ile HRP diliienti 1:100 olacak sekilde seyreltildi ve stok tiiplerine alindi. Substrat reaktifi
1siktan etkilendiginden dolay1 sadece ihtiya¢ duyuldugunda kullanilda.

2.5.1.2.3. Yikama Prosediirii

ELISA yikayictyla her bir kuyuya 350 pL yikama tamponu eklenerek belirtilen siire

(enjeksiyon ve emme arasindaki aralik 60 saniye) boyunca yikama islemi gerceklestirildi.
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2.5.1.24. Calisma Prosediirii

Ornek, standart ve kor icin her bir kuyuya 100 pL yiikleme yapildi. Kér kuyusuna
sadece referans standart ve ornek seyreltici karisimi eklendi. Plakalar adeziv film (seal) ile
kaplanarak 37°C’de 90 dk inkiibe edildi. Biyotinlenmis antikor uygulamas: i¢in kuyular
bosaltildi, fakat yikama yapilmadi. Kuyulara hazirlanan biyotinlenmis antikordan 100pL
eklenerek 37°C’de 60 dk inkiibe edildi. Daha sonra herbir kuyu 3 defa aspire edildi ve yikandi.
Hazirlanan HRP konjugat ¢ozeltisinden kuyulara 100 pL yiikleme yapildi ve plakalar adeziv
film ile kaplanarak 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Yikama islemi bu asamada 5 kez uygulandu.
Her bir kuyuya 90 pL substrat ¢ozeltisi eklendi ve plakalar adeziv film ile kaplanarak, 37°C’de
15 dk inkiibe edildi. Bu islem sirasinda plakalar 1siktan korundu. Standart kuyularinda belirgin
bir gradient goriildiigiinde durdurma islemine baslandi. Bu islem i¢in herbir kuyuya 50 pL
durdurma soliisyonu (stop solution) eklendi ve renklerin sartya dondiigii goriildii. Son olarak
elde edilen preparat 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucu kullanilarak okundu. Sonuglar
pg/mL olarak ifade edildi.

2.5.1.3. Serumda Total Antioksidant Durumunun Ociilmesi

Serum Orneklerinin total antioksidan seviyeleri Total Antioxidant Status (TAS) kiti
(Katalog no; RLO017, Rel Assay, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi. ELISA analizi kit
protokoliine uygun sekilde gergeklestirildi.

Kitin calisma prensibi antioksidant molekiillerin koyu mavi-yesil renkli ABTS
radikalini renksiz ABTS formuna indirgemesine dayanmaktadir. Her bir kuyuya 500 pL
reaktif 1 eklendikten sonra 30’ar pL standart 1, standart 2 ve serum 6rnegi eklendi. Meydana
gelen karisimin ilk absorbans degeri 660 nm’de belirlendi. Daha sonra her bir kuyuya 75 pL
reaktif 2 eklendi ve 5 dk 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi son absorbans
degeri 660 nm’de okunarak kaydedildi. Orneklerin total antioksidan durumlar1 asagida ki
formiil kullanilarak hesaplandi.

Sonug = [(AABS STD1) — (AABS Ornek)] = [(AABS STD1 — AABS STD2)]
A ABS STD 1= (ikinci okuma Standart 1- Ik okuma Standart 1)
A ABS STD 2 = (Ikinci okuma Standart 2- Tk okuma Standart 2)

A Ornek Absorbansi = (Ornek i¢in ikinci okuma- Ornek i¢in ilk okuma)

29



2.5.1.4. Serumda Total Oksidant Durumunun Ogiilmesi

Orneklerin total oksidant seviyeleri Rel Assay marka Total Oxidant Status (TOS) kiti
(Katalog no; RL0024, Tiirkiye) kullanilarak belirlendi. Bu kapsamda stok sabitleyici standart
soliisyonu (SSSS) deiyonize su ile 40,000 kez seyreltildi. 50 pL SSSS iizerine 10 mL
deiyonize su ileve edildi ve vortekslendi (birinci asama seyreltme). Tekrar 50 pl. SSSS
iizerine 10 mL deiyonize su ileve edildi ve vortekslendi (ikinci asama seyreltme). Calisma
standardinin nihai konsantrasyon 20 uM H,O, oldu. Sonrasinda her bir kuyuya 500 pL reaktif
1 ve 75’er pL standart 1 ile ornekler eklendi. ilk okuma 530 nm’de gerceklestirildi ve
sonrasinda karisimin iizerine 25 pL reaktif 2 eklenerek inkiibasyona (37°C, 5 dk) birakildi.
Inkiibasyon sonrasi olusan karisimimn absorbasns degeri 530 nm’de okunarak belirlendi.
Sonuglar asagida ki formiile gore hesaplandi.

Sonu¢ = (AABS Ornek — AABS STD 2)x20(STD 2 Degeri)
A Ornek Absorbansi = (Ornek i¢in ikinci okuma- Ornek i¢in ilk okuma)
A ABS STD 2 = (Ikinci okuma Standart 2- Tlk okuma Standart 2)
Standart 2 Degeri = 20 umol H,O, Equiv./L

Kitin c¢alisma prensibi, Ornekte mevcut olan oksidantlarin demir iyon-selat
kompleksini, ferrik iyona okside etmesine dayanmaktadir. Ferrik iyon, bir asidik ortam i¢inde
kromojen ile renkli bir kompleks yapar. Spektrofotometrik olarak dl¢iilebilen renk yogunlugu,

numunede bulunan oksidan molekiillerinin toplam miktart ile ilgilidir.

2.5.2. Bobrek Dokusunun Analizleri

Tris-HCI tamponunun hazirlanmasi

Bobrek dokularinin  homojenizasyonunda kullanilmak {izere Tris-HCI tamponu
hazirlandi. Bu amagla 12.1 g Tris 500 mL distile su igerisinde ¢6ziildii. Ayr1 bir beher icerisine
406.1 mL distile su konuldu ve iizerine 7.1 mL %37’lik HCI yavas yavas ilave edildi. Tris ve
HCI ¢ozeltileri karistirilarak son hacim 2000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi
(pH:7.4).

Doku Homojenizasyonu

Derin dondurucudan ¢ikartilan bobrek dokulart oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra SF

icerisinde 3 defa yikandiktan sonra tartildi. 1 g doku Ornegi homojenizasyon isleminin
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yapilacagr cam tiipe konuldu ve tiizerine 2 mL 0.2 M Tris-HCl tamponu eklendi.
Homojenizasyon islemi sirasinda dokularin bozulmamasi i¢in cam tiipler, icerisinde buz olan
kaba alindi. Dokular 16.000 devir/dk hizda 3 dk homojenize edildi (IKA, Almanya).
Homojenata 6 mL Tris-HCI eklenerek karigmasi saglandi. Elde edilen homojenatin bir boliimii
MDA 6lgiimii i¢in ependorf tiiplere alindi. Homojenatin kalan1t SOD, GSH-Px ve CAT enzim
aktivitesi Ol¢iimii i¢in 10 saniye olmak iizere 3 defa sonifike edilip, 3220 rpm’de 4°C

sicaklikta 30 dk santrifiij edildi. Olusan supernatant kistmdan enzim aktiviteleri belirlendi.

2.5.2.1. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢ciimii

SOD aktivitesi Sun vd. metoduna gore 6l¢iildii [93]. Bu metoda gére SOD aktivitesi,
ksantin/ksantin oksidaz etkisiyle iiretilen siiperoksidin nitrobluetetrazoliumu (NBT)
indirgemesiyle belirilenmektedir. O, radikali NBT yi rediikte ederek renk degisimine neden
olur. Renk degisimi 560 nm’de maksimum absorbans verir. SOD enzimi bulunmadiginda
indirgeme oldugundan mavi-mor renk olusur. SOD enzimi bulundugunda ise NBT
indirgemesi olmayip enzim aktivitesi oranina gore acgik renk olusmaktadir. Bu amagla
asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.

» Assay Reaktifi: 200 mL 0.3 mmol/L Ksantin

100 mL 0.6 mmol/L Na,EDTA

100 mL 150 pmol/L NBT

60 mL 400mmol/L Na,COs

30 mL 1g/L sigir serum albumin (BSA)

» KO: 167 U/L 2M’lik (NH4)2SOy ile 1 mL’ye tamamlandi.

» CuCly. 0.8 mmol/L (100 mL)

» (NH4)2S04: 2M (10 mL)

» Kloroform-Etanol ¢ozeltisi: 3 hacim kloroform 5 hacim etanol ile karigtirildu.

Kor tlipline ve test tiiplerine 2.45 mL assay reaktifi; 0.5 mL numune test tiipiine, 0.5
mL distile su kor tiipiine; 50 pL. KO ilave edildi. 20 dk 25°C’de inkiibe edildikten sonra
iizerlerine 1 mL CuCl, eklendi ve reaksiyon durduruldu. Orneklerin absorbans degeri 560
nm’de kore karsi okundu.

Olgiilen absorbanslarin asagidaki formiille numunelerdeki % inhibisyon degeri bulundu.

31



% inhibisyon = Ak — An / Ak x 100
Ak = Absorbans kor, An =Absorbans numune
1 U SOD, NBT indirgemesini % 50 inhibe eden enzim aktivitesidir. Sonuglar U/mg

protein olarak ifade edildi.

2.5.2.2. Katalaz Enzim Aktivitesi Olciimii

Katalaz (CAT) aktivitesi Aebi’nin metoduna gére olciildii [94]. Olgiim, eklenen
H,O,’nin CAT enzimi tarafindan su ve oksijene ayristirmasi prensibine dayanmaktadir. Bu
amagla asagidaki ¢ozeltiler hazirlandu.

> Fosfat tampon (PBS; pH=7.5): 50mM K,HPO,’den 413 mL alinarak, {izerine 50
mM Na,HPOy; ilave edildi.

> H,0, ¢ozeltisi: 240 nm dalga boyunda optik dansitesi 0.5 olacak sekilde, 100
mL PBS {izerine %30’luk H,O, ¢ozeltisi eklendi.

Kor kiivetine 2.99 mL fosfat tampon, 10 pL H,O, ¢ozeltisi ilave edilip 240 nm’de
okundu. Numune kiivetine ise 2.99 mL H,0, ¢ozeltisi 10 pL numune kondu ve 240 nm’de
absorbans azalmasi 15 saniye aralikla kaydedildi.

[k okunan absorbans A, son okunan absorbans A, (60. saniye), siire At olarak

K=(2.31log A /A,) / At (saniye)
Aktivite K/mg protein seklinde ifade edildi.

2.5.2.3. Malondialdehit Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonun son {iiriinii olan MDA ol¢limii Uchiyama ve Mihara’nin
metoduna gore yapidi [95]. Metod 6rnek igerisindeki MDA’ nin tiyobarbitiirik asitle (TBA)
tepkimeye girmesi sonucu olusan renk degisiminin (pembe renk) oOlg¢iilmesi prensibine
dayanir.

Analizlere baslamadan 6nce TBA soliisyonu hazirlandi. (TBA soliisyonu: 100 mL
distile su igerisinde 75 mM (NaH,)POj4 hazirlandi. Bu ¢6zeltinin igerisine 0.418 g TBA ilave
edildi. 0.1 N HCI ile ¢ozeltinin pH’st 2.8 olarak ayarlandi.) Analizi yapilacak Ornekler
%15’lik KCI ile 1:10 oraninda seyreltildi. Deney tiipleri icerisine 500 pL. homojenat (kor igin
500 pL distile su) 3000 uL %1’lik H3PO4 ve iizerine 1000 pL hazirlanan TBA soliisyonu
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eklendi. 45 dk 95°C’de ki inkiibasyonun ardindan 4 mL n-butanol eklenerek 10 dk 4000
rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant 532 nm’de okundu.
1,1,3,3-Tetrametoksipropan ile hazirlanan farkli yogunluklardaki standartlar ve

bunlardan ¢izilen standart grafigi ile sonuglar degerlendirildi (Sekil 13). Sonug¢lar nmol/mg yas
doku olarak ifade edildi.

0,35
0,3 y =0,0028x + 0,0312
@ 0,25 R?=10,9936

N
to

0,15

Absorban

=
—_

0,05

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon

Sekil 13. MDA c¢alisma egrisi.

2.5.2.4. Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

GSH-Px aktivitesi Paglia vd.’in metoduna gore c¢alisild1 [96]. GSH-Px, H,O, varliginda
GSH’in GSSG’ye yiikseltgenmesini katalizler. H,O;’in bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’ya indirgenir.

Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi
* Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi:

a) 3.9 g NaH,PO, " 2H,O0 tartildi ve 500 mL distile suda ¢6zliildi.

b) 17.907 g Na,HPO, " 12H,0 tartild1 ve 1000 mL distile suda ¢oziildii.

A c¢ozeltisinden 390 mL ve B c¢ozeltisinden 610 mL alindi ve karistirildi. Bu ¢ozeltinin
icerisine 2.08 g EDTA ilave edildi ve pH: 7 olacak sekilde ayarlandi.

* 150 mM GSH (rediikte glutatyon) Hazirlanmast:

225 mg GSH, 4.5 mL fosfat tampon igerisinde ¢oziildii.
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* 3 mM NADPH ve 1 M NaN3 fosfat tampon ile hazirland1.
¢ Sulandirilmis GSH rediiktaz enziminin hazirlanmasi:

1,5 mL 3.2 M (NH4)2SO4 ¢ozeltisi igerisine 50 mL. GSH rediiktaz enzimi eklendi.

Karigim +4°C’de saklandi.

Fosfat tamponundan 2.65 mL alinarak iizerine 100 pL 150 mM rediikte GSH ve 100
uL 1 mM NaNj eklendi. Daha sonra karisimin tizerlerine 100 uL 3 mM NADPH ve 100 pL
sulandirilmis GSH rediiktaz enzim ¢ozeltisi ilave edildi. Son olarak 200 pL numune eklenerek
30 dk oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda H,O; ¢ozeltisi (0.1 mL) eklenerek 3 dk
boyunca absorbans diisiisii takip edildi.

Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede numunelerin absorbans degerleri
3 dk boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin 3 dk’lik siiresi esas alindi. Bu siire sonunda
oOlciilen absorbans farki 3’e boliinerek dakika basina diisen absorbans degisimi tespit edildi.

GSH-Px’in aktivite diizeyleri asagida verilen formiille U/L olarak hesaplandi ve
spesifik aktiviteye (U/g protein) cevrildi.

_ AA/txVtx10°
U/L (uM/mln/L) = m)(lo

& = NADPH’1n ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10° L.mol".cm™)

Vt= Total reaksiyon voliimii (mL)

Vs= Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi (mL)

L = Kiivet ¢ap1 (1cm)

A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10°= Molii uM’e gevirme sabiti

10x= Sulandirma faktorii

GSH — Px (U/L)
Protein (g/L)

AA/t xVtx10° AAt 3x10°
= = X
6.22%x1030.22x1 / 124.4

GSH — Px Spesifik Aktivitesi (U/g protein) =

U/L

Ailk — Ason
U/L = — 3 Xsulandirma oranix24115
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2.5.2.5. Protein Ol¢iimii

Homojenattan protein tayini Lowry yontemiyle yapildi [97]. Bu yontemin prensibi
alkali ortamda bakir-protein kompleksi meydana gelerek Folin & Ciocalteu’s phenol reaktifini
rediikte etmesi ve mavi renk olugmasidir. Protein yogunlugu yiiksekse olusan mavi renk daha
koyu olur.

Cozeltilerin hazirlanmasi:

A= %1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H,0) ¢ozeltisi

B= %2 (w/v) Sodyum potasyum tartarat

C= 0.2 M Sodyum hidroksit

D= %4 (w/v) Sodyum karbonat

Protein ile ilgili deneyler i¢in 49 mL C reaktifi {izerine 49 mL D reaktifi daha sonra 1
mL A ve 1 mL B reaktifinden ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin karigimindan hazirlanan reaktife E
soliisyonu ad1 verildi. Daha sonra protein ¢dzeltisinden deney tiipline alinip iizerine 4 mL E
reaktifinden ilave edilerek karistirildi ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Bekleme stiresi
sonunda 500 pl Folin (10 mL Folin-Ciocalteu reaktifi {izerine 10 mL saf su ilave edilerek
hazirlanir) karisiminda eklenerek 30 dk tekrar oda sicakliginda bekletildi ve sonra 750 nm’de
kore karsi spekrofotometrede okundu. Standart olarak sigir serum albumin kullanildi ve

kalibrasyon egrisi hazirland1 (Sekil 14) Sonuglar pg/mL olarak ifade edildi

0,6
0,5 + y=10,0035x - 0,0237
R?=0,9976

Absorbans
S e e L
—_— N W N

)

0 50 100 150 200

Konsantrasyon

Sekil 14. Protein ¢alisma egrisi.
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2.6. istatistiksel Analiz

Bu tez c¢alismasinda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS
Statistics 21.0 (for Windows) paket program kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi ve normal dagilima uymadigi
gozlendi. Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilagtirmalarda
Dunn testi kullanilarak yapildi. Sonuclar ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.
Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Kan Orneklerinde ki Baz1 Parametrelerin Otoanalizorde incelenmesi

Kan orneklerinde ki bazi biyokimyasal parametrelerin degerleri. Tablo 3 ve 4’de

verilmistir.

Tablo 3. Kan 6rneklerinde ki bazi parametrelerin otoanalizor ile degerlendirilmesi.

GRUPLAR
Sham | I/R | APLN-1pg | APLN-10 pg | APLN-100 pg | Sig. (p)
Ortanca 21,56 | 32,61% 29,62% 28,75% " 25,147
BUN (mg/dL) | Enbiyiik | 24,51 | 354 32,0 30,85 29,17 <0,0001
En kiigiik | 18,12 | 29,57 27,13 26,53 24,86
o Ortanca 0,41 | 0,72% 0,66* 0,62* " 0,59"
?R%“LT)ININ Enbiyik | 046 | 08 0,7 0,67 0,66 <0,0001
m
& Enkicik | 034 | 0,65 0,59 0,58 0,47
Ortanca 140 | 132% 133* 134% 136
SODYUM Enbiyik | 143 | 139 135 138 138 <0,01
(nmol/L) .
En kiicik | 136 129 130 128 132
Ortanca 6,5 8,2% 7,8% 7,6* 7.4"
POTASYUM | gy, piiyiik 7 8.4 8,7 8,2 78 <0,0001
(mEq/L)
Enkiigik | 6,1 8 6,8 7.2 7
Ortanca 121 125 124 124 124
KLOR Enbiyik | 123 132 130 130 127 104
(nmol/L) O
Enkiicik | 116 120 120 118 118

(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu kargilagtirmalarda Dunn testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade edildi. * p<0.05, sham grubuna gére, * p<0.05, I/R grubuna gére diger
gruplar anlamli kabul edildi. (n=7))
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3.1.1. BUN Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

I/R sonras1 uygulanan apelin-13’iin serum BUN seviyesi iizerine etkileri Sekil 15°de
gosterilmigtir. Buna gore sham grubuna kiyasla hem I/R hemde 1 ve 10 pg apelin-13
uygulanan gruplarin BUN seviyeleri istatistiksel olarak anlamli artis sergiledi (p<0.05). I/R

grubuna kiyasla apelin-13’{in orta ve yiiksek konsantrasyonlar1 serum BUN seviyesini dnemli

diizeyde azaltt1 (p<0.05)

40
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Sekil 15. BUN Uzerine Apelin-13iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlamli).

3.1.2. Kreatinin Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calisma sonunda apelin-13’lin Kreatinin {izerine meydana getirdigi etki Sekil 16’da
gosterilmistir. I/R grubu; sham grubuna kiyasla 6nemli Slgiide artis gostermistir (p<0.05).
Apelin uygulamalarinda ise I/R grubuna gore, APLN-10 ng ve APLN-100 pg (p<0.05)

gruplarinda 6nemli Olgiide azalma goriilmektedir. Sham grubuna gdre apelin uygulamalari
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karsilagtirildiginda ise APLN-1 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) gruplan istatistiksel olarak

anlamli gorildi.
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E
o
£
E 0,57
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Sham IR APLN-1 pug APLN-10 ug APLN-100 pg

Sekil 16. Kreatinin Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gére anlaml1).

3.1.3. Sodyum Iyonu Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

(Calisma sonunda apelin-13’lin Na iyonu iizerinde meydana getirdigi etki Sekil 17°de
gosterilmigtir. Sham grubuna gore I/R grubunda 6nemli bir azalma oldugu goriilmektedir
(p<0.05). Diger taraftan Apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda sayisal
olarak ylikselme goriilse de bu durum istatistiksel olarak 6nem arz etmemektedir. Sham

grubuna goére apelin uygulamalar karsilastirildiginda ise APLN-1 pg ve APLN-10 pg
(p<0.05) gruplar istatistiksel olarak anlamli goriildii.
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ekil 17. Sodyum Iyonu Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna gore anlaml).
y y p p g g

3.1.4. Potasyum Iyonu Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calismada apelin-13’iin K iyonu iizerindeki etkisi Sekil 18’de gosterilmistir. Sham
grubuna gore I/R grubunda 6nemli bir artis oldugu goriilmektedir (p<0.05). APLN-1 pg ve
APLN-10 pg gruplar, I/R grubuna kiyasla azalma gostersede, sadece APLN-100 pg grubu
istatistiksel olarak anlamli goriilmektedir (p<0.05). Sham grubuna gore apelin uygulamalar

karsilagtirildiginda ise APLN-1 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) gruplan istatistiksel olarak

anlamli gorildi.
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Sekil 18. K iyonu Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gére anlamlr).

3.1.5. Klor iyonu Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calisma sonunda apelin-13’iin K iyonu iizerinde meydana getirdigi etki Sekil 19’da
gosterilmistir. Buna gore I/R grubu, sham grubuna gore artis gostersede istatistiksel olarak
anlamli goriilmemektedir (p>0.05). Apelin gruplarida incelendiginde I/R grubuna gore azalma

gostermektedir, fakat bu azalis anlamli degildir (p>0.05).
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Sekil 19. C1 Iyonu Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (p>0.05).

Tablo 4. Kan 6rneklerinde ki bazi parametrelerin otoanalizor ile degerlendirilmesi.

GRUPLAR
Sham | I/R | APLN-1pg | APLN-10 pg | APLN-100 pg | Sig. (p)
TOTAL Ortanca 5,7 5,0% 5,0% 5,4% 5,5"
PROTEIN En biiyiik | 5.8 5.4 5,7 5,6 5,8 <0,01
(g/dL) En kiicik | 5.4 4,5 5,0 5,0 5,2
. Ortanca 34 | 3,1% 3,2% 3,3 3.3
‘('*g%i[)JMIN En biiyiik | 3,7 3,4 3,3 3,4 3,5 <0,01
En kiiciik | 3.3 2,8 3,0 3,1 3,1
Ortanca 120 | 210% 130" 126" 1237
AST (U/L) | Enbuyik | 139 | 226 138 144 136 <0,01
En kiicik | 110 176 128 110 118
Ortanca 81 110* 9% 917 86"
ALT (U/L) | Enbuyik | 97 121 101 96 92 <0,01
En kiiciik | 64 92 86 81 83
Ortanca 1 2 1 1 1
GGT (U/L) | Enbiyik | 2 2 2 2 2 ,521
En kiiciik | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilagtirmalarda Dunn testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. * p<0.05, sham grubuna gére, * p<0.05 I/R grubuna gére diger

gruplar anlamli goriildii. (n=7))
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3.1.6. Total Protein Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calisma sonunda apelin-13’iin Total Protein lizerine meydana getirdigi etki Sekil 20°de
gosterilmigtir. Sham grubuna goére I/R grubunda 6nemli bir azalma oldugu goriilmektedir
(p<0.05). Diger taraftan Apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda sayisal
olarak yiikselme goriilse de bu durum sadece APLN-100 pg grubunda istatistiksel olarak dnem
arz etmektedir (p<0.05). Sham grubuna gore apelin uygulamalar1 karsilagtirildiginda ise

APLN-1 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) gruplari istatistiksel olarak anlamli goriildii.
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Sekil 20. Total Protein Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore

anlamlr).

3.1.7. Albumin Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calismada apelin-13’iin  Albumin iizerine meydana getirdigi etki Sekil 21°de
gosterilmigtir. Sham grubuna goére I/R grubunda 6nemli bir azalma oldugu goriilmektedir

(p<0.05). Diger taraftan Apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda sayisal
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olarak ylikselme goriilse de bu durum istatistiksel olarak 6nem arz etmemektedir. Sham
grubuna gore apelin uygulamalar1 karsilastirildiginda ise APLN-1 pg (p<0.05) grubu

istatistiksel olarak anlamli goriildii.
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ekil 21. Albumin Uzerine Apelin-137iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna gore anlamlr).
p p g g

3.1.8. AST Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calismada apelin-13’iin AST {izerine meydana getirdigi etki Sekil 22°de gosterilmistir.
I/R grubu; sham grubuna kiyasla Onemli Olgiide artis gostermistir (p<0.05). Apelin
uygulamalarinda ise I/R grubuna gore, APLN-1 ug, APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05)

gruplarinda 6nemli dl¢iide azalma goriilmektedir.
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Sekil 22. AST Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml).

3.1.9. ALT Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Calisma sonunda apelin-13’tin ALT {izerine meydana getirdigi etki Sekil 23’de
gosterilmistir. I/R grubu; sham grubuna kiyasla 6nemli Slgiide artis gostermistir (p<0.05).
Apelin uygulamalarinda ise I/R grubuna goére, APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05) 6nemli
Olglide azalma gorlilmektedir. Sham grubuna goére apelin uygulamalar karsilastirildiginda da

APLN-1 pg (p<0.05) grubu istatistiksel olarak anlaml1 goriildii.
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Sekil 23. ALT Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gére anlamlr).

3.1.10.GGT Uzerine Apelin-13’iin Etkileri

Caligma sonunda apelin-13’iin GGT {izerine meydana getirdigi etki Sekil 24’de
gosterilmistir. Buna gore I/R grubu, sham grubuna gore artis gostersede istatistiksel olarak
anlamli goriilmemektedir (p>0.05). Apelin uygulamalar1 incelendiginde I/R grubuna gore

azalma gostermektedir, fakat bu azalig anlamli degildir (p>0.05).
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Sekil 24. GGT Uzerine Apelin-13iin Etkileri (p>0.05).

3.2. Dokularin Biyokimyasal Analizi
Bobrek dokusunda belirlenen SOD, CAT, GSH-Px ve MDA miktarlar1 Tablo 5’de

verilmistir.
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Tablo 5. Dokularin biyokimyasal analizi.

GRUPLAR
Sham | I/R | APLN-1pg | APLN-10 pg | APLN-100 pg | Sig. (p)
Ortanca 1,25 | 0,66* 0,73* 0,83* " 1,07*
Egzin()w M| En biyik | 1,51 | 0.76 0,77 0.99 120 <0,0001
Enkiigiik | 1,06 | 0,41 0,67 0,72 0,75
Ortanca 0,06 | 0,05* 0,06* 0,06" 0,06"
gthe(iI;)/ M& 1 Enbiyiik | 0,07 | 0,05 0,06 0,06 0,07 <0,0001
En kiigiik | 0,06 | 0,04 0,05 0,05 0,05
GSH-Px Ortanca |506,28 | 352,15%| 456,15* 459,20* 474,45% %
(Ulg En biiyiik | 513,46 | 365,03 | 468,98 469,56 486,38 <0,0001
Protein) En kiigiik |499.81| 344,13 | 450,82 452,19 468,98
MDA Ortanca 0,10 | 0,13* 0,13* 0,12* " 0,12"
(nmol/mg | Enbiyik | 0,11 | 0,15 0,14 0,13 0,12 <0,0001
Doku) Enkiigik | 0,10 | 0,13 0,12 0,12 0,12

(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilagtirmalarda Dunn testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.  p<0.05 sham grubuna gére diger gruplar, * p<0.05 I/R grubuna
gore diger gruplar anlamli kabul edildi (n=7))

3.2.1. SOD Enzim Aktivitesi

Calisma sonunda apelin-13’tin SOD f{izerine etkisi Sekil 25°de gosterilmistir. Sham
grubuna gore I/R grubunda azalma oldugu goriilmektedir (p<0.05). Apelin uygulamalarinda da
sham grubuna kiyasla sadece APLN-1 pg istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi (p<0.05).
Diger taraftan Apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda sayisal olarak
yiikkselme goriilmektedir. Bu artis APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05) gruplarinda

istatistiksel olarak Onem arz etmektedir.
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Sekil 25. SOD Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml).

3.2.2. Katalaz Enzim Aktivitesi

Apelin-13’tin CAT iizerine meydana getirdigi etki Sekil 26’da gosterilmistir. Sham
grubuna gore I/R grubunda azalma oldugu gorilmektedir (p<0.05). Apelin uygulanan
gruplarda ise apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda sayisal olarak yiikselme
goriilmektedir ve bu artig istatistiksel olarak APLN-10 pg ile APLN-100 pg (p<0.05)
gruplarinda 6nem arz etmektedir. Sham grubuna gore apelin uygulamalar1 karsilastirildiginda

da APLN-1 pg (p<0.05) grubu istatistiksel olarak anlamli goriildi.
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ekil 26. CAT Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml).
p p g

3.2.3. Malondialdehit Tayini

Apelin-13’iin MDA iizerine etkisi Sekil 27°de gosterilmistir. I/R grubu; sham grubuna

kiyasla onemli Olgiide artis gostermistir (p<0.05). Apelin gruplarinda ise I/R grubuna gore,

APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05) dénemli dl¢lide azalma goriilmektedir. Sham grubuna
gore apelin uygulamalar1 karsilagtirildiginda da APLN-1 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) grubu

istatistiksel olarak anlamli goriildii.
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Sekil 27. MDA Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml1).

3.2.4. Glutatyon Peroksidaz

Caligmada apelin-13’tin  GSH-Px iizerine meydana getirdigi etki Sekil 28’de
gosterilmigtir. Sham grubuna gore I/R grubunda azalma oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Apelinin farkli dozlart /R grubuna gore kiyaslandiginda sayisal olarak yiikselme
goriilmektedir ve bu artig APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05) gruplarinda istatistiksel
olarak 6nemli goriildii. Sham grubuna gore apelin uygulamalar1 karsilastirildiginda da APLN-

1 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) grubu istatistiksel olarak anlamli goriilmektedir.
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Sekil 28. GSH-Px Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gére anlamlr).

3.3. Serum Orneklerinin ELISA Yontemiyle Degerlendirilmesi

Serum 6rneklerinde TNF-a, IL-1B, IL-6, TAS ve TOS ELISA seviyeleri Tablo 6’da

verilmistir.
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Tablo 6. Serum drneklerinin ELISA yéntemiyle degerlendirilmesi.

GRUPLAR
Sham /R | APLN-1pg | APLN-10 ug | APLN-100 ug | Sig. (p)

Ortanca | 6,540 | 10,530% 8,820% 8,820% 7,810
TNf-Oi Enbiyiik | 7.236 | 12,456 10,740 10,740 10,530 <0,01
(pg/mL) En kiigik | 5,860 | 10,290 7,400 6,170 6,130

Ortanca 10,15 | 11,56* 11,09 10,93 10,60°
IL-1B En biyiik | 10,76 12,96 13,12 12,60 11,48 <0,05
(pe/mb) o ek | 9.65 10,45 9,53 9,94 9,65

Ortanca | 1232,71 | 1352,85% | 1257,63 1236,91" 1201,35
IL-6 En biyik | 1267,38 | 141231 | 128492 1276,58 1244,97 | <0,0001
(pe/mb) ek | 120483 | 126572 | 123954 | 121351 1163,70
TAS (umol | Ortanca 1,58 1,18% 1,20% 1,447 1,53
Trolox En biiyiik | 1,71 1,26 1,32 1,56 1,64 <0,0001
Eq/L) En kiigiik 1,47 1,12 1,12 1,34 1,41

Ortanca 21,35 95,35% 85,63* 83,50%* 82,80%*
TOS (umolt v iviik | 27.16 | 105,03 96,75 89,85 89,64 <0,0001
H,0, Eq/L)

En kiicik | 18,75 86,25 78,64 74,25 74,56

(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilagtirmalarda Dunn testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.  p<0.05 sham grubuna gére diger gruplar, * p<0.05 I/R grubuna

gore diger gruplar anlamli goriildi. (n=7))

3.3.1. Serumda Rat TNF-o’nin Olgiilmesi

Apelin-13’tin TNF-a {izerine meydana getirdigi etki Sekil 29°da gosterilmistir. Sham
grubuna gore I/R grubunda artma oldugu goriilmektedir (p<0.05). Diger taraftan, apelinin
farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda ise diislis goriilmektedir ve bu diisis,
istatistiksel olarak APLN-100 pg grubunda 6nem arz etmektedir (p<<0.05). Sham grubuna gore
apelin uygulamalar1 karsilagtirildiginda da APLN-1 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) grubu

istatistiksel olarak anlamli goriilmektedir.
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Sekil 29. TNF-a Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml).

3.3.2. Serumda Rat IL-1p’nin Ol¢iilmesi

Bu calismada apelin-13’iin IL-1 iizerine meydana getirdigi etki Sekil 30°da
gosterilmistir. Sham grubuna gore I/R grubunda 6nemli derecede artig goriilmektedir (p<0.05).
Apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda ise diisiis goriilmektedir ve bu disiis,

istatistiksel olarak APLN-100 pg (p<0.05) grubunda 6nem arz etmektedir (p<005).
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Sekil 30. IL-1B Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml).

3.3.3. Serumda Rat IL-6’nin Olciilmesi

Calismada apelin-13’iin IL-6 lizerine meydana getirdigi etki Sekil 31°de gosterilmistir.
Sham grubuna gore I/R grubunda onemli derecede artis goriilmektedir (p<0.05). Apelinin
farkli dozlar1 I/R grubuna gore kiyaslandiginda ise diislis goriilmektedir ve bu diisis,

istatistiksel olarak APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05) gruplarinda énemlidir.
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Sekil 31. IL-6 Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlamlr).

3.3.4. Serumda Total Antioksidant Durumunun Ociilmesi

Apelin-13’tin TAS iizerine meydana getirdigi etki Sekil 32°de gosterilmistir. Sham
grubuna gore I/R grubunda 6nemli derecede diisiis goriilmektedir (p<0.05). Apelinin farkli
dozlar1 iskemi grubuna gore kiyaslandiginda ise artis sz konusudur ve bu artis istatistiksel
olarak APLN-10 pg ve APLN-10 pg (p<0.05) gruplarinda 6nemlidir. Sham grubuna gore
apelin uygulamalar1 karsilagtirildiginda da APLN-1 pg (p<0.05) grubu istatistiksel olarak

anlamli gortilmektedir.
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Sekil 32. TAS Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna gére, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml1).

3.3.5. Serumda Total Oksidan Durumunun Ociilmesi

Apelin-13’1in TOS iizerine etkisi Sekil 33°de gosterilmistir. Sham grubuna gore I/R
grubunda 6nemli derecede artis goriilmektedir (p<0.05). Apelinin farkli dozlar1 I/R grubuna
gore kiyaslandiginda ise bir diisiis s6z konusudur ve bu azalis, istatistiksel olarak APLN-10 pg
ve APLN-100 pg (p<0.05) gruplarinda 6nemlidir. Sham grubuna goére apelin uygulamalari
karsilastirildiginda da APLN-1 pg, APLN-10 pg ve APLN-100 pg (p<0.05) grubu istatistiksel

olarak anlamli goriilmektedir.
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Sekil 33. TOS Uzerine Apelin-13’iin Etkileri (* p<0.05 sham grubuna, # p<0.05 I/R grubuna gore anlaml).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

I/R hasarinda bobrek kan akimindaki azalma sonucunda ciddi akut bobrek yetmezligi
olusabilmektedir [98, 99]. I/R sonucunda bobrek kan akiminda goriilen ciddi azalma ile
yiiksek enerjili fosfatlar tiikketilmektedir. Boylece hiicre membraninda fizyolojik iyonlara kars1
gecirgenlik bozulur ve hiicre i¢i kalsiyum artis1 hiicre hasarma yol acar. iskemi sirasinda
serbest radikaller iiretilir ve kemoakraktan maddeler (16kositlerin hareketine yol agan endojen
veya ekzojen kaynakli maddeler) salinir. Sonugta biriken nétrofil akimida hasarin olusumuna
katkida bulunur [99].

Akut bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon hizinda ani diismeler ve bununla iligkili
olarak viicutta BUN, Cre gibi atik {irlinlerin birikiminin oldugu bir durumdur [67]. BUN ve
Cre seviyesindeki yiikselmeler bobrek fonksiyonundaki bozulmanin bir gostergesidir [100].
Bu hasarin derecesi iskeminin siiresiyle direkt baglantilidir. Literatiirde bobreklerde I/R
hasarinin ortaya ¢ikabilmesi i¢cin minimum iskemi siiresi 30 dk olarak belirtilmektedir [101-
103]. Sican bobreginde Williams vd. 45 dk’lik iskemi siiresinden sonra doku hasarinin ortaya
ciktigi1  gostermislerdir [104]. Bu nedenle, c¢alismada bobrek fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde serumlarin biyokimyasal analizinden yararlanildi ve ¢alismada verilerin
saglikli elde edilebilmesi icin tek tarafli nefrektomi gergeklestirildi.

Calismada iskemi sonucu BUN ve Cre degerlerinde anlamli artis goriildi (Tablo 3).
Sham grubunda BUN ve Cre degerleri sirasiyla 21.3942.16 ve 0.40+0.04 mg/dL, I/R grubunda
ise yine sirastyla 32.43+2.17 ve 0.734£0.05 mg/dL olarak belirlendi. Gruplar arasindaki bu artis
istatistiksel olarak anlamli goriildii (Sekil 15 ve 16). Bu bulgu, bize I/R sonrasi bobrekte akut
tiibliler hasarin gerceklestigini akla getirmektedir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalar, elde ettigimiz veriler ile paralellik gostermektedir.
Buncharoen vd. yaptiklar1 deneysel arastirmada, kontrol grubu ratlarda BUN ve Cre
diizeylerini sirasiyla 20.08+2.38 ve 0.70+0.03 mg/dL olarak tespit etmislerdir [105]. Ienaga
vd. saglikl ratlarda Cre ve BUN diizeylerini sirasiyla 0.45 ve 12 mg/dL olarak belirlediklerini
[106], Zhang vd. ise saglikli erkek ve disi ratlarda BUN diizeyini sirasiyla 16.30+£3.60 ve
18.97+4.13 mg/dL, Cre diizeyini ise 0.74+0.17 ve 0.80+0.16 mg/dL tespit ettiklerini
bildirmiglerdir [107].
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Apelin-13 uygulanan gruplar incelendiginde BUN ve Cre seviyelerinde belirlenen
diistisler APLN-10 pg ve APLN-100 pg gruplarinda istatistiksel olarak énem arz etmektedir.
Bir calismada apelin-13 ve leptin uyguladiklarin1 ve apelin-13 uygulanan grupta ki BUN ve
Cre seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edilmistir [108]. S6z konusu veriler 15181nda
akut bobrek yetmezliklerinde arastirilmasi gereken iki onemli parametre olan BUN ve Cre
sonuclarimiz literatlirle uyumluluk goéstermektedir.

Na'-K'ATPaz, ATP’ye bagh hiicre ici Na" ve K' degisimi ile intraseliiler elektrolit
homeostazin1 saglayan bir enzimdir [86, 109]. Renal I/R modellerinde Na'-K'ATPaz
aktivitesinin bozulmasina bagl olarak tiibiiler sodyum reabsorbsiyonu ve GFR’de azalma
oldugu gosterilmistir [110]. Akut bobrek yetmezliginin temel fizyolojik etkisi kanda ve hiicre
dis1 s1vida su, metabolik {irtinler ve elektrolitlerin birikmesidir. Bobrek kan akimi azaldiginda,
GFR ve glomeriillerden filtre edilen sodyum kloriir miktar1 da (ayn1 zamanda su ve diger
elektrolitlerin filtrasyon hizlar1 da) azalir. Bu islem, normal bdbregin enerjisinin ve oksijen
tiiketiminin biiyiikk cogunlugunu kullanan tiibiiller tarafindan geri emilmesi gereken sodyum
kloriir miktarini da diisiirtir [45].

Aydm vd. iskemi ¢aligmalarinda kontrol grubunda sodyum ve potasyum miktarlarini
sirastyla 1514+0.56 ve 4.57+0.27 uygulama grubunda ise 148.42+1.15 ve 4.80+0.28 mEq/L
olarak belirlemislerdir [111].

Bir baska ¢alismada ise yine renal I/R modeli kullanilmig iskemi 6ncesi serum sodyum
ve potasyum degerleri sirasiyla 141.5 ve 4.3 mmol/L olara belirlenmisken iskemi sonrasi bu
degerler 133.6 ve 5 mmol/L olarak bildirilmektedir [112].

Calismada, sham grubuna goére I/R grubunda sodyum miktarinda azalma oldugunu
potasyum ve klor miktarlarinda ise artis oldugu belirlendi (Tablo 3). Sodyum ve potasyum
verileri istatistiksel olarak sham’e gore I/R gruplarinda anlamli olarak degigsse de klor
miktarindaki degisiklik anlam ifade etmedi. Apelin-13 uygulanan ratlar incelendiginde, sadece
potasyumun I/R gore APLN-100 pg grubunda istatistiksel olarak Onemli bir diisiis
gorlilmektedir. Elde edilen veriler literatiir 1s1¢inda incelendiginde bir¢ok aragtirmacinin
verileri ile paralellik gosterdigi gortilmektedir [111, 112].

Bazi1 bobrek hastaliklarinda bobrekte fark edilir bir histolojik degisiklik olmadan dnce
bazal membranin negatif yiikii kaybolur. Minimal degisiklik nefropatisi adi verilen bu

durumda bazal membrandaki negatif yiiklerin kaybi1 sonucu, bazi diisik molekiil agirlikl
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proteinler, 6zellikle alblimin filtre edilir ve idrara ¢ikar. Bu duruma proteiniiri veya albiimintiri
adi verilir [45].

(Calismada albiimin ve total protein sham grubunda sirasiyla 3.4440.15 ve 5.65+0.15,
I/R grubunda ise 3.12+0.19 ve 5.02+0.38 g/dL olarak belirlendi. Sagiroglu vd. renal iskemi
caligmalarinda total protein miktarini kontrolde 6.29+0.38 iskemi grubunda ise 5.80+0.27 g/dL
olarak [113], bir bagka caligsmalarinda ise alblimin miktarini kontrol grubunda 2.81+£0.59 ve
iskemi grubunda ise 2.93+0.22 g/dL olarak saptanmistir [108]. Apelin gruplar1 incelendiginde
ise sadece total protein I/R grubuna gére APLN-100 pg grubu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmaktadir.

AST ozellikle kas hiicrelerinde smirlandirilmigtir. Daha az miktarlarda kalp kasi ve
karacigerde bulunur. AST organa 6zel bir enzim degildir. AST, yumusak doku nekrozunun
nonspesifik gostergesidir. ALT nin biiylik kismi1 karacigerde ve daha az oranda ise iskelet kast,
bobrek ve kalpte bulunur. Serum ALT diizeyindeki artisin ¢esitli nedenleri vardir. Yiiksek
oldugu durumlar; viral hepatit, toksik karaciger nekrozu, sok ve hipoksi ile birlikte olan
dolasim yetmezligidir [47, 114, 115].

GGT serumda ve bir¢ok hiicrenin dig yiizeyinde bulunan ve aminoasit ya da kiiciik
peptidlerin gama glutamil artiklarmin transferini kataliz eden bir enzimdir. Serumdaki
GGT’nin en 6nemli kaynag1 karaciger olmakla birlikte, bobrek, pankreas ve ince barsak az
miktarda da olsa serumdaki aktivitesine katkida bulunan dokulardir. GGT aktivitesindeki
degisimlerin bobrek fonksiyonlarinin da takibinde kullanilabilecek bir parametre oldugu
bildirilmigtir [116-118].

Literatiirde yer alan verileri incelendiginde; Saad vd. ratlarda yaptiklar1 ¢alismada
kontrol grubunda AST diizeyini 144.3+2.2, ALT diizeyini 47+4.1 U/L olarak tespit etmislerdir
[119]. Sagiroglu vd. iskemi ¢aligmalarinda kontrol grubu AST ve ALT seviyelerini sirasiyla
144+£56.4 ile 60.1+14.4 U/L iskemi grubunda ise 301.1+57.6 ve 130.0+34.5 U/L olarak
bildirmislerdir [113]. Bir bagka iskemi calismasinda kontrol grubunda ki GGT miktari
1.25+0.52 U/L, uygulama grubunda ise 3.40+0.77 U/L olarak bildirmektedirler [111].

Tablo 4’de yer alan veriler incelediginde: AST, ALT ve GGT sham grubunda sirasiyla;
123.28+9.35, 77.71£12.10 ve 0.85+0.69 U/L, I/R grubunda ise; 204.85+20.74, 107.28+12.39
ve 1.42+0.78 U/L olarak belirlendi. Bu artigs AST ve ALT parametrelerinde istatistiksel olarak

onemli goriilsede GGT’de anlam ifade etmemektedir. Apelin uygulanan gruplar
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incelendiginde yine AST’de tiim gruplar I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi. ALT’de ise
bu durum sadece APLN-10 pg ve APLN-100 pg gruplarinda gorilmektedir. GGT
incelendiginde hicbir grup arasinda istatistiksel faklilik goriilmedi. Yapilan bir calismada
diyaliz hastalarinin apelin diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir ve kronik bobrek
yetmezligi ile kardiyovaskiiler hastaliklarin patafizyolojisinde apelinin rol aldig1
diisiiniilmektedir [120].

Literatlir arastirmasinda apelin-13 ile gerceklestirilen az sayida oksidatif stres
caligmast yer almaktadir. Farkli deney modellerinde gergeklestirilen birgok oksifatif stress
parametresinde genel olarak olumlu sonuglar elde edilmistir [121-123]. Son c¢alismalar
karaciger iizerinde olusturulan I/R hasarma karsi apelin-13’{in leptinle benzer sekilde
histolojik doku hasarini azalttigin1 gostermektedir [124]. Baska bir caligsmada ise apelin-12’nin
kardiyak antioksidan savunma sistemlerininde miyokardial I/R hasarma kars1 lipid
peroksidasyonunu azalttig1 belirlenmistir [125, 126].

O, radikallerinin yol actig1 oksidatif hasara karsi antioksidan savunmada gorev alan
SOD enzimi, O, radikallerini H,O, ve oksijene doniistiiriir. CAT ya da GSH-Px ise H,O3’1
zararsiz yan Urlinlere doniistiiriip hiicresel hasarin siddetinde 6nemli rol oynarlar. H,O,’in
zararsiz hale getirilmesinde, glutatyon, GSH-Px ile okside glutatyona doniistiiriiliir. Glutatyon
okside glutatyona katalizlenirken glutatyon rediiktaz kullanilarak NADPH firetilir [122]. CAT
bir hemoprotein olup aktif formda olabilmesi i¢cin NADPH’ye ihtiyag duyar. Bu yilizden
NADPH, SOD ve CAT’in is gorebilmesinde onemli bir role sahiptir. NADPH seviyesi,
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesine baghdir. Glutatyon rediiktaz/GSH-Px hiicre
sitoplazmasinda aktifken, CAT enzimi baglica peroksizomlarda aktiftir. Glutatyon ve CAT 1n
iiretimi i¢in gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolunda iiretilmektedir [122, 127].

Calismada, sham grubuna gore I/R grubunda bdbrek dokusu SOD, CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma belirlendi (Tablo 5). I/R grubunda,
sham grubuna gore SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde meydana gelen azalmanin,
iskemi sirasinda hiicre i¢i pH diismesi ya da diger metabolik degisikliklerden kaynaklandigin
diistinmekteyiz.

Reperfiizyon ile bobrekte meydana gelen SOR olusumuna ilk maruz kalan yapinin kan
oldugu bilinmektedir. Serumda ki total antioksidan (TAS) ve total oksidan (TOS) seviyeleri
incelendiginde; sham grubunda sirastyla 1.59+0.10 umol Trolox Eq/L ve 22.28+3.54 pumol
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H,0, Eg/L, I/R gruplarinda ise 1.184+0.05 pmol Trolox Eq/L ve 95.35+6.64 umol H,O, Eq/L
olarak tespit edildi. Serum parametrelerinde ki antioksidan durumun azalmasi ve oksidatif
durumun gosterdigi Onemli artis, bobrek dokusundan elde edilen verilerle uyum
saglamaktadir. Apelin gruplar1 ile serum iizerinde yapilan caligmada da yine bdbrek
dokusunda ki verileri destekleyici bulgular goriilmektedir (Tablo 6).

Calismada bobrek dokusunun MDA seviyeleri incelendiginde, I/R grubunda sham
grubuna gore anlamli bir artis goriilldi. MDA seviyesindeki bu artis (Tablo 5), iskemi
esnasinda olusan oksidatif hasarin gostergesidir. Reperfiizyon uygulamasindan sonra toksik
oksijen radikallerinin artmasi ile lipid peroksidasyonunun gelistigi ve lipit peroksidasyon
iirliinti olan MDA diizeylerinde 6nemli yiikselmeler oldugu gosterilmektedir [128]. Calismada
iskemi sonras1 yiikselen MDA diizeylerinin apelin-13 uygulamasiyla azalmasi1 durumu, bu
durumun SOR olusumunun azaltilmasi ile saglandigini diisiindiirmektedir.

Iskemi sonrasi, hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar
sitokinlerin 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna karsilik antioksidan
enzimlerin olusumunda azalma olmaktadir [7]. Bu esnada giiclii kemotaktik ajanlar oldugu
bilinen TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar sitokinler salinir. Bu proinflamatuar sitokinler;
serbest oksijen radikali olusumu gibi c¢esitli inflamatuar mediyatorlerin salinimi ile de iliskili
olup, doku harabiyetine en erken hiicresel yanit1 olusturmaktadirlar. Bu sitokinler daha sonra
bobrek hasarinin olusmasinda major rolleri oldugu bildirilen IL-6 salinimini indiikleyerek
inflamatuar cevabi arttirmaktadirlar [129]. Literatiirde yer alan bir ¢alismada TNF-o’nin insan
ve farede apelin ekspresyonunu regiile ettigi bildirilmektedir [130].

Bir derlemede ise yag hiicresinden leptin, resistin, TNF- a, adiponektin, adipsin, IL-6,
plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), transforming biiylime faktori- o (TGF- ),
anjiyotensinojen, asilasyon stimiile edici protein (ASP), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-
I), prostaglandin I, (PG I,), prostaglandin F2a (PG F2a), gibi ¢ok sayida protein salgilandigi
bildirilmistir [40].

Bu caligmada, TNF- a, IL-1B ve IL-6 ELISA parametreleri sham grubunda sirasiyla;
6.52+0.45, 10.20+0.36 ve 1240.41422.72 pg/mL, I/R grubunda ise 10.95+0.82, 11.68+0.83 ve
1336.29+58.69 pg/mL olarak belirlendi (Tablo 6). Tiim parametrelerde sham grubuna kiyasla
I/R grubunda ki bu artis istatistiksel olarak onemli goriildii. Apelin gruplarinda ise tiim

parametreler I/R grubuna kiyasla azalma gosterdi. Fakat bu azalma TNF-a ve IL-1fB
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parametrelerinde APLN-100 pg grubunda, IL-6 parametresinde ise APLN-10 pg ve APLN-10
ug gruplarinda anlamlilik gosterdi.

Apelin iizerine yapilan bir¢ok arastirma, bu peptidin metabolizmadaki rollerini ortaya
koymaya ¢aligmistir. Yang vd. apelinin kalp, beyin, karaciger ve bobrek I/R hasarini dnlemek
icin birden fazla koruyucu mekanizmanin aktive olabilecegini ve apelin/APJ sisteminin ilgili
hastaliklar i¢in umut verici terapotik bir ajan olabilecegini bildirmektedir [131]. Bir calismada
apelinin rat kardiyomiyositlerinde apoptotik hiicre oliimiinii, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimi, malondialdehit igerigini ve laktat dehidrogenaz sizintisin1 azalttigmma dair bilgi
verilmistir [132]. Foussel vd. kalp fonksiyonlarini korumak igin apelinin oksidatif stresi
azalttigin1 ve katalaz aktivitesini artirdigin1 bildirmektedir [133]. Beyin {izerine yapilan bir
iskemik calismada apelin-13’{in néronlar1 korudugu ve felcli hastalarda umut verici terapotik
etkilerinin aragtirilmasi gerektigi vurgulanmistir [134]. Son ¢alismalarin birinde 3 giin siire ile
olusturulan I/R hasarinda MDA hasar1 ve karaciger fonksiyonlar1 aragtirilmistir. Bu ¢alismada
leptin ve apelin-13 uygulamasi ile benzer sekilde koruyucu etkiler gosterdigi belirlenmistir
[124], fakat Yanjie vd. derlemelerinde hepatik iskemi hasarina karsi apelinin gosterdigi
koruyucu etkinin hangi mekanizmalar tarafindan saglandigi hakkinda kesin bir bilgi elde
edilemedigini bildirmektedir [131]. Matyszko vd. koroner kalp hastaligt olan diyaliz
hastalarinda apelin diizeyinin ©6nemli miktarda dustiigiinii ve bu durumun kardiyak
fonksiyonlarla iligkili oldugunu bildirmistir [135]. KBY’li hastalarda apelinin E-selektin ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM) ile iliskili oldugu, adezyon molekiillerinin
endotelden eksprese edildigi bildirilmistir [136]. Bagka bir ¢alismada ise APJ mRNA’sinin
siganlarin tiim nefron segmentlerinde bulundugu ve tubiiler fonksiyon iizerinde etkili oldugu
aktarilmaktadir [137].

Yapilan bu calisma ile birgok memelinin bobrek dokusunda yer alan apelin-13’iin,
cesitli nedenlerle olusabilecek akut bobrek yetmezligi kaynakli oksidatif stres iizerindeki
koruyucu roliinii ortaya koymaya calisildi. Elde edilen veriler ve mevcut literatiir
dogrultusunda apelin-13’iin bobrekte deneysel I/R modeli ile olusturulan oksidatif hasarin

azaltilabilecegini akla getirmektedir.
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ONERILER

Apelinin akut bobrek yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan BUN, kreatinin, potasyum ve
total protein gibi serum parametreleri iizerinde ki diizenleyici etkisi ile hem kendisinin hemde
reseptOriiniin bu dokuda lokalize olmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizdan elde edilen bulgular, apelinin bobrek fonksiyonlarini diizenleyici,
oksidatif hasar1 azaltict ve bu hasar sonucu meydana gelen proinflamatuar sitokinleri
baskilayict rollerinin oldugunu ortaya koymaktadir. ileride yapilacak olan daha kapsamli
caligmalarla apelinin bu etkiyi hangi alt mekanizmalar ile sagladig1 arastirilabilir. Apelinin
renal I/R hasarina kars1 gosterdigi koruyucu etkisi sayesinde, bu peptidin klinik tedavi

yontemleri arasinda yer almasi en biiyiik beklenti ve 6nerilerimiz arasindadir.
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