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OZET

Deneysel Miyoglobiniirik Akut Bobrek Yetmezligi Modelinde Kenevir Tohumu
Yaginin (Cannabis Sativa Seed Oil) Olas1 Etkileri

Tokmak D. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji (Tip)
Doktora Programm Doktora Tezi, Aydin, 2025

Amac: Canabis sativa ve gesitli kisimlarinin antioksidan ve antiinflamatuar Ozellikler
gosterdigi gegmis calismalarda bildirilmistir. Bu calismada da (Canabis sativa) kenevir
tohumu yaginin, sicanlarda Deneysel Myoglobiiniirik Akut Bobrek Hasar1 (MABH) modeli

iizerine etkilerini incelemek amaclandi.

Metod: Deney i¢in 260-370 g agirhiginda 12 haftalik Wistar Albino erkek si¢an, randomize 6
grupta 10’ar adet olmak iizere 60 tane sigan kullanildi. Bobrek hasari, ¢aligmanin yedinci
giiniinde sham grubu hari¢ diger gruplara %50’lik hipertonik gliseroliin (8 ml/kg/giin),
sicanlarm her iki arka bacagma esit olarak intramuskular enjeksiyonla olusturuldu. Sham
grubuna, intramuskular salin 8 ml/kg/giin uygulandi ve salin uygulamasindan 1, 24 ve 48 saat
sonra oral yoldan distile su verildi. Deneklerin gliserol ve salin uygulamasindan 24 saat 6nce
besin ve su erigimi engellendi. Gliserol grubuna, gliserol uygulamasindan 1, 24 ve 48 saat
sonra oral yoldan 3 ml/kg//glin miktar distile su veridi. G+KCS3 ve G+KCS6 gruplari: Kisa
stireli diisiik doz ve yiliksek doz tedavi gruplarinda ratlara ¢alismanin yedinci glinii gliserol
uygulandi. Gliserol uygulamasindan 1, 24 ve 48 saat sonra oral gavaj ile 3ml /kg/giin- 6
ml/kg/gilin dozunda kenevir tohumu yag: verildi. G+UCS3 ve G+UCS6 gruplarinda 10 giin
boyunca oral gavaj ile 3ml/kg/glin-6 ml/kg/giin dozunda kenevir tohumu yagi uyguland:.
Calismanin yedinci giinlinde gliserol uygulamasindan 1, 24, 48 saat sonra 3 ml/kg/giin- 6
ml/kg/giin kenevir tohumu yag1 uygulamasina devam edildi. ilk gliserol enjeksiyonundan
sonra hayvanlarin serbest diyet ve su alimi1 saglandi. Gliserol uygulandiktan 72 saat sonra kan
ve doku ornekleri alinarak ¢aligmanin onuncu giiniide hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye
edilen ratlarda bobrek fonksiyon testleri kanda (BUN, Kreatinin), bobrek dokusunda MDA,
MPO, CAT, SOD, GSH, TNF-q, IL-18, IL-6, HIF-1a ve kaspaz-3 biyokimyasal parametreleri
calisildi. Ayrica bobrek dokusu histopatolojik degerlendirmede bobrek hasar derecesi
degerlendirildi.
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Bulgular: Biyokimyasal analizler sonucunda, tedavi gruplarinda kan kreatinin, BUN, doku
MDA, MPO, HIF-1a, caspase-3, TNF-a, IL-6 ve IL-1p diizeylerinin gliserol grubuna kiyasla
anlamli diizeyde azaldigi; GSH ve CAT diizeylerinin ise arttigi saptanmistir (p<0,001).
Histopatolojik incelemelerde de nekroz, konjesyon, mononiikleer infiltrasyon ve bowman
kapsiil geniglemesinde tiim tedavi gruplarinda belirgin iyilesmeler gézlenmis olup sham

grubuna en yakin doku 6rnekleri G+ UCS6 grubunda saptandi.

Sonug¢: Kenevir tohumu yaginin oral kullaniminin, olasilikla antioksidan, anti inflamatuar,
anti apoptotik 6zellikleri sebebiyle, si¢anlarda gliserolle indiiklenen Akut bobrek hasarindaki
biyokimyasal ve histopatolojik bulgular1 tersine cevirdigini soyleyebiliriz. Calismamiz
bulgular1 151¢1nda; insanlarda da kenevir tohumu yagmin oral kullaniminin miyoglobiniirik
akut bobrek hasarinda biyokimyasal ve histopatolojik sonuglart1 olumlu yodnde

degistirebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Akut bobrek hasari, kenevir tohumu yagi, rabdomiyoliz, inflamasyon,

antioksidan, apoptoz
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ABSTRACT

POSSIBLE EFFECTS OF HEMP (Canabis Sativa) SEED OIL IN EXPERIMENTAL
MODEL OF MYOGLOBINURIC ACUTE RENAL FAILURE

Tokmak D. Adnan Menderes University, The Institue of Health Sciences, Department

of Physiology (Medicine) Doctoral Thesis, Aydin, 2025

Objective: Previous studies have reported that Cannabis sativa and its various parts exhibit
antioxidant and anti-inflammatory properties. This study aimed to investigate the effects of
hemp seed oil (Cannabis sativa) on the experimental myoglobinuric acute kidney injury

(MABH) model in rats.

Method: For the experiment, 60 male Wistar Albino rats weighing 260-370 g and aged 12
weeks were used, with 10 rats in each of 6 randomised groups. Kidney damage was induced
on the seventh day of the study by administering 50% hypertonic glycerol (8 ml/kg/day)
intramuscularly to both hind legs of the rats in all groups except the sham group. The sham
group received intramuscular saline at 8 ml/kg/day, and distilled water was administered
orally 1, 24, and 48 hours after saline administration. Food and water access was restricted 24
hours prior to glycerol and saline administration. The (glycerol) group received 3 ml/kg of
distilled water orally 1, 24, and 48 hours after glycerol administration. Glycerol+KCS3 and
Glycerol+KCS6 groups: In the short-term low-dose and high-dose treatment groups, glycerol
was administered to the rats on the seventh day of the study. Oral gavage with hemp seed oil
at a dose of 3 ml/kg/day to 6 ml/kg/day was administered 1, 24, and 48 hours after glycerol
administration. In the Glycerol+UCS3 and Glycerol+UCS6 groups, hemp seed oil was
administered orally via gavage at a dose of 3 ml/kg/day—6 ml/kg/day for 10 days. On the
seventh day of the study, hemp seed oil administration at a dose of 3 ml/kg/day—6 ml’kg/day
was continued 1, 24, and 48 hours after glycerol administration. After the first glycerol
injection, the animals were allowed free access to food and water. Blood and tissue samples
were collected 72 hours after glycerol administration, and the animals were sacrificed. In the
sacrificed rats, renal function tests were performed on blood (BUN, creatinine) and renal
tissue MDA, MPO, CAT, SOD, GSH, TNF-a, IL-1p, IL-6, HIF-1a, and caspase-3 biochemical
parameters. In addition, the degree of renal damage was evaluated in the renal tissue

histopathological evaluation.
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Results: In this study, the effects of oral administration of Cannabis sativa (hemp) seed oil at
different doses and durations were evaluated in a glycerol-induced myoglobinuric acute
kidney injury (MABH) model. Biochemical analysis revealed that creatinine, BUN, MDA,
MPO, HIF-1a, caspase-3, TNF-a, IL-6, and IL-1P levels were significantly reduced in the
treatment groups compared to the glycerol group, while GSH and CAT levels were increased
(p<0.001). Histopathological examinations also revealed significant improvements in
necrosis, congestion, mononuclear infiltration, and Bowman's capsule expansion in all
treatment groups, with tissue samples from the glyceroH-UCS6 group being the closest to

those from the sham group.

Conclusion: We can conclude that oral administration of hemp seed oil reverses the
biochemical and histopathological findings of glycerol-induced acute kidney injury in rats,
likely due to its antioxidant, anti-inflammatory, and anti-apoptotic properties. Based on the
findings of our study, we believe that oral administration of hemp seed oil may also positively
alter the biochemical and histopathological outcomes in a myoglobinuric acute kidney injury

model in humans

Keywords: Acute kidney injury, hemp seed oil, rhabdomyolysis, inflammation, antioxidant,

apoptosis
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1. GIRIS

Akut bobrek hasar1 (ABH) glomertiler filtrasyon hizinin saatler veya giinler icerisinde ani
azalmasina bagli ortaya ¢ikan nitrojenli toksik atik madde birikimi, sivi-elektrolit ve asit-baz
dengesinde bozukluklar ile karakterize bir tablodur (Belloma ve digerleri,2012). Sikligi
hastanede yatan hastalarda %5-20’ye, yogun bakim {initesinde takip edilenlerde ise %30-
50’ye kadar yiikselebilmektedir ve yiliksek mortalite oranlari ile iligkilidir (Hoste ve digerleri,
2015). Akut bobrek hasarinin birgok sebebi olmakla birlikte en sik goriilen sebepleri arasinda
sepsis, crush (ezilme), rabdomiyoliz, cerrahi operasyonlar, kardiyojenik sok, hipovolemi,
ilaglarla ilgili komplikasyonlar, hepatorenal sendrom, obstriiktifiiropati sayilabilir (Murugan
ve Kellum, 2011). Crush (ezilme) sendromu, travmaya bagli rabdomiyoliz sonucunda ortaya
¢ikan, medikal ve cerrahi komplikasyona zemin hazirlayan ve travmanin dogrudan etkisinden
sonra depremlerde ikinci sirada 6liime yol agan sistemik bir hastaliktir (Long ve digerleri,

2023).

Rabdomiyoliz, travmaya bagh ya da travma dis1 nedenlerle (6rnegin yogun fiziksel egzersiz,
bazi ilaglar veya enfeksiyonlar) kas dokusunun hasara ugramasi sonucu ortaya ¢ikan klinik
bir tablodur. Rabdomiyolizin en 6nemli komplikasyonlarmdan biri akut bobrek hasar1 (ABH)
olup, olgularin yaklagsik %10—40’inda bu durum gelismektedir. ABH bulunmayan
rabdomiyoliz hastalarinda mortalite oran1 %20 civarindayken, ABH gelisenlerde bu oran
%60’a kadar ¢ikmaktadir (Reis ve digerleri, 2019). Rabdomiyoliz, hiicre hasarina bagli olarak
miyoglobinin bobreklerde toksik etkiler olusturmasiyla miyoglobiniirik akut bobrek hasarma
yol agar. Bu siirecte vazokonstriksiyon, hipovolemi, oksidatif stres ve tiibiil tikanikliklar1 akut
tibiler nekroza neden olur. (Holt ve Moore, 2000; Apaydin, 2002; Boutaud ve Roberts, 2011;
Cabral ve digerleri, 2020; Baeza-Trinidad, 2022).

Rabdomiyolize bagli miyoglobiniirik akut bobrek hasarint (MABH) arastirmak amaciyla en
yaygm kullanilan deneysel hayvan modeli, siganlarm arka bacak kaslarma intramiiskiiler
yolla %50 hipertonik gliseroliin (8-10 ml/kg) enjekte edilmesidir. Bu model, insanlarda
goriilen rabdomiyoliz kaynakli ABH’nin patofizyolojik mekanizmalarini yansitmasi

agisindan 6nemli bir deneysel yaklagimdir (Akimau ve digerleri, 2005).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), renal iskemi sonrasi gelisen akut bobrek hasarmin (ABH)
patogenezinde dnemli rol oynar. SOR’lar lipit peroksidasyonunu baglatarak malondialdehit

(MDA) gibi yan iiriinlerin olusmasma neden olur (Ozcan ve digerleri, 2015; Su ve digerleri,



2019). Ayrica miyeloperoksidaz (MPO) enzimi, inflamasyonu ve reperflizyon hasarini
gosteren onemli bir biyobelirtectir (Rao ve digerleri, 2010; Karatas ve digerleri, 2018;
Canake1 ve digerleri, 2022). Akut bobrek hasarmin (ABH) patogenezinde oksidatif stres ve
inflamatuar siire¢lerin birlikte rol oynadigi, bu nedenle antioksidan savunma sistemleri (SOD,
CAT, GSH) ile proinflamatuar sitokinlerin  (TNF-o, IL-1p, IL-6) duzeylerinin
degerlendirilmesinin 6nemli oldugu bildirilmektedir (Apte ve Voronov, 2002; Fernandez-
Funez ve digerleri, 2003; Grivennikoy ve Karin, 2008; Dalkili¢ ve digerleri, 2012; Aslankog
ve digerleri, 2019).

HIF-1, hipoksiye yanit olarak aktive olan ve oksijen dengesini diizenleyen bir transkripsiyon
faktorudur. HIF-1a alt birimi oksijen diizeyine bagl olarak kontrol edilir. Hipoksi ve
inflamatuar sitokinler HIF-1 ifadesini artirarak gesitli hastalik siireglerine katki saglar (Hu ve
digerleri, 2003; Rabie ve Marti, 2008; Chen ve Manley, 2009).

Apoptoz, inflamasyon olmadan gergeklesen programlanmis hiicre 6liimii olup, kaspaz-3 hem

bu sliregte hem de inflamatuar piroptozda rol oynar (Wang ve digerleri, 2017).

Kenevir tohumu (Canabis sativa) yagi cesitli terpenleri ihtiva etmektedir. Yapisindaki bu
terpenler yaga antienflamatuvar, antialerjik ve sitoprotektif ozellikler kazandirmaktadir
(Tambe ve digerleri, 1996). Kenevir tohumu yagi tokoferoller olarak da bilinen E vitamini
tiirevleri agisindan da zengindir. Bu da yagin antioksidan kapasitesini artirmaktadir. Vitamin
E lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu bir serbest radikal temizleyicisidir (Leizer ve
digerleri, 2000; Girgih ve digerleri, 2014).

Mevcut literatiir incelendiginde, miyoglobiniirik akut bobrek hasari (MABH) modelinde
Cannabis sativa (kenevir) tohumu yagmna iliskin herhangi bir deneysel c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismada, kenevir tohumu yagnin farkli doz ve uygulama siirelerinde
MABH iizerindeki potansiyel antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Elde edilecek veriler ile rabdomiyolize bagli bobrek iskemisi sonucu gelisen
akut bobrek hasarinin patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasi ve bu dogrultuda kenevir tohumu
yagt temelli yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine bilimsel katki saglanmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Bobrek YetmezIligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY), glomeriiler filtrasyon hizinda ani azalma ile toksik atik
iirtinlerinin kanda birikmesi sonucu ortaya ¢ikar. Giiniimiizde “akut bobrek hasar1” (ABH)
terimi daha yaygin kullanilmaktadir. ABH’nin mortalitesi yogun bakim iinitelerinde halen
%50-80 arasinda degismektedir (Belloma ve digerleri, 2012; Yavuz ve digerleri, 2017;
Dursun, 2019). Niifusun yaslanmasi ve kronik hastaliklarin artmasi nedeniyle ABH vakalar1
giderek artmaktadir (Mercado ve digerleri, 2019). Hastalarin ¢gogunda bobrek fonksiyonu
diizelebilir ancak bazi durumlarda kronik bdbrek yetmezligi ve coklu organ yetmezligi
gelisebilir. Etkili korunma ve tedavi yontemlerinin eksikligi, ABH alaninda arastirmalarin
onemini artirmaktadir (Wu ve digerleri, 2017).

Akut bobrek hasarina (ABH) baghh mortalite ve ¢oklu organ yetmezligi riski, hastaligin
siddetiyle dogru orantili olarak artmaktadir. Bu nedenle, ABH nin tanimlanmasi ve siddetinin
derecelendirilmesi  klinik yonetim agisindan biiyilk ©Onem tasimaktadir. ABH’yi
smiflandirmak amaciyla sirasiyla RIFLE (2004), AKIN (2007) ve KDIGO (2012) kriterleri
gelistirilmistir. Bu smiflandirmalar, serum kreatinin diizeyleri ve idrar ¢ikis1 gibi

parametrelere dayanmaktadir. Gliniimiizde en yaygin kullanilan sistem KDIGO siniflamasidir

(Celebi ve Arikan, 2019; Roy ve Devarajan, 2020).

RIFLE siniflandirmasi risk, hasarlanma, kayiptan olusan 3 hasarlanma seviyesi ve 2 tane de

hasarlanma sonrasi bobregin son durumunu gdsteren sonug kisaltmalarmdan olusur.



Tablo 1. Akut Bobrek Hasarinin Siniflandirilmast: RIFLE Kriterleri (McDaniel ve Bentley,

2015°den uyarlanmustir).

RIFLE Serum Kreatinin Diizeyi Idrar Cikis Miktar
Serum Kreatinin duzeyinde 1.5 kat|6  saat  slreyle idrar
R (Risk) artis veya GFH’de > %25 azalma | ¢ikis1<0.5 ml/kg/saat

| (Injury:Yaralanma)

Serum Kreatinin diizeyinde 2 kat
artis veya GFH’de > %50 azalma

12 saat siireyle idrar ¢ikis1 <
0.5 ml/kg/saat

F
(Failure: Yetersizlik)

Serum Kreatinin diizeyinde 3 kat
artts, veya Serum Kreatinin
diizeyinin > 4 mg/dl (en az 0.5

24 saat siireyle idrar ¢ikis1 <
0.3 ml/kg/saat veya 12 saat
saat streyle andri

mg/dl akut artis ) veya GFH’de >
%75 azalma

L 4 haftadir kalic1 bobrek yetmezligi
(Loss: Kayip) olmasi

E (End-stage renal |3 aydan daha fazladir bobrek
disease: Son  donem | yetmezligi olmasi
bobrek yetmezligi)

AKIN simiflamasi, akut bobrek hasarin1 (ABH) serum kreatinin artis1 ve idrar ¢ikisindaki
azalmaya gore {li¢ asamada tanimlar. RIFLE smiflamasinin aksine kayip ve son donem bobrek
hastalig1 evreleri AKIN’da yer almaz. ABH, kreatinin degerinde 0,3 mg/dl veya %50’den
fazla artis ya da 6 saat boyunca 0,5 ml/kg altinda idrar ¢ikisi ile teshis edilir. Renal replasman
tedavisi uygulanan hastalar diger belirteclere bakilmaksizin Evre 3 olarak kabul edilir.

Himmelfarb ve digerleri, 2008; Celebi ve Arikan, 2019; Roy ve Devarajan, 2020).

Tablo 2. Akut Bobrek Hasarinin Siniflandirilmasi: AKIN (Acute Kidney Injury Network)
Kriterleri ( McDaniel ve Bentley, 2015’den uyarlanmistir)

AKIN Serum Kreatinin Duzeyi Idrar Cikis Miktarn

AKIN 1 Serum Kreatinin dlzeyinde 1,5-2 | 6 saat siireyle idrar ¢ikisi< 0,5
kat artiy veya Serum Kreatinin | ml/kg/saat
diizeyinin > 0.3 mg/dl

AKIN 2 Serum Kreatinin diizeyinde 2-3|12 saat siireyle idrar ¢ikisi
kat artig < 0.5 ml/kg/saat




AKIN 3

Serum Kreatinin duzeyinde 3 kat
artis veya Serum Kreatinin
diizeyinin >4 mg/dl (akut artig
>0.5 ml/dl) veya Renal replasman
tedavisi baglanmasi

24 saat siireyle idrar ¢ikist <
0.3 ml/kg/saat veya 12 saat
saat sureyle andri

Tablo 3. Akut Bobrek Hasarinin Siniflandirilmasi: KDIGO (Kidney Disease Improving
Global Outcomes) Kriterleri

KIDIGO Serum Kreatinin Diizeyi idrar Cikis Miktar

Bazal serum Kreatinin diizeyinde 1.5-|6 -12 saat siireyle idrar ¢ikisi <
KIDIGO 1 1.9 kat artist veya Serum Kreatinin [0.5 ml/kg/saat

diizeyinin >0,3 mg/dl artis1

Bazal serum Kreatinin diizeyinde 2.0-|12 saat veya daha uzun sireyle
KIDIGO 2 2.9 kat artis1 idrar ¢ikis1 < 0.5 ml/kg/saat

Bazal serum Kreatinin dizeyinde 3 Kkat | 24 saat veya daha uzun sireyle

artig1 veya Serum Kreatinin diizeyinin >4 |idrar ¢ikis1 < 0.3 ml/kg/saat

mg/dl olmasi veya veya 12 saat veya daha uzun
KIDIGO 3 Renal Replasman Tedavi ihtiyaci (Serum | sireyle aniri

kretininden bagimsiz )18 yasidan kii¢iik

hastalarda, GFH’de azalma

Yapilan bir aragtirmada KDIGO“nun kendisinden 6nce kullanilan RIFLE ve AKI evreleme

sistemlerinin eksikliklerinden dogdugu i¢cin daha gegerli oldugu ve yeni klinik bilimsel

calismalarda da KIDIGO siniflandirmasinin daha ¢ok tercih edildigi kabul edilmistir.
(Bayrakgei ve digerleri, 2022).

2.2. Risk Faktorleri

Major cerrahiler (kalp cerrahisi, karn i¢i organ ameliyatlar1), yashlik, sepsis, yanik,

hipovolemi/sok, nefrotoksik ilaglar (sispilatin, gentamisin...vb) tetkik amag¢li kontrast

ajanlarin uygulanmasi, zehirli bitki ve hayvanlar, siyah 1k, cinsiyet (kadin), 6nceden var olan

sistemik hastaliklar; diabet, kronik bobrek yetmezligi, kalp yetmezligi, karaciger yetmezligi

vh. risk faktorlerinin bilinmesi 6nemlidir (Rahman ve digerleri,2012; Kellum ve Lameire,

2013).



2.3. Epidemiyoloji

Hastanede yatan hastalar arasinda oOzellikle akut hastaliga sahip ve biiyiik cerrahi
operasyon gecirmis hastalarda ABH’nin insidansi artis gostermektedir. Bu artis glinlimiizde
ABH konusunda artan farkindalik, veri kayitlarinin daha diizenli olmasina, tanisinda tutarl
kriterler ve  ABH evreleme semalarinin daha gelismis olmasma baglanabilir (Rewa ve
Bagshaw, 2014). Toplumdaki yasli niifus ve kronik hastaliklardaki artis ABH tanilamasinda
ki artig1 da beraberinde getirmektedir (Mercado ve digerleri, 2019). Her yil 13 milyondan
fazla kisi ABH’den etkilenmektedir ve bu vakalarin %85'i gelismekte olan ilkelerde meydana
gelmektedir (Korla ve digerleri, 2024).

2.4. Etyoloji

ABH’nin nedenleri, gelismis ve gelismekte olan lilkeler arasinda biiyiik degiskenlik
gostermektedir. ABH’ye, gelismekte olan iilkelerin sehirlesmis bolgelerinde hastane kaynakli
hastaliklar (sepsis, renal iskemi ve nefrotoksik ajanlar), kirsal kesimde ise daha siklikla
toplum kaynakli hastaliklar (sitma, diyare, dehidratasyon, bulasic1 hastaliklar, hayvan
zehirleri sebep olmaktadir (Makris ve Spanou , 2016).

Akut bobrek hasari etiyolojisinde yer alan nedenler patofizyolojik mekanizmalar esas
alinarak 3 ana kategoride smiflandirilmaktadir: 1-Prerenal ABH (azotemi), 2-Renal (intrinsik)
ABH, 3- Postrenal (obstriiktify ABH. Aslinda, bunlardan sadece intrinsik ABH’da gercek
parankimal bobrek hasar1 bulunmaktadir, prerenal ve postrenal ABH’da genellikle glomertiler
filtrasyon hizinda azalmaya neden olan ekstra-renal sorunlar s6z konusudur. Prerenal veya
postrenal sorunlarin diizeltilemeyerek devam etmesi hiicresel hasar olusturarak intrinsik

bobrek hastaligina neden olabilir (Clarkson ve digerleri, 2007).



Tablo 4. ABH"nin Etiyolojisi ( Mercado ve digerleri, 2019°den uyarlanmustir).

Prerenal ABH (Bobrek| Renal ABH  (Bobregin| Postrenal ABH  (Idrar
perfizyonunun azalmasi) |kendisinin hasari) atihminda obstriiksiyon)
Intravaskiiler voliim kaybi | Akut Tiibiler Nekroz Bening Prostat Hipertrofisi

e Sepsis e iskemi Prostat kanseri

e Kanama e Toksinler ve ilaglar Pelvik kitle )

e Asir1 dilirez « Radyolojik kontrast madde | Norojenik mesane Uretral
e Kusma Glomeriiler Hastahklar tikaniklik

« Diyare e RPGN Bilateral iireter tas1

Efektif kan hacminde|e Pulmoner-renal sendrom

azalma Vaskiiler Hastahiklar

eKalp yetmezligi e HSP ateroemboli

e Karaciger yetmezligi e TTP

¢ Hepatorenal sendrom e HELLP

Nefrotik sendrom 1ilaca| e Postpartum ABY

bagh bébrek | interstisyel Hastahklar

kanlanmasinin bozulmasi

e ACE inhibitorleri

e NSAI ilaglar

Sekil 1. Akut bobrek hasarinin smiflandirmasi (Dursun, 2021).

2.5. Prerenal Akut Bobrek Hasar

Bobrek perflizyonunu bozan durumlara ikincil gelisir. Doku hasar1 yoktur, fonksiyonel bir
bozukluktur. Hipoperflizyonun giderilmesiyle klinik tablo hizla diizelir. Hipoperflzyonun
uzamasi durumunda, iskemik doku hasar1 gelisir ve tablo artik intrinsik akut bobrek hasari
(iskemik akut tiibiiler nekroz-hasar) olarak adlandirilir. Prerenal akut bobrek hasari, toplumda

gelisen akut bobrek hasar1 olgularmin %40-80’ini olustururken, hastanede gelisen ABH nin



yaklasik %40’mndan sorumludur (Haseley ve Jefferson, 2019). Kardiyak debinin %251
bobrekler den ge¢cmektedir, dolayisiyla sistemik dolasimda olusabilecek bir yetersizlik
dogrudan bobrekleri etkileyebilir, ayrica izole olarak intrarenal kan dolasimini bozan
durumlarda da renal perfiizyon bozulabilir (Basile ve Anderson, 2012). Bobregin prerenal
ABH sebeplerine normal yaniti, intravaskiiler hacmi korumak/arttirmak, renal perflizyonu
normal seviyeye getirmek icin idrar1 maksimum diizeyde yogunlagtrmak ve sodyum
absorpsiyonunu artirmaktir. Genel olarak bobrek fonksiyonlarinin hizli bir sekilde
diizelebilmesi i¢in bdbrek perflizyonunu hizla diizeltmeyi amaglayan tedaviler sayesinde

gerceklesir (Basile ve Anderson, 2012).

2.6. Post-renal ABH:

Tiim akut bobrek hasarinin %35’ini olusturan postrenal ABH, Idrar akiminda ani olarak
azalmaya neden olan, renal pelvisden, tretral meatusa kadar tiim riner trase boyunca idrar
akismi engelleyen nedenlere bagl olarak gelisebilir (Fry ve Farrington, 2006). Uriner
trasedeki tikaniklik durumunda, idrar lretiminin siirmesi sonucunda, Uriner limenlerde
hidrostatik basing artar. Uriner liimenlerde hidrostatik basing yiikselmesiyle beraber Bowman
araligindaki basing artar ve toplayici sistemler genislemeye (hidronefroz) baglar. Bowman
araligindaki basmcimin artmasiyla filtrasyon basinci azalir ve bunun sonucunda da GFR
diismeye baglar. Basing artisi1 filtrasyon basincini asarsa, glomeriiler filtrasyon sifirlanir.
Baslangigta tablo fonksiyoneldir ve idrar akiginin saglanmasiyla, renal fonksiyonlar hizla
diizelir. Bununla beraber siirecin uzamasiyla kalici renal parenkimal hasarlanma gelisir ve bu
durumda bobrek hasar1 kroniklesir. Her iki bobrek saglam oldugunda, ABH gelisebilmesi
icin, her iki bobrek idrar akisinin engellenmesi gerekir. Tek bobregin varliginda veya
fonksiyonel olmasi durumunda, saglam bobrekte tikaniklik olmasi ABH gelisimi icin
yeterlidir. Postrenal ABH'nin en sik etiyolojisi mesane boynu obstriiksiyonudur (Goyal ve

digerleri, 2020)

2.7. Renal (Intrinsik ) Akut Bobrek Hasar1

ABH vakalarmm %25'ini olusturan renal parankim hasar1 sonucu gelisir. Intrinsik
ABH’nin en sik nedeni akut tiibiiler nekrozdur (ATN). Intrinsik akut bdbrek hasari
gelisiminde temel iki faktdr iskemi ve toksin maruziyetidir. Iskemi, tiibiiler hasara siklikla

diisiik perflizyon durumunda iskemik akut tiibiiler nekroz ve dncesinde prerenal azotemi s6z



konusudur. Iskemik ABH’de, hem yetersiz GFH, hem de parankim hiicrelerinde (glomertiller,
tiibiiller, interstisyum ve vaskiiler yapilar) yetersiz perflizyon vardir. Bu durum, genellikle,
septik sok, dehidratasyon, gibi uzamis hipotansiyon ve hipoksemi hallerinde goriilmektedir.
Major cerrahi operasyonlarda da anestezik ajan kullanimi nedeniyle vazodilatasyon ile uzamis
hipotansiyon gorilebilir (Carmichael, 2003, Tanriverdi, 2010; Basile ve Anderson, 2012,
Dursun, 2019). Toksik nedenlere bagli ATN endojen ve eksojen nefrotoksinlere ikincil
geligebilir (Dursun, 2019).

Akut bobrek hasarmna glomeriiler hasar kaynakli vaskiiler yapinm akut inflamasyonu
(akut postinfeksiyoz glomeriilonefritis) veya sistemik bir hastalik (lupus nefrit, IgA
nefropatisi) neden olmaktadir (Rahman ve digerleri, 2012).

Akut interstisyel nefrit (AIN), genellikle ilaglara kars1 gelisen alerjik reaksiyonun bir
sonucu olmakla birlikte, otoimmiin hastaliklar, infeksiyonlar ve infiltratif hastaliklardan
kaynaklanabilmektedir (Horoz ve Ozgiir, 2004). AIN, hem renal tiibiilleri hem de
interstitiumu etkileyebilir. Glomeruller ve damarlar, etkilenmedikleri i¢in normal
goruntimdedir (McDaniel ve Bentley, 2015).

Intrarenal damarlarin hasarlanmasi ile olusan ABH, bobrek perfiizyonun azalmasi sonucu
GFH ‘nin diismesine neden olur (Basile ve digerleri, 2012). ABH'ye sebep olabilen bobrek
damarsal bozukluklar1 arasinda ana renal arterlerin stenozu ve abdominal aorta hastaligi,
vaskaulit, malign hipertansiyon, skleroderma, trombotik trombositopenik purpura/hemolitik
iiremik sendrom, (DIC) yaygin damar i¢i pihtilagsma ve renal venéz tromboz bulunur

(Awdishu ve Wu, 2017).

2.8. Crush Sendromu ve Rabdomiyoliz

Diinya genelinde her yil milyonlarca insan dogal veya insan kaynakli afetlerden
etkilenmektedir. Yaklasik 800 milyon kisi deprem riski tagiyan bolgelerde yasamaktadir.
Artan sehirlesme bu riski daha da artirmakta; Istanbul, Meksiko, Tahran ve Tokyo gibi biyiik
sehirler yiiksek sismik risk altinda bulunmaktadir (Bilham, 1988, McKenna, 2011; Insarag,
2011; Bartels ve VanRooyen, 2012; Sever ve digerleri, 2012; Long ve digerleri, 2023).
Felaketin baslangigtaki biiyiikliigii, felaketten etkilenen niifus yogunlugu, giiniin saati, yap1
standartlari, topluluk ve bireysel hazirlik ve acil durum miidahalesi, felaketin kapsamini ve
ciddiyetini belirler. (Bartels ve VanRooyen, 2012; McKenna, 2011). Siddetli depremler
blyuk yaralanmalara ve dltimlere neden olabilir ve 6liimlerin ¢ogunlugu depremden hemen

sonra biiylik travma ve sikismadan kaynaklanir ve (crush) ezilme yaralanmasi ve ezilme



sendromu gelismesi riski vardir (Michaelson, 1992; Bilham, 1988; Bartels ve VanRooyen,
2012; Sever ve digerleri, 2012). Ezilme yaralanmasi, viicuda disaridan gelen bir kuvvetten
kaynaklanan dogrudan fiziksel travmayla meydana gelir (Michaelson 1992; Oda ve digerleri,
1997; Sever ve digerleri, 2012). Ezilme sendromu, disritmiler, rabdomiyoliz, akut bobrek
hasar1 (ABH) ve sepsis gibi komplikasyonlara yol agcan kas ve uzak organ hasarinin ciddi
sistemik bir tezahurudir (Care, 2019).

Tiirkiye'de Kahramanmarag'ta 6 Subat 2023'te, Richter dlgegine gore 7,7 ve 7,6 siddetinde iki
blyik deprem, 9 saat arayla meydana gelen ve on bir ilin etkilendigi depremde 57,000 den
fazla 6lim, 120,000“den fazla yaralanma meydana geldigi bildirlmektedir (Abbasi ve
digerleri, 2023; Hussain ve digerleri, 2023; Akin ve Y1lmaz, 2024). Onceki felaketlerden elde
edilen veriler, depremlerde mahsur kalan magdurlarin yaklasik %80'inin ciddi yaralanmalar
nedeniyle hizla 61diigiinii, %10'unun ezilme yaralanmalar1 yasadigin1 ve %10'unun hafif
travma yasadigin1 géstermektedir (Long, 2023). Dogal afetler (6zellikle de depremler) hem
diinyada, hem de {ilkemizde olduk¢a sik olmasinin yanisira enkaz altinda kalanlarda ortaya
¢ikan travmatik rabdomiyoliz ve bunun yol ag¢tig1 ezilme sendromu depremlerde (travmatik
ani 6limden sonra) en sik ikinci 6liim sebebidir; uygun sekilde tedavi edilmez ise mortalite
riski yiiksektir. Crush sendromu (CS), crush yaralanmalari olan hastalarm %40-70'inde
goralir (Sever ve digerleri, 2012; Gibney ve digerleri, 2014).

CS'ye, hipovolemi, hemodinamik bozulma, hiperfosfatemi, metabolik asidoz, oligiri,
miyoglobiniiri, elektrolit bozukluklar1 (6zellikle hiperkalemi), hipovolemik sok, kalp
yetmezligi, solunum yetmezligi, enfeksiyonlar, kompartman sendromu ve kanama dahil
olmak fizere tibbi ve cerrahi komplikasyonlar eslik edebilir (Gonzalez, 2005). CS'ye bagh
Akut Bobrek Hasar1 (ABH), diger etiyolojilere baglhh ABH'den daha karmasiktir. CS'nin ana
laboratuvar gostergesi hiperkalemidir. Normal serum seviyesi 3,5-5 mEg/L olan potasyum
(K), rabdomiyolizden sonra 6 mEq/L'nin iizerine ¢ikar ve bunun neden oldugu aritmi ve kalp
yetmezligi, CS'ye bagh en yaygin 6liim nedenlerinden biridir (Sever ve digerleri, 2001).
Ezilme yaralanmalarinda, kaslarin uzun siire sikismasi perflizyon kaybina neden olur ve bu
durum rabdomiyolize yol agar. Kas hiicrelerinden salinan toksik maddeler, kurtarma sonrasi
reperfiizyonla sistemik dolasima girerek organ hasarina neden olabilir (Gonzalez, 2005).
Magdur kurtarildiktan hemen sonra baglayan reperfiizyon, kas hiicresi yikimmdan sonra
salinan ve diger organlar icin toksik etkileri olan i¢eriklerin sistemik dolagima girmesine yol
acar. Bu asamadan sonra ezilme (crush) hasari crush sendromuna CS'ye doniisiir (Better ve
digerleri, 1990). CS'li hastalarin cogu ABH’e sahiptir, ancak salinan toksik molekdllerin

etkisinin ¢oklu organ hasarina yol acabilecegi ve bunun da mortaliteyi artirdig:
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diisiiniilmektedir (Slater ve Mullins, 1998). Genel olarak, (Kreatin kinaz) CK'nin {ist sinirin
bes kat1 veya daha fazla artmasi, miyoglobiniirik idrar rengi (kahverengi, kola rengi) ve kasla

ilgili semptomlarin (agri, giigsiizliik vb.) varligi RM'yi gosterir (Gupta ve digerleri, 2021).

Deprem sonrasi yapilan ¢esitli ¢aligmalarda rabdomiyoliz ve ezilme sendromu (CS)
insidansinin degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Marmara Depremi’nde ezilme sendromlu
cocuklarin %35’inde ABH gelismistir (Atef ve digerleri, 1994). Cin ve Japonya’daki biiyiik
depremlerde CS oranlar1 %?2-6 arasinda degisirken, ABH gelisme orani ise yiiksek
bulunmustur. Tiirkiye’de 2023 Kahramanmaras depreminde ise ezilme yaralanmasi olan
hastalarin %3’tinde ABH gelismis ve %1,6’s1 diyaliz tedavisi almigtir. Tiirkiye’nin deprem
riski yiiksek bir ililke olmasi nedeniyle, rabdomiyoliz kaynakli ABH’nin erken tanis1 ve
tedavisi hayati 6nemdedir (Zhi-Yong, 1987; Sever ve digerleri, 2001 Hussain ve digerleri,
2023).

Rabdomiyoliz (RML), kas hiicrelerinin mekanik strese maruz kalmastyla hiicre zar1 hasarina,
hipoksi ve ATP tiikenmesine ve oksidatif serbest radikal iiretimi gibi hiicreyi yikima gétiiren
stirecleri baslatir. (Chavez ve digerleri, 2016; Samuel ve digerleri, 2021).

Bu durum, miyofibrillerin kalic1 kasilmasina ve hiicre 6liimiine neden olan bir inflamatuar
kaskada yol agar. Yarali kaslarda birka¢ giin icinde 10-12 litreye kadar siviy1 tecrit ederek
kompartiman sendromu gelisebilir (Zager, 1996; Gonzale, 2005). Yaklasik 100 g kas
dokusunun yikimi RML'yi indiikleyebilir (Hendgen ve digerleri, 2010; Sever ve digerleri,
2023). Hucre ici metabolitler (potasyum, fosfatlar ve drat) ve hiicre ici proteinler (miyoglobin,
kreatin kinaz (CK), aldolaz, laktat dehidrogenaz, aspartat aminotransferaz ve nikleik asitler)
hiicre dis1 bosluga ve dolasima salinir. Plazmaya asir1 miktarda miyoglobin salinmasi,
baglayici proteinlerin (esas olarak haptoglobin) kapasitesini asar. Miyoglobin daha sonra
glomerilden slzilerek tibuler hasara neden olur. Rabdomiyolizdeki ABH'nin
patofizyolojisinin  vazokonstriksiyon, hipovolemi, direkt miyoglobin toksisitesi ve
intraluminal kast olusumu dahil olmak tizere ¢ok faktorlii olmasi muhtemeldir (Grupta ve
digerleri, 2021). Miyoglobin, tiibiiler hiicrelerde lokal oksidatif stresin artirilmasi yoluyla
direkt sitotoksik etki gosterebilir. (Hendgen ve digerleri, 2010; Petejova ve Martinek, 2014).
Urik asidin yiiksek iiretim ve idrarla atilma oranlari, iirik asit kastlar tarafindan tiibiiler
tikanikliga daha fazla katkida bulunur. Bu kastlarn ¢dkelmesi asidik idrarda artar.
Intratiibiiler miyoglobinin bozunmasindan salinan serbest demir, serbest radikal Gretimini

katalize eder ve iskemik hasar1 daha da artirir (Zager, 1996; Holt ve Moore, 2000; Boutaud
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ve Roberts, 2011). Yapilan bir ¢alisma, RML sirasinda nekrotik kas hiicrelerinden salinan
hem aktiveli trombositlerin ABH'yi destekledigini gostermistir (Okubo ve digerleri, 2018).
Alkali kosullar, reaktif feril-miyoglobin kompleksini stabilize ederek bu etkiyi 6nlemektedir
(Vanholder, 2000).

Yaygm intravaskiiler koagiilasyon (DIC) ve renal arteriollerde konstriksiyon da meydana
gelebilir (Bosch ve digerleri, 2009; Elsayed, ve Reilly, 2010). Gegici prerenal faz, erken
tedavi edilmezse, neredeyse her zaman akut tiibiiler nekrozdan kaynaklanan kalict ABH 'ye
ilerler (Elsaaedy ve digerleri, 2023). RML'nin klinik sunumunda genis bir ¢esitlilik vardir.
Semptomlarm 'klasik' ti¢liisti kas agris1 (%23 hasta), gii¢siizliik (%12 hasta) ve koyu renkli
idrar (cay renginde, hastalarin %10'u) igerir (Cervellin ve digerleri, 2010; Stahl ve ark , 2020).

2.9. Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1 (MABH)

Miyoglobin; omurgalilarin kas dokusunda bulunan, hemoglobin gibi oksijenin viicutta
taginmasinda gorev alan ve demir ile oksijen baglayict 6zelligi olan 6nemli proteinlerden
biridir. Miyoglobinin oksijen baglama yetenegi hemoglobine gore daha yiiksektir. Bu 6zelligi
sayesinde miyositlerin enerji elde etmesine yardimci olur (Guerrero ve digerleri, 2018).
Miyoglobin, kan dolasimimna intravaskiiler hemoliz veya travmatik ya da nontravmatik
rabdomiyoliz gibi patolojik durumlarda kitlesel olarak salindiginda miyoglobiniiri gelisebilir.
Miyoglobin 0.5-1.5 mg/dl seviyesine gelene kadar idrarda goriilmezken 100 gr kasin
yikilmasi ile serum seviyesi 1.5 mg/dl*“yi asar ve miyoglobiniiri gelisebilir ve bu durum
(MABH) miyoglobiniirik akut bobrek hasarmna yol agabilir (Wang ve digerleri, 2020).
MABH’de mortalite oraninin (vakalarin % 15-40") yiiksek bir orana sahip olmasi1 nedeniyle
hastalig1 dogru zamanlama ile teshis edip hizli bir sekilde tedavi etmek 6nemlidir (Goubella
ve digerleri, 2017).

Miyoglobinin indiikledigi akut bobrek hasarinin patofizyolojisi birbiriyle i¢i ige ge¢cmis 3
mekanizma onem kazanmaktadir. 1- Renal vazokonstriksiyon ve iskemi 2- Distal kivrimli
tubulllerde miyoglobin kast formasyonu ve tibuler obstriiksiyon 3- Miyoglobinin proksimal
kivrimli tiibillerin epitel hiicreleri Gzerinde direkt olarak sitotoksik etkisidir.

Renal vazokonstriksiyon ve iskemi: Kas dokusunun hasar1 sonucu, biiylik miktarda sivi
interstisyel alana birikir ve hipovolemiye sebep olan bir “ii¢iincii bosluk™ olusturur. Azalan
bobrek kan akimi nedeniyle sempatik sinir sistemini ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi
uyarilarak vazokonstriktor molekiillerin (endotelin I, vazopressin) iiretimini arttirir,

prostaglandinler gibi vazodilatorlerin iiretimini engeller. Kas hasari, vazokonstriksiyonu
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artiran endotoksinlerin ve sitokinlerin (TNF alfa, IL 1 Beta, IL6..vb) sistemik dolasima
salinmasina neden olur. Hasarl kas hiicreleri tarafindan salinan miyoglobin, gii¢lii bir nitrik
oksid (NO) yakalayicisi olarak endojen vazodilator etkili nitrik oksid miktarini azaltarak renal
vazokonstriiksiyonu daha da arttirir. Bobrek tiibiiler hiicrelerine oksijen iletiminin azalmasi,
bobrek vazokonstriksiyonunu siddetlendirerek, bobrek iskemisine ve daha sonra ATP
tiretiminin diismesine neden olur (Chatzizisisve digerleri, 2008).

Miyoglobin kast olusumu: Kas hasarmin derecesi ne kadar biyikse serum miyoglobin
diizeyi o kadar fazla olur. Bu durum bdbrek glomertillerinde filtrelenen miyoglobin miktarmi
arttirir. Ancak renal tiibiile cok miktarda myoglobin girdigi zaman Tamm-Horsfall proteini
ile etkilesir ve ¢oker. Asidik idrar bu olay: daha da kolaylastirir. Ozellikle distal tiibiilde
tiibliler obstriiksiyon olusur (Sever, 2002; Chatzizisisve digerleri, 2008).

Miyoglobinin direkt sitotoksik etkisi: Kas ve bobrek epitelyal hiicrelerde hasarlanma ile
ortaya ¢ikan reaktif oksijen tirlinleri myoglobinde bulunan ferroz oksiti (Fe +2) ferrik oksite
(Fe+3)’serbest demire doniistiiriir. Bunun ardindan miyoglobin, redoks dongiisii ile Fe+4
miyoglobin formuna doniistiiriiliir. Bu dongiiler ile olusan radikaller membran yag asitlerinin
lipid peroksidasyonuna sebep olur ve proteinlerin ve deoksiribonukleik asitin (DNA)
degisikliklerine aracilik eden malondialdehit (MDA) sentezini indiikler. Yag asitlerinin lipid
peroksidasyonu gucli vazokonstriktor olan F2-izoprostanlarin olusumuna sebep olarak akut

tiibiiler nekroz olusumunu saglar (Petejova ve Martinek, 2014).

2.9.1. Deneysel MABH Modelleri

Akut bobrek yetmezliginin farkli hayvan modellerinin gelistirilmesi, o6zellikle klinik
kosullar1 yakindan simiile edenler, bobrek yetmezliginin baslangicinin altinda yatan
patofizyolojinin anlasilmasina biiyiik katkida bulunmustur. Bobrek yetmezliginin etiyolojisi
cok yonlii oldugundan, bobrek yetmezliginin klinik kosullarmi taklit etmek i¢in ¢ok sayida
hayvan modeli gelistirilmistir. Gliserol kaynakli bobrek yetmezligi rabdomiyolizi yakindan
taklit eder; iskemi reperflizyon kaynakli ABH hemodinamik degisiklikleri taklit eder;
gentamisin, sisplatin, NSAID gibi ila¢ kaynakli ABH, ilgili ilaclarin klinik uygulamasi
nedeniyle olugan bobrek yetmezligini taklit eder; uranyum, potasyum dikromat kaynaklt ABH
mesleki tehlikeyi taklit eder; sepsis kaynaklit ABH, enfeksiyon kaynakli bobrek yetmezligini
ve radyokontrast kaynakli ABH'yi, kardiyak kateterizasyon esnasinda radyokontrast madde
kullanimi sirasinda hastalarda gelisen akut bobrek yetmezligini taklit eder (Singh ve digerleri,

2012). ABH caligmalarinda hi¢bir modelin uluslararasi gegerliligi gosterilememis ve hicbir

13



modelin ciddi ABH’li olgulardaki tabloyu tam olarak benzerlik gostermedigi bildirilmistir
(Bellomo ve digerleri, 2004).

2.9.2. Gliserol ile indiiklenen ABH

Gliserol ile indiuklenen ABH miyoglobinuri, tibuler nekroz ve artmis renal
vazokonstriksiyon ile karekterizedir. Gliserole bagli bobrek yetmezliginde rol oynayan
patojenik mekanizmalar arasinda iskemik hasar, miyoglobinin neden oldugu tiibiiler
nefrotoksisite ve rabdomiyoliz sonrasi yeniden saliman sitokinlerin renal etkileri yer
almaktadir. Rabdomiyolize neden oldugu bilinen ¢ok sayida hastalik arasinda intrinsik kas
disfonksiyonu (travma, yaniklar, intrinsik kas hastalig1 ve asir1 fiziksel efor dahil), metabolik
bozukluklar, hipoksi, ilaglar, toksinler, enfeksiyonlar, asir1 sicaklik ve idiyopatik hastaliklar
yer almaktadir (Curry ve digerleri, 1989; Wolfert ve Oken, 1989). MABH'nin olusum
mekanizmasini incelemek i¢in kullanilan model, sicanda gliseroliin kas i¢i enjeksiyonu ile
elde edilir. Gliserole bagli akut bobrek yetmezligi olan siganlarda renal kortekste hidrojen
peroksit liretimini arttirir. Bobrek yetmezligi olusturmanin standart bir yontemi %50 gliserol,
v/v (8 ml/kg, im) intramuskiiler uygulamasidir. Gerekli miktarda gliserol, her iki arka bacaga
esit olarak dagitilan derin bir im enjeksiyon olarak uygulanir (Thiel ve digerleri, 1967). Tek
doz 8 ml/kg gliseroliin kas i¢cine uygulanmasi, olusum mekanizmasi ve bdbregin bircok
bolimiinde hasar olusturmasi nedeniyle, insanlardaki rabdomiyoliz kaynakli bobrek
yetmezligini klinik olarak taklit eden en uygun hayvan modelidir (Ikeda ve digerleri, 2006;
Singh ve digerleri, 2012).

2.10. Serbest Radikaller

Oksijen yagamin devamu i¢in vazgecilmez bir elementtir. Oksijen, enerji liretimi i¢in
kullanildiginda, hem reaktif oksijen tiirlerinin hem de reaktif nitrojen tiirlerinin olusumuna
sebep olmaktadir ve serbest radikaller viicudun normal oksijen kullanimi sirasinda mitokondri
tarafindan siirekli tiretilmektedir. Enerji tiretimi sonucu olusan bu serbest radikaller lipitlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda degisiklik meydana getirebilir (Shinde ve ark.,
2012). Serbest radikaller son yoringesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
bulundurduklarindan dolay1 kararsiz yapidadir ve diger maddelerle reaksiyona girerek kararl
duruma ge¢me egilimindedirler (Karabulut ve Giilay, 2016). Organizmada normal fizyolojik

isleyis esnasinda endojen ya da eksojen kaynaktan olusabilen serbest radikaller tiim hiicre
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elemanlariyla etkilesime girerek molekiillerin yapisini degistirmek suretiyle radikal olmayan
molekiilleri de radikal hale getirebilirler (Yontem, 2018). Normal fizyolojik kosullarda,
hiicrelerde siirekli olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile onlarla etkilesime gecen
antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Bu dengenin ROS lehine bozulmas1 yani hiicrede
stiperoksit radikallerinin birikmesi ya da endojen savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi

oksidatif stres ve doku hasarina neden olur (Kisaoglu ve digerleri, 2013).

2.10.1. Reaktif Oksijen Tiirleri; Olusum Mekanizmasi ve Fonksiyonu

Serbest radikaller, oksijenin kismen indirgenmesi sonucu olusan kisa omiirli ve giiglii

oksidan 6zellikte oksijen metabolitleridir.

2&',{1‘-1' e, H" e, H'
| — \I.
0, Oy s H,0, ; H,0 + OH s H,0

[Dksijen} (Siiperoksit) {Hidmjenpemksit] (Hidroksil radikali) (Su)

Sekil 2. Oksijenin, siiperoksit ve hidroksil radikaline doniisiimii (Tokmak, 2017)

Serbest oksijen radikalleri (ROS) baska bir radikalle veya radikal olmayan bir ajanla birlesir.
Bdylece organizmada molekiiler diizeyde bircok biyolojik etkiye neden olur. Ekzojen ve
endojen serbest radikallerin olusumu engellenemez (PoljSak ve digerleri, 2019). Hem
metabolik siirecler (hiicresel solunum) hem de ¢evresel oksidanlarin (ilag toksisitesi, sigara
dumani, ultraviyole radyasyon, hava kirliligi, yogun fiziksel aktivite ve alkol gibi) etkisi ile

strekli olarak dretilir (Poljsak ve digerleri, 2013; Sen ve digerleri, 2010).

[ EndojenKaynaklar | [ Ekzojen Kaynaklar ]

Mitokondri Ultraviyole 1sinlar
Peroksizom|lar va— Iyonize radyasyon
Lipoksijenazlar Sigara ve hava kirliligi

gibi cevresel toksinler
Inflamatuar sitokinler

____________________________________ .

Sekil 3. Reaktif Oksijen Turlerinin (ROS) Kaynaklar (Aslankog¢ ve digerleri, 2019’dan
uyarlanmigtir).
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Stiperoksit radikali (Oz¢"), mitokondride oksijenin bir elektron almasiyla olusan, dogrudan
zararli olmayan ancak hidrojen peroksit iiretimi ve metal iyonlarini indirgeme yoluyla dolayli
olarak hiicre hasarina neden olabilen bir serbest radikaldir (Cadenas ve Sies, 1998; (Kovacic
ve ark., 2005; Valko ve ark., 2004; Cakir, 2012; Yontem, 2018).

20,NADPH + H* ===} 70,- + NADP + H,

Ksantin + 20, + H,O s [ Jrat + 20, +2H*

Sekil 4. Siiperoksit Kaynagi Olan NADPH Oksidaz ile Ksantin Oksidaz Enzimlerinin
Katalizledigi Tepkimeler.

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik zarlar1 gegebilmesi, ROS
iiretiminde araci rolii iistlenmesi ve hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev almasi nedeniyle 6nemli
bir oksidandir. Viicutta antioksidan enzimlerce (Katalaz, glutatyon peroksidaz ve
peroksiredoksinler) etkisiz hale getirilir (Kiling, Kiling, 2002 Flora, 2007).

Hidroksil radikali, biyomolekdller (amino asitler, niikleik asitler, organik asitler, fosfolipitler)
ile kolayca tepkimeye girebildigi i¢in biyolojik sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar
verebilir. Sekil 5°de de gosterildigi gibi hidrojen peroksit, Fe*? ve Cu* veya diger gegis
elementleri (Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek (hidroksil) OH.’ye
doniistiiriiliir. Bu reaksiyona “fenton reaksiyonu” denir. Siiperoksit radikali fenton reaksiyonu
ile baglant1 kurarak olusan metal iyonlarinin yeniden kullanilmasinda énemli bir rol oynar.
Bu iki reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu” ad1 verilir. Gegis metalleri boylelikle hidroksil
OH' olusmasinda 6nemli bir rol oynarlar (Betteridge, 2000; Halliwell, 1987; Halliwell, 1999;
Lloyd ve ark., 1997; Memisogullar, 2005).
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H202 + Cu*/Fe™? OH' + OH" + Cu*?/Fe**  Fenton reaksiyvonu

Cu*2/Fe*3 + O3~ 7 Cu*/Fe™? +0;

02~ + H202 > OH-+ OH- + Oz Haber-Weiss reaksiyonu

Sekil 5. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 (Karabulut ve Giilay, 2016).

Singlet oksijen normal oksijenden ¢ok daha hizli olup ortaklanmamis elektronu bulunmayan
oksijen molekiiliidiir. Hiicre zarindaki ¢coklu doymamis yag asidleriyle dogrudan reaksiyona
girerek, lipid peroksitlerin olusumuna neden olur. Aym1 zamanda singlet oksijen
miyeloperaksidaz enzimi ile hipoklordz asit olusumunda da rol almaktadir (Caner ve digerleri,
1997; Yontem, 2018).

Endotel kaynakli bir vazodilatér olan nitrik oksit NO- gucli bir serbest radikal
temizleyicisidir. Hiicre yapilar1 lizerinde koruyucu ve hem de patolojik sartlar altinda toksik
etkiler gosterebilir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Tabakoglu ve Durgut, 2013; YOntem,
2018). Siiperoksit radikalinin varliginda, olduk¢a toksik bir bilesik olan peroksinitritin
olusumuna sebep olmaktadir. Peroksinitrit iskemi-reperfiizyon, sepsis, inflamasyon,
ateroskleroz gibi bir ¢ok patofizyoljik olayin patogenezinde rol oynar. Bununla birlikte nitrik
oksidin fizyolojik etkilerini ve gucli antioksidan etkilerini degistirerek NO’nun

biyoyararlanimini da azaltir (Tecder ve Tufan, 2001).

2.10.2. Serbest Radikallere Bagh Olusan Hasar

Diistik yogunluklarda olduklarinda SOR yararh etkilerinden s6z etmek miimkiindiir.
Fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara karsi savunma, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar
tarafindan kanser hiicrelerini 6ldiirme, sitokrom p450 tarafindan ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, mitokondride ATP iiretimi, hiicre biliylimesi ve diisiik konsantrasyonda
mitojenik yanitlara neden olma sayilabilir (Karabulut ve Giilay, 2016). Hemoglobin ve
miyoglobin gibi hem iceren proteinlerle Hidrojen peroksit hem gurubundaki demir ile
reaksiyona girerek, yiksek oksidasyon dizeyindeki ferril demir (Fe "), ve periferril demir
(Fe) meydana gelmesine neden olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelligi
olmasi sebebiyle hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu zincir tepkimelerini indiikleyebilir.

Potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle organizmada olusan Hidrojen peroksit’in zamaninda

17



ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Serbest radikaller asir1 tiretildiginde membran lipitlerinin
peroksidasyonuyla agiga ¢ikan aldehitlerden biri olan malondialdehit (MDA) lipit
peroksidasyonu gostergesi olarak kullanilmaktadir (Valko ve digerleri, 2007; Petejova ve
Martinek, 2014; Sen and Chakraborty, 2011; Yontem, 2018). MDA, aragidonik asidin ve daha
biiyiik ¢oklu doymamis yag asitlerilerin (PUFA) enzimatik veya enzimatik olmayan yolla
ayrismasi sonucu olusan son {iriindiir. MDA’nin proteinler veya DNA gibi coklu
biyomolekiiller ile reaksiyona girme kabiliyeti yiiksektir. Bu nedenle yapilan ¢aligmalarda
asirt MDA iiretimi oksidatif stresin bir gostergesi olarak hem de MDA seviyesindeki artig
serbest radikal iiretiminin artmasina neden olarak antioksidan aktiviteyi azaltir. Bu durum
antioksidanlar ile serbest radikaller arasindaki dengenin bozulmasina neden olarak
Alzheimer, kanser, kardiovaskiiler hastaliklar, diyabet, karaciger hastaliklar1 ve Parkinson
gibi farkli patolojik durumlarla iliskilendirilmistir (Del Rio ve digerleri, 2005; Blair, 2008;
Sanyal ve digerleri, 20069; Ayala ve digerleri, 2014). Serbest radikallerin antimikrobiyal
aktivitedeki etkinligi ise notrofil ve monositler lizozomlarinda bir hem enzimi olan
miyeloperoksidaz (MPO) igerirler. MPO gii¢lii bir oksidan kaynagi olmasinin yanisira
hipoklorik asit (HOCI) uretimini katalizler. Yiksek antibakteriyal etkili hipoklorik asit;
Hidrojen peroksid’nin, (H202 ) miyeloperoksidaz enzimi araciliiyla reaksiyona girmesiyle
olusur (Cavdar ve digerleri,1997). Inflamasyon durumunda ve reperfiizyon hasarinin
gostergesi olarak, dokudaki birikmis polimorf niikleer I6kositler (PNL) diizeyini tayin etmede
yol gosterici bir enzimdir (Tabakoglu ve Durgut, 2013). Dokularda oksidanlar ile
antioksidanlar arasindaki dengenin korunmasi patolojik siire¢lerin baslamasini engellemedeki

onemli yollardan birisidir.

2.10.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Hucrede lipit, protein ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin serbest radikaller
tarafindan oksidasyonunu Onleyebilen veya geciktirebilen maddelere antioksidan, bu
mekanizmalara ise antioksidan savunma sistemleri olarak tanimlanir. Antioksidanlar serbest
radikallere elektron transferi yaparak hiicresel diizeydeki hasar1 engellemektedir.
Antioksidanlarm dort farkli mekanizmasi vardir. (1) Temizleme etkisi; serbest oksijen
radikallerini etkileyerek onlarin tutulmasi ya da oksidanlar1 daha zayif bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirmesidir. Antioksidan enzimler ve mikromolekuller bu yolla etki
eder. (2) Baskilama etkisi; Oksidanlara bir hidrojen aktararak onlar1 etkisiz hale getirme ya

da etkilerinin veya reaksiyon hizlarinm azaltilmasi. Vitaminler ve flavonoidler ise etkilerini
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bu yolla gosterirler. (3) Onarma etkisi; serbest radikallerin lipiti protein ve DNA gibi
yapilarda olusturduklar1 biyolojik hasarin onarilmasi. (4) Zincir kirici etkisi; serbest oksijen
radikallerini baglayarak, zincirlerini kirip islevlerinin engellenmesidir (Halliwel ve
Gutteridge,1990).

Antioksidanlarin bir kismin1 viicut disaridan diyetle alirken (enzimatik olmayan) bir kismin1
kendisi hiicresel diizeyde (enzimatik olarak) iiretir. Viicudun serbest radikallere kars1 iirettigi
birinci basamak antioksidanlar (enzimatik); katalaz (CAT), stiperoksit dizmutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidazdir (GPx). Saglik agisindan 6nemli enzimatik olmayan antioksidanlar
bulunmaktadir. Bunlar; A, E ve C vitaminleri, sebze, meyve, baharat, tahillarda yaygin olarak
bulunan fenolik maddeler, resveratrol ile kuersetin ve katesin gibi flavonoidlerdir. Normal
fizyolojik kosullarda bu antioksidanlarin hiicre i¢i seviyeleri ve aktiviteleri arasinda denge
vardir (Pham ve digerleri, 2008).

Slperoksit dismutaz (SOD), ROS ve siiperoksit anyon radikallerine karsi en dnemli enzimatik
antioksidan savunma sistemidir. SOD bir superoksit radikalini O> molekdliine ylkseltgeyip,
diger bir siiperoksit radikalini ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen perokside (H20z)
indirgenmesini katalize eder. (Ighodaro ve Akinloye, 2018; Aslanko¢ ve digerleri, 2019).
SOD’un katalizledigi tepkime sonunda olusan hidrojen peroksid birikimi katalaz (CAT)

tarafindan engellenmektedir (Siileyman ve digerleri, 2018).

20, + 2H* SOD H,0: + 02

Sekil 6. Superoksit dismutasyon reaksiyonu (Karabulut ve Giilay, 2016).

Katalaz (CAT) enzimi temel olarak peroksizomlarda bulunur. Mitokondriden sitozole gecen
hidrojen peroksid’in (H202) detoksifikasyonu peroksizomlar tarafindan sentezlenen CAT
enzimi tarafindan gerceklestirilir. Saniyeler igerisinde H202’yi molekiiler oksijen ve suya
katalizasyonuyla hidroksil radikali olusumunu Onleyen oldukca giiclii bir antioksidan
enzimdir. Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikoz membranlarda en yiiksek oranda,
destek dokularda ise en diisiik seviyede bulunur. Bununla birlikte endoplazmik retikulum ve
sitozolde de aktivite gostermektedir (Aebi, 1984; Suleyman ve digerleri, 2018). Katalaz
enziminin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit miktarinin artmasi ile birlikte dogru orantili

olarak artmaktadir.
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2H:0: CAT H:0 + O3

Sekil 7. Katalaz (CAT) enzimi temel olarak peroksizomlarda bulunur
(Karabulut ve Gulay, 2016).

Glutatyon peroksidaz GPx, mitokondride veya bazen de stoplazmada bulunan ve hidrojen
peroksidi (H20.) selenyumunda etkisiyle suya parcalayarak lipit peroksidasyon surecini
inhibisyonuyla ROS hasarma kars1 koruyucu etki gdsteren 6nemli bir antioksidan enzimdir
(Ighodaro ve Akinloye, 2018). Bu tepkime sirasinda glutatyon (GSH) kullanilmaktadir. Lipit
peroksitleri veya hidrojen peroksit, okside glutatyon (GSSG) ve suya (H20)
dontstiiriilmektedir. GSSG ise glutayon rediiktaz (GSH-Rx) enzimi ile tekrar indirgenmis
glutatyona doniistiiriilmektedir. Glutatyon -S transferaz (GST) ise siilfidril i¢erigi sayesinde
toksik maddeleri baglayarak hidrofilik forma kavusmalarini saglamak suretiyle atilimlarini
arttirmaktadir (Masella ve ark., 2007). Oksidatif stres diizeyi, GSH/GSSG orani ile 6l¢iilebilir
(Kasapgopur ve Birdane, 2014).

LOOH + 2GSH 2™ . 10H + GSSG + Hz0
Hp0, + 2GSH 2™ GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H' Z222% . 2GSH + NADP'
R-X + GSH L~ GS-R + HX

Sekil 8. Glutatyon peroksidaz, rediiktaz ve -S transferaz (Orak, 2021).

Her (¢ enzimin de kofaktdri olan glutatyon (GSH), antioksidan savunma mekanizmasinin
onemli hucre ici enzimatik olmayan antioksidanidir. Glutamat, sistein ve glisin aminoasitleri
kullanilarak sentezlenerek peroksidasyon ve rediiksiyon tepkimelerinde elektron verici olarak
kullanilmaktadir (Ross, 1988).

GSH’nin, lipid peroksitler, hidrojen peroksit, askorbik asit ve serbest radikalleri indirgeyerek,
eritrositlerle 10kositlerin korunmasinda, organlarin transplantasyonlarinda koruma ve
sitotoksik ila¢ hasarlarinin 6nlenmesindeki gérevi ¢ok onemlidir (Kasapcopur ve Birdane,
2014).
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2.11.Iskemik Akut Bébrek Hasarinda Fizyopatolojik Siireclerde Rol Alan

Mekanizmalar
2.11.1. Endotel Hasar Inflamasyon ve immiinolojik faktorler:

Iskemik bobrekte mikrosirkiilasyonun etkilenmesiyle nitrik oksit, ROS ve oksijen uretimi
arasindaki hassas denge bozularak hipoksi ve oksidatif strese neden olur. Endotelyal nitrik
oksit (eNOS) {iretiminin diismesi vazodilatdr cevabin azalmasi ve belirgin intra-renal
vazokonstriksiyon ile sonuglanir. Mikrovaskiiler endotel hiicre hasar1 sonucu kapiller
gecirgenlik artigiyla interstisyel alana sivi gegisi ve 6dem meydana gelir. Aktive olan endotel
hiicre ylzeyinden ekprese edilen adhezyon molekilleri (6r. ICAM-1) ile proinflamatuvar
sitokin (TNF alfa ve IL-1, IL-6 gibi) salinimi ve inflamatuvar hiicrelerin (ndtrofil, monositler)
ve trombositlerin alana toplanmas ile gerceklesir. Mikrovaskiiler alanda konjesyon sonucu
I6kosit-endotel etkilesiminin artmasi, inflamatuvar hiicrelerin eklenmesi ve mikrotrombus
olusumu, mikrovaskiiler sirkiilasyonu ve tiibiiler yapilara oksijen sunumunu daha da

diistirerek hiicresel harabiyeti siddetlendirir (Basile ve digerleri, 2012).
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eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentetaz, NO: Nitrik oksit, PG: Prostoglandin, ROS: (reactive
oxygen species) Reaktif oksijen uriinleri
Sekil 9. iskemik akut bobrek hasarmin fizyopatolojisinde rol oynayan temel mekanizmalar

(Dursun ve digerleri, 2021).
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Sekil 10. TNF Alfa ve IL1, IL6, Basta Olmak Uzere Mediyatorlerin Akut Inflamasyondaki
Rolu (Molitoris, 2015).

Iskemik bobrek hasarinda inflamasyon ve l6kosit infiltrasyonu, endotelyal ve tiibiiler hiicre
hasarmin temel nedenlerindendir. Dogal bagisiklik sistemi TLR-2 ve TLR-4 reseptorleriyle
aktive olurken, kompleman sistemi (6zellikle C5a, C3a, C5b-9) inflamasyonu artirir.
Dendritik hiicreler hem sitokin tretimiyle hem de T ve B hiicrelerini aktive ederek bagigiklik
yanitma katki saglar. Erken donemde 16kositler adhezyon molekiilleri yoluyla dokuya gecer
ve proinflamatuvar sitokinler (TNF, IL-6, IL-8, TGF-f vb.) salmir. Nétrofillerin ROS ve
proteaz salarak hasar1 artirdigi; notrofil inhibisyonunun ise hasari1 azalttig1r gosterilmistir

(Basile ve digerleri, 2012; Armsoy ve digerleri, 2017).

2.11.2. Hiicre oliimii (apoptoz ve nekroz)

Iskemik hasar 6nemli derecede oldugunda “apoptoz veya nekroz” seklinde lethal hiicre hasar1
gelismektedir (Edelstein, Schrier, 2005; Sharfuddin ve Molitoris, 2011). Temel olarak az
say1da tiibiiler hiicrede lethal diizeyde hiicre 6liimii meydana gelmektedir ve nekrozdan ziyade
apoptoz seklinde goriilmektedir. Apoptoz ATP-bagimli, planl bir hiicre 6liimiidiir, niikleer
ve sitoplazmik materyalin yogunlastirilmis hale gelerek apoptotik cisimcikler haline
doniismesi ile karakterizedir ve belirgin bir inflamatuvar yanit olusturmaz. Membrana bagl
apoptotik cisimcikler makrofaj veya komsu epitelyal hiicreler tarafindan hizla fagosite edilir.
Apoptoz kompleks bir mekanizmadir. Intraselliiler sistein proteazlarin bir ailesi olan

kaspazlar inflamasyon ve apoptotik hicre 6limunde kritik rol oynarlar (Dursun ve digerleri,
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2006). Nekroz ise hiicre sismesi, membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve siddetli inflamasyonla
karakterizedir (Bonventre ve Yang, 2011).

Apoptoz surecinde, kaspazlar iki ana yolla aktive olur: ekstrinsik 6lim reseptori yolu ve
intrinsik mitokondriyal yol. Her iki yol da kaspaz-3’ii etkinlestirerek hiicre 6liimiinii baslatir;
bu ylizden kaspaz-3 apoptozda kritik bir rol oynar. Mitokondri hasari, lipid peroksidasyonu
ve reaktif oksijen tiirlerinin artig1 kaspaz 1 ve 3’lin aktivasyonunu tetikler. Kaspaz inhibitorleri
bobrek hasarini azaltabilir. Kanser tedavisinde kemoterapotik ilaglar apoptoz yoluyla etki
gosterirken, kaspaz aktivitesinin engellenmesi apoptozun gerceklesmesini zorlastirabilir
(Ozel ve Birdane, 2014; Choudhary ve digerleri 2015; Mohamed ve digerleri, 2017; Kayacan
ve digerleri, 2018, Nagata 2018; Jan, 2019).

Yapilan bir caligmada crush yaralanmasiyla olusturulan akut bobrek hasar1 (ABH) deneysel
modelinde miyoglobinin yeni bir DAMP (Damage associated moleculer pattern), sensorii
(miyoglobini taniyan) olan retinoik asitle indiiklenebilir gen-1 (RIG-1), NF-kB/ kaspaz 3
sinyalini aktive edebildigi bildirilmistir. Myoglobin kaynakli RIG-1/NF-kB/ kaspaz 3 ekseni
sinyal yolu aktivasyonu crush yaralanmasiyla veya rabdomiyoliz nefrotoksisitesinin
gelismesine katkida bulunur. Miyoglobinin apopitozla iligkili proteinler NF-Kb ve kaspaz 3
seviyelerini yiikselttigini gostermistir (Wang ve digerleri, 2021).
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Sekil 11. CS-ABH da yeni RIG-I sinyal yolunun sematik ¢izimi (Wang ve digerleri, 2021).

HIF-1, insan genomundaki genlerin %?2’sinden fazlasni dogrudan veya dolayli olarak
diizenleyen oksijen duyarl ana bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre hayatta kalmasi, enerji
metabolizmasi, tiimdér yayilimi gibi pek c¢ok slregte rol oynar. Hipoksi, HIF-1

ekspresyonunun baslica diizenleyicisidir, ancak asir1 aktivasyonu baska mekanizmalarla da
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tetiklenebilir. Kanserlerde (kolon, meme, akciger vb.) HIF-1 alfa yuksek diizeyde bulunur ve
tedavi stratejilerinde biyobelirteg olarak kullanilabilir (Bruick ve Knight, 2001; Chen ve
digerleri, 2001; Conway ve digerleri, 2001).

HIF-1 alfa, oksijen dengesinin saglanmasinda 6nemli bir rol oynayan ve eritropoez, demir ile
glukoz metabolizmasi gibi siirecleri diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica hiicre
cogalmasi ve apoptozisi kontrol eder. Bobrek hasarinda yalnizca hipoksiye adaptasyonu degil,
ayni zamanda inflamasyon, epitel-mezenkimal gegis ve hiicre dis1 matriks birikimi gibi
profibrotik siireglerle de iligkili oldugu gosterilmistir (Agarwal ve Nick, 2000, Warnecke ve
ark 2004, Schietke ve digerleri, 2010; Moore ve Bellomo 2011; Scholz ve digerleri, 2013;
Sendoel ve Hengartner, 2014; Liu ve digerleri, 2019). HIF-1a, bobrekte hipoksiyle artan bir
faktordir ve apoptozla birlikte inflamatuar mediatorlerin (IL-1p, TNF-a) salinimini artirarak
inflamasyon ve fibrozise neden olur. Bobrek parankimindeki diisiikk oksijen gerilimi diger
organlara gore daha diisiiktiir., damar yapilarmin paralel dizilimine bagl sant mekanizmasiyla
aciklanabilir (Zhang ve Edwards, 2002). Bu dizilim, oksijenin sant yoluyla arterlerden venlere
gecmesine izin verir ve bobrege giden kan akisinin bozulmasi durumunda bobregin medullar
bolgesinin hipoksiye yatkin olmasina neden olur. Anemi, kronik bobrek yetmezliginde sik
goriiliir ve bobrekte hipoksiye yol acar. Bu durum eritropoetin (EPO) eksikligi ve demir
yetersizligiyle iligkilidir. Bobrek, oksijen sensorii olarak EPO {iretimini diizenler. Siddetli
hipokside EPO Uretimi HIF-1a araciligiyla 1000 kata kadar artirir (Wang ve digerleri, 1995).
HIF-1a inhibitorleri, yalmizca EPO {retimini artirmakla kalmaz, ayni zamanda demir
metabolizmasmi da diizenleyerek anemiyi iyilestiri. EPO eksikligi, kronik bdbrek
yetmezliginde aneminin ana nedenidir ve bu durum bobrek hasarini hizlandirir. Ayrica, HIF-
lo’nin aktive ettigi baz1 genler hipertansiyona bagli damar ve bobrek hasarlarinda rol oynar
(Ratcliffe ve digerleri, 1998; Atmaca ve Oguz, 2019). Renin anjiyotensin sisteminin blokaji
peritiibiiler kilcal damarlara giden kan akisini korur. Bobrek hastaliklarinda anjiyotensin II'nin
artigt nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH) oksidasyonunu uyararak renal
oksidatif stresi artirir. Bu, tiibiiler hiicrelerde oksijenin etkili kullanimmi engeller. Artan
oksidatif stres {triinleri nitrik oksitin (NO) azalmasma yol agar. Azaltilmis NO'nun
mitokondriyal solunumu uyararak enerji tiikketimini iki kat artirdigini ve doku hipoksisine yol
actig1 goriilmiistiir. (Adler ve Huang, 2002; Welch ve digerleri, 2005). Hipoksiye ek olarak,
HIF-1a biiylime faktorleri, asetilkolin ve anjiyotensin II gibi diger faktorler tarafindan da

aktive edilebilir (Zheng ve digerleri, 2021)
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2.12. Kenevir

Ulkemizde esrar olarak da bilinen ‘kenevir’ ‘kendir’ veya ‘esrarotu’ yaygin olarak
Ingilizce’de ‘cannabis’ ya da ‘hemp’ olarak da bilinen; Cannabinaceae familyasma ait tek
yillik, otsu, dioik, ¢igekli bir bitkidir (Yildirim ve Caliskan, 2020). Cannabis tiirlerinin genel
ad1 olmakla birlikte bu cinsin en bilinen tiirii Cannabis sativadir. C. indica ve C. Ruderalis
cinsin diger tiirlerdir. C. sativa en yaygin olarak kiiltiirii yapilan, yag ve lif iretiminde esas
olarak kullanilan tiirtidiir. (McPartland, 2018). Kenevirin 3500 y1l 6nce Anadolu’da, 6000 yil
oncesinde ise Cin’de tarimi yapilmaktaydi ve tohumlar1 gida olarak kullanilmaktaydi
(Gizlenci ve digerleri, 2019). Tarmmi narkotik ve tibbi 6zelliklerinden daha ¢ok liflerinden
tekstil ve kagit Uirtinleri elde etmek amaciyla yapilmistir. Bitkinin psikoaktif 6zelikte oldugu
da cok eski zamanlardan bilinmektedir. Diinyanin en eski farmakopesi olarak kabul edilen
Cin Imparatoru Shen-Nung tarafin dan bastirilan pen-ts’ao da, kenevirin psikoaktif
Ozelliklerinden bahsedilmis, tibbi olarak romatizma agrilarina, sitmaya ve gastrointestinal
sistem rahatsizliklarinin tedavisinde kullanildigi belirtilmistir (Zuardi, 2006; Mehmedic ve
digerleri, 2010; Gizlenci ve digerleri, 2019). Giiniimiizde kenevir tohumlari, Cin tibbinda
halen laksatif etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir, baz1 genotipleri tohumlarinin yiiksek yag
verimi, %90’a varan ¢coklu doymamis esansiyel yag asidi icerigi sebebiyle yetistirilmektedir
(Zuardi, 2006; Chen ve digerleri, 2010).

Kenevirin icinde 537 molekiil tanimlanmis olup, kannabinoitler olarak da tanimlanan, bazilar1
farmositik ve psikoaktif etkili molekiillerin sayisi 109 tanedir (Mehmedic ve digerleri, 2010).
Psikoaktif olarak kullanimmim diger kullanim amaglarindan 6n plana ¢ikmasi, faydal
etkilerinin g6z ardi edilmesine neden olmustur.1930’lu yillarda 6nce (ABD) Amerika Birlesik
Devletleri’nde, daha sonra basta Almanya olmak {izere Avrupa’nin pek ¢ok tilkesinde kenevir
ekimi, psikoaktif icerik delta-9-tetrahidrokannabinol (A-9-THC) yiiziinden yasaklanmistir. II.
Diinya savasinda Amerikan ordusunda cadir ihtiyaci ortaya ¢ikinca, ABD’de askeri
malzemelerinin iiretiminde kullanmak iizere yasak kaldirilmis, kenevir ekimine yeniden
baslanmistir (Bouloc ve digerleri, 2013). Fakat bu ¢eliskili uygulamalar, endiistriyel amaclh
(fiber tip) yetistirilecek kenevir tiirlerini, belirlemek ic¢in bir yOntem gelistirmeyi
gerektirmistir. Bu amagla ilk olarak 1968°de kenevir genotiplerini tanimlamak i¢in bir formiil
gelistirmistir (Grlice, 1968). Psikoaktif 6zellikli A9-tetrahidrokannabinol (THC) ve THC’nin
bozulma {iriinii kannabinol (CBN) toplammnimn psikoaktif 6zelligi olmayan kannabidiol’e

(CBD) boliinmesi ile elde edilen deger 1 den biiyiikse bu kenevir, uyusturucu 6zellikli olup

25



endiistriyel tip kenevir degildir. Deger 1 den kugculkse endustriyel tip (fiber tip) olarak
belirlenmistir. Kenevir tipi= (THC+CBN)/CBD

Avrupa Birligi iilkeleri de dahil olmak tizere pek ¢ok iilke de uyusturucu 6zelligi olan ve
olmayan tiirleri belirlemede yeni bir siniflandirma kullanilmistir (Turner ve digerleri, 1980).
Turner tig¢ ¢esit kimyasal icerige gore bu smiflandirmayi gergeklestirmistir. 1) Drog tip (esrar):
Bu yiiksek miktarda THC > %] i¢cermesine karsin, CBD i¢ermez bu tip narkotik olarak da
smiflandirilabilir. Meksika, Afganistan, Hindistan, Jamaika gibi sicak iklimlerde yetisir.

2) Orta diizey de drog tip: Bu tiiriinde THC > %0.5ve CBD > %0.5 miktarlarmin ikisi de
yiiksektir. Orta doguda yaygindir (Liibnan, Fas). 3) Fiber tip (endiistriyel kenevir, lif ve yag
iretimi) : Diisik THC < %0.25 fakat yilksek CBD > % 0.5 - 2.5 miktar1 vardir. Iliman
iklimlerde yetisir (Goger, 2021). 1996 yilindan bu yana, Avrupa birligi iilkelerinde THC
miktar1 % 0.2 den diislik olan Fiber tiplerin endiistriyel amag¢h ekimine izin verilmektedir
(Kriese ve digerleri, 2004). 1980 yilinda iilkemizde 14 bin ton kenevir lifi ve 5 bin ton kenevir
tohumu tiretilirken 2014 yilinda bu say1 1 ton kenevir lifi ve 1 ton kenevir tohumu seviyelerine
kadar inmistir. 2016 yilinda yapilan diizenlemeler ile kenevir ekimi tegvik edilmis ve tiretimi
tekrarar artmaya baslamistir (Goger, 2021). 19 ilde, ekimine izin verilmistir. Bu illerin cogu
Karadeniz Bolgesi’nde yer almaktadir. Bunun nedeni, daha ¢ok lif amacl bir iiretim tarzinin
diigiiniilmesidir. Cok eski bir kiiltiire sahip olan kenevirin ¢ok yonlii kullanilabilmesi
nedeniyle; bitki, izerinde bilimsel ¢calismalarin yapilmasini gerekliligini ortaya koymustur.
Endustriyel kenevirde psiko-aktif (uyusturucu) madde orani, eser miktardadir. Kenevirin
yasal kullanim alanlarinin artirilabilmesi igin; kanun, teblig ve ydnetmeliklerin

giincellenmesine ihtiyag vardir (Aytag, 2019).

Sekil 12. 29 Eyliil 2016 Tarih ve 29842 Sayili Resmi Gazete’de yaymlanan 2016 ‘da
diizenlenen yonetmelige gore kenevirin iiretim izni haritas1 (Aytag, 2019).
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2.12.1. Kenevirin Genel Kullanim Alanlan

Kenevir, tiim boliimlerinden faydalanabilen ve ¢ok farkli alanlarda ekonomik degere sahip,
hemen hemen tiim kullanim alanlarinda iistiinliikleri s6z konusu olan degerli ve ender bir
bitkidir (Gonen, 2009).

1. TInsaat Sektorii: Cat1 ve duvar malzemesi yapiminda lif ve mineral karisiminin
agirhik, dayaniklilik ve kalite kriterlerinde beton kullanimina oranla daha
avantajli oldugu belirlenmistir. Ustelik ortam sicakhigmnimn izolasyonu ve nem
tutma orani agisindan en saglkli diizeyde oldugu gozlenmistir. Tiim bu
yapilarin geri doniistime elverisli olmas1 ve gevre kirliligine sebep olmamasi
keneviri {istiin kilan diger Ozellikleridir. Avusturalya ve Fransa basi
cekmektedir. (GoOnen, 2009; Aytag ve digerleri, 2017).

2. Tekstil ve Kagit: Lignoseliilozik lifleri en kaliteli lifler arasindadir ve ayni
zamanda antibakteriyel Ozellige sahiptir (Hao ve digerleri, 2014; Khan ve
digerleri, 2015). Kenevir antibakteriyel 6zelligi sayesinde cerrahi malzeme ve
tekstil tirtinleri tiretimine oldukga elverislidir (Cassano ve digerleri, 2013; Gu,
2016). Cagimizda kagit sektorii agaglarm kullanimina bagimli haldedir.
Yapilan ¢aligmalarda belli bir alandaki kenevir toplulugundan ayni orandaki
orman alanindan dort kat fazla seliiloz elde edilebildigi bildirilmistir.

3. Biyopolimer sektori: Giiniimiizden yaklasik 70-80 yil kadar 6nce kenevir lif
ve saplarindan biyopolimer liretilmis ve araba kaportasinda kullanilmastir.
Petrolden elde edilen polimerlerin daha ucuz olmasindan dolay1
biyopolimerler daha geri planda kaldiysa da petrol tirevi polimerlerin ve
plastiklerin ¢evre kirliligine neden olmasiyla atik olarak dogadan temizlenme
stirelerinin ¢ok uzun olmasi sebebiyle son yillarda biyopolimerler yeniden
Onem kazanmuistir.

4, Tlag¢ sektorii: Giiniimiizde kenevir ekim alanlarmm artmasinda en énemli
orana sahip sektordiir. Ozellikle Israil, Kanada ve Cin gibi iilkeler kenevirden
ilag Uiretimi arastirmalarina 6ncelik vermektedirler.

Yaklasik 3000 yil once yazilan Asur tabletlerinden ve Eski Yunan ve Roma donemlerinde
kenevirin yaygin bir sekilde ilag olarak kullanildig1 6zellikle agr1 kesmek ve duygu durumunu

iyilestirmek amaciyla kullanildigindan bahsedilmistir (Epstein, 2010). Kenevir ayn1 zamanda
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de iyi bilinen ve ilag olarak kullanilan bir bitki olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu doneme ait
veriler incelendiginde kenevirin. Romali bir hekim olan Galen, medikal keneviri recete eden
hekimlerdendir ve Romali aristokratlarn aksam yemegini kenevir iceren bir tatliyla
sonlandirdiklarini notlarina ilave etmistir (Butrica, 2002). Ibn-i Sina El-Kanun Fi’t-Tib adl
eserinde, yliksek atesi diisiirmek amaciyla kaynatilmis kenevir kokiiyle yapilan kompresin
kullanildig: bilgisi yer almaktadir (Ibn Sina, 1143). Medikal amagclarla kenevir kullaniminin
Once Arabistan, sonrasinda da tim Ortadogu’ya yayilmasi dokuzuncu yiizyill oldugu
bilinmektedir (Ulugol, 2018).

1542°de yazilan bitkisel tedavileri igeren Alman bir botanist ve hekim olan Leonhart Fuchs
kitabinda suda kaynatilarak problemli bolgeye sarilan kenevir kokiiniin gut hastaligina iyi
geldigini belirtmistir (Ryz ve digerleri, 2017). Portekizli hekimler Garcia da Orta ve Cristobal
Acosta kenevirin oforik, sedatif, istah acici, haliisinojenik ve afrodizyak etkilerinden
bahsetmislerdir (Lee, 2012). Amerikan Farmakopesinde 1850-1942 yillar1 arasinda yer alan
Kenevir bitkisi kullanim1 bu donemlerde doruk noktaya ulagsmisken, 1930’lardan itibaren ise
diisiise gecmis ve tibbi kullanim1 azalmig cannabis ismi yerine ¢ok tehlikeli olduguna dair bir
alg1 yaratan marihuana adi kullanilmaya baslanmistir (Yildirim ve Caliskan, 2020). Kenevir
ile ilgili bilimsel ¢alismalara bu olumsuz gelismelere ragmen devam edilmistir. Kenevirde
oforik etkiden sorumlu olan igerigi tetrahidrokannabinol’iin (tetrahydrocannabinol-THC)
kimyasal yapis1 bulunmustur (Gaoni ve Mechoulam, 1964). 1988 ve 1993 yillarinda sirasiyla
CBI reseptorii ve CB2 reseptorii kesfedilmis, sonrasinda anandamid, 2-aragsidonil gliserol, vb
endokannabinoitler ile bunlar1 sentezleyen ve degrade eden enzimler (FAAH ve MGL)
kesfedilmistir (Dewane ve digerleri, 1988; Munro ve digerleri,1993). Bu kesifler ve
gelismeler sonucu kenevirin kullanimma yonelik motivasyon artisina neden olmustur.
Sonunda 1996 yilinda Amerika Birlesik Devletileri’'nde kenevir kullanilmasimni serbest
birakacak eyalet yasasi ¢ikarilmistir. GUnimizde ABD’de 29 farkli eyalette kenevir
kullanimi kanunlara uygundur. Bir¢ok Avrupa iilkesinde de medikal kenevirin kullanimi ile

ilgili kanunlar ¢ikarilmistir (Yildirim ve Caliskan, 2020).
2.12.2. Kenevirin Fitokimyasal i¢cerigi ve Etkileri

Kenevir sekonder metabolit agisindan oldukca zengin bir bitkidir. Kenevirin spesifik bir ¢ok
etkilerinin kannabinoit tiirii bilesiklerin sorumlu olmasi sebebiyle arastirmalar da 6zellikle bu

bilesikler iizerinden ylirlimektedir. Fitokannabinoitler bitkilerde bulunan ve viicuttaki CB1
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(kannabinoit reseptorii 1) ile CB2 (kannabinoit reseptorii 2) reseptorlerine baglanip degisik

farmakolojik etkiler ortaya ¢ikaran, ikincil metabolit grubudur (Yildirim ve Caliskan, 2020).

Kimyasal grup Bilesik sayisi

A°— tetrahidrokannabinol (THC) 18
A3- tetrahidrokannabinol 2
Kannabigerol (CBG) 17
Kannabikromen (CBC) 8
Kannabidiol (CBD) 8
Kannabinodiol 2
Kannabielsoin 5
Kannabisiklol 3
Kannabinol 10
Kannabitriol 9

Digerleri 22

Toplam 104

Sekil 13. Kenevirdeki fitokannabinoitlerin siniflandirilmasi (Y1ildirim ve Chiskan, 2020).

2.12.3. Fitokannabinoitler

Cannabigerol- (CBG) CBG agisindan yogun ekstreleriyle yapilan ¢alismalarinda, istah
artirict etkisi gorlilmiistiir. Bununla birlikte sedatif, analjezik ve spazmolitik etkileri de
saptanmustir (Izzo ve digerleri, 2009; Brierley ve digerleri, 2017; Smeriglio ve digerleri,
2018).

Cannabichromene-(CBC) CBL1 reseptorleri lizerinde etki gostermedigi bilinmektedir (Russo
ve digerleri, 2008; De Petrocellis ve digerleri, 2008). CBC’nin antienflamatuvar ozellikleri
yapisinda barindirdigi belirtilmektedir (Romano ve digerleri, 2013).

Kannabidiol (Cannabidiol-CBD): Kannabidiol’iin kimyasal yapis1 Tetrahydrocannabino’el
(A9-THC) benzemekle birlikte, onun gibi gii¢lii CB1 reseptorlerine baglanma 6zelligi yoktur.
Arastirmalar CBD’nin;  antikonviilsan, antispazmodik, anksiyolitik, antiemetik,
antiromatizmal ve ndroprotektif 6zelliklere sahip oldugun yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir
(Pertwee, 2008; Laun ve digerleri, 2019).

Tetrahidrokannabinol (Tetrahydrocannabinol-THC): Bu gruba dahil olan A8-THC ve
cis-A9-THC gibi farkl tiirevleri de olmakla birlikte trans-A9-THC kenevirdeki psikoaktif
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etkiden sorumlu olan asil bilesiktir. A9-THC hem psikoaktif etkiyi ortaya ¢ikaran CB1 ve
hem de imminolojik ve antienflamatuvar etkileri ortaya g¢ikaran CB2 reseptorlerine
baglanabilme 6zelligine sahiptir (Pertwee, 2008). Kanser kemoterapisine eslik eden bulanti
ve kusmalarin tedavisinde kullanilan Dronabinol ve Nabilon, A9-THC’nin sentetik tiirevlerini
icermektedir (Jakubovski ve Miller-Vahl, 2017; Abi-Jaoude ve digerleri, 2017).

B) Terpenoitler

Fitokannabinoitler haricinde kenevirin ¢igeklerinde ve yapraklarinda bol miktarda terpen
tirevi bilesikler sentezlenmektedir ve salgilanan reginenin %10’u da terpenoitlerden
olugmaktadir (Booth, ve digerleri, 2017). Kenevirde 200’den ¢ok terpen tiirevi bilesik oldugu
varsayillmaktadir terpenler bitkiye kokusunu kazandiran bilesiklerdir. Limonen, mirsen ve
pinen en yaygin bulunan ve yiiksek uguculuga sahip olan terpenlerdir. Tipki
fitokannabinoitler gibi terpenoitlerin de bitkiyi boceklerden ve otgullardan koruma islevleri
bulunmaktadir ve bu islevini bitkideki fitokannabinoitlerle sinerjistik etki gostererek yaparlar
(Farag ve Kayser, 2017).

D-Limonen: Limon vb. narenciye tirlerinin igeriginde yer alan kuvvetli antioksidan
ozelligiyle bilinmektedir (Bai ve digerleri,2016). Yapilan deneysel ¢calismalarda d-limonen’in
hipokampiiste ve prefrontal kortekste serotonin ve dopamin vasitasiyla anksiyolitik etki
gosterdigi bulunmustur (Yun, 2014). Ayrica gastro-dzafagal refliide tedavi edici 6zelligi
oldugu bildirilmistir (Patrick, 2011).

B-Mirsen: B-mirsen kenevirde yaygin olarak bulunan ve sinir sisteminde ¢ok sayida etkilere
sahip bir terpendir. Yapilan deneysel ¢alismalarda mirsen’in analjezik, sakinlestirici, kas
gevsetici, antienflamatuvar 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir (Russo, 2011; Lima ve
digerleri, 2017).

a-Pinen: Kozalakl bitkilerde ve baska pek ¢ok bitkide bulunabilen bisiklik bir monoterpen
olan pinen, bocek kovucu etkileri sayesinde bitkiyi koruyucu bir islevi vardir. Yapilan
arastirmalarda pek ¢ok modelde pinen; bronkodilatér, antienflamatuvar ve antibakteriyel
etkiler gostermistir. Ayni zamanda asetilkolinesteraz enzimini inhibe edebilmektedir (Kim ve
digerleri, 2015; Owokotomo ve digerleri, 2015).

D-Linalol: Monoterpen alkol olan linalol, anksiyolitik ve sedatif etkilere sahiptir. Bununla
birlikte lokal anestezik 6zellige de sahiptir. Yapilan deneysel ¢aligmalarda yiiksek dozlarda,
analjezik, antiglutamaterjik ve antikonviilsan etkileri oldugu gozlenmistir (Souto-Maior ve
digerleri, 2017).
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p-Karyofilen: Spesifik olarak CB2 resepttorlerine baglanarak etkisini gosteren Karyofilen
antienflamatuvar ve antimalaryal 6zelliklere sahiptir. Antienflamatuvar 6zelliginden dolay1
gecmiste Ingiltere’de duodenal iilserlerin tedavisinde kullanilmustir (Fidyt ve digerleri, 2016).
Karyofilen oksit: Antifungal ve insektisit 6zelliklere sahip bununla birlikte yapilan in vitro
deneylerde kan sulandirici aktivite de gostermistir. Kenevirin karekteristik kokusundan

sorumlu easa bilesendir (Yang ve digerleri, 2000).

2.12.4. Kenevir Tohumu Yag:

Cannabis sativa’min tohumundan elde edilen tohum yagi, terapOtik ve nutrasotik
biyoaktivitesi ile bilinmektedir. Kenevir tohumu yagini % 80’ni PUFA (¢oklu doymamis yag
asitleri) olusturur ve en 6nemlileri, insan viicudu tarafindan dogal olarak iiretilemeyen ve
esansiyel yag asitleri olarak da tanimlanan, linoleik asit (LA) ve a linolenik asit (ALA) dir.
Ustelik LA/ALA oram 3:1°dir ve bu ideal omega6/omega3 oranma karsilik gelmektedir
(Deferne ve Pate, 1996; Callaway ve digerleri, 1996). Omega3 yag asitlerinin kanser,
enflamasyon, pihtilagsma egiliminden ve aterosklerozdan koruyucu vb. sayisiz yararlar1 vardir.
Bu yag asitlerinin yan1 sira kenevir tohumu yagi bilesiminde y-linolenik asit de icermektedir
(Erasmus, 1993). Dogada y-linolenik asit ¢ok nadir olarak bulunur en biiyiik kaynagi Onethera
biennis tohum yagi (Cuha ¢icegi tohum yagi, Evening Primose Oil) ve Borago officinalis
(Hodan, sigirdili) tohum yagidir (Kriese ve digerleri, 2004). y-linoleik asit insan viicudunda
delta-6-desatiireaz (D6D) enzimi ile hormon benzeri etkileri olan eikozanoitlere doniisiir.
Eikozanoitler, vazodilator, anti-enflamatuar ve piht1 6nleyici etkilidirler ve romatoit artrit,
atopik dermatitli hastalar Gzerinde pozitif sonuclar gosterirler (Radojac ve digerleri, 2014;
Frassinetti ve digerleri, 2018). Bu konuda yapilan bir klinik ¢aligma da ; Multipl sklerozlu
(MS) 100 hastaya 6 ay boyunca gunlik 18-21 gr kenevir tohumu yagi ve ¢uha ¢igegi yagi
birlikte verilirken, kontrol grubuna 18-21 gr zeytinyag: verilmistir. Sonuglar incelendiginde
hastaligin gidisatinda ve karaciger enzimlerinde, kontrol grubuna kiyasla kayda deger pozitif
sonuglar gozlenmistir. Arastirma sonunda, Kenevir tohum yag1 ve ¢uha ¢igegi tohum yagi
kombinasyonunun, MS’li hastalarda tedaviye yardimci olarak kullanilabilecegi onerilmistir
(Rezapour-Firouzi ve digerleri, 2013; 2015).

Stearidonik asit, viicutta diger omega3 yag asitlerinde oldugu gibi eikozapentaenoik asite
(EPA) dontsiir. Eikosapentaenoik asit yoniinden zengin bir diyetin serum lipit
konsantrasyonunu azalttigin1 gosteren aragtirmalar bulunmaktadir (Sokota ve digerleri, 2018).

EPA ya donilisiim a-linolenik asit lizerinden de gergeklesebilir fakat yapilan galigmalar
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viicutta, steardonik asitten EPA ya doniisiimiin ¢ok daha verimli ve fazla miktarda oldugu
bildirilmektedir (Matth&us ve Bruhl, 2008).

LA ve ALA esansiyel yag asitleri (EFA) olarak tanimlanirken, y-linolenik asit ve stearidonik
asit esansiyel yag asidi olarak tanimlanmazlar ¢iinkii insan viicudunda bu yag asitlerinin
sentezi yapilabilir. LA ve ALA viicutta D6 desatiireaz (D6D) enzimi sirasiyla y-linolenik ve
stearidonik asite doniistiiriiliir ancak bu doniisiim oldukca yavas gergekleir. Doniistimden
sorumlu D6D’nin aktivitesi, ilerleyen yas, diyabetes mellitus, viral enfeksiyonlar, asir1 alkol
kullanma, artmis kolesterol seviyeleri, hipertansiyon, radyasyon, stres, ¢inko, ve magnezyum,
yetersizligi, vitaminler: C, B7, B6, B3, eksikligi ve yaslanma, stres veya hastaliklar yiiziinden
y-linolenik asidin viicuttaki sentezi bozulabilir. Bu durumda y-linolenik asidin beslenme
yoluyla dogrudan temin edilmesi faydali olabilir (Matthdus ve Briihl, 2008; Rezapour-Firouzi
ve digerleri, 2015). Diyet ile alinan omega-6/0mega-3 yag asitlerinin oranmin insan saghgi
iizerine etkileri ile ilgili yapilmis calismalarda bu oranin 4:1 olmasi halinde kalp damar
hastaliklarindan 6liim oraninin %70 azaldigi, omega-6/0mega-3 oranlamasi 2.5 oldugunda
kolon kanseri rektal hiicre artisinin diistiigli, 5:1 oldugunda ise astim iizerinde etkili oldugu
bulunmustur (Simopoulos, 2008; Hartsel ve digerleri, 2016). Giinlimiizde ise, bu oranin 3:1
olarak dengelenmesinin insan saglig1 agisindan yararl oldugu belirtilmektedir (Goger, 2021).
Kenevir tohumu yaginda bu oran 3:1dir. Kenevir tohum yaginda doymamais yag asitlerinden
baska palmitik ve stearik asit gibi doymus yag asitlerini de yapisinda barindirmaktadir. Bu
asitlerin orani yaklasik %9 civarindadir (Siano ve digerleri, 2018).

Doymamig yag asiti igeriginin disinda tipki kenevirin kendisi gibi yag1 da ¢esitli terpenleri
barmndirmaktadir. igerigindeki bu terpenler yaga antienflamatuvar, antialerjik ve sitoprotektif
etkinlik géstermesini saglamaktadir (Tambe, 1996). Bunun disinda kenevir tohumu yagi; B-
sitosterol olarak bilinen antihiperlipidemik, antiviral, antifungal ve antienflamatuvar
Ozelliklere sahip bir fitosterol de yapisinda bulundurmaktadir (Malini ve Vanithakumari,
1990).

Kenevir tohumu yagi bilesiminde tokoferoller olarak da bilinen E vitamini tiirevleri agisindan
da zengindir. Tokoferoller sayesinde kenevir tohumu yaginin antioksidan o6zelligini
artirmaktadir. Ayni1 zamanda oksidasyona duyarli olan kenevir tohumu yaginin kendi i¢inde
zamanla okside olmasini 6nleyen maddelerin arasinda en 6nemli grubu tokoferoller olusturur.
Yagm i¢inde oksidasyonu engelleyen bir diger molekiil grubu eser diizeyde bulunan fenolik
bilesiklerdir. Bu maddelerin baglicalari: Naringenin, ve epikatesindir (Smeriglio ve digerleri,
2016). Farmakolojik etkileri olan bir diger bileseni ise asetilsalisilik asite yapisal olarak

oldukca benzeyen metil salisilattr (Leizer ve digerleri, 2000). Metil salisilatin
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antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik islevleri oldugu bilinmektedir. Kenevir tohumu

yagi, elde edilmesi sirasinda bitkinin trikomlarindan salgilanan ve baslica A9-THC ile CBD

iceren regine ile de karigmasi nedeniyle eser miktarda da olsa A9-THC ve A9-THC’den daha

yiiksek miktarlarda CBD igeriginde bulundurabilir. Fakat su ana kadar kenevir tohumu yagi

tilketimi ile ilgili gelisen bir komplikasyon bildirilmemistir. Bilhassa yagin CBD igerigi

nedeniyle farmakolojik etkilerinden dolay1 saglik agisindan olumlu etkileri olacagina iligkin

goriisler de bulunmaktadir (Leizer ve digerleri, 2000). Tiim bu veriler 1s1¢inda kenevir tohumu

yagmmin hem besleyici 6zelligi hem de sekonder metabolitlerle saglhiga olumlu katkilari

olabilecegini sdylemek miimkiindiir. Asagida kenevir tohumu yaginin i¢erdigi bilesik gruplar1

ve bu gruplara ait bilesiklerin miktarlar1 tablo halinde sunulmustur (Sekil 8).

Bilesenler

Yag asitleri
Linoleik asit
a-Linolenik asit
Oleik asit
Palmitik asit
Stearik asit
y-Linolenik asit
Eikosanoik asit
Eikosenoik asit
Eikosadienoik asit
Diger Bilesenler
Kannabidiol
A%-Tetrahidrokannabinol
Mirsen
f-Karyofillen
[-Sitosterol
o-Tokoferol
y-Tokoferol

Metil salisilat

Raporlanan

50-70 % a/a
15-25 % a/a
10-16 % a/a
6-9 % a/a

2-3 % a/a

1-6 % a/a
0.79-0.81 % a/a
0.39-0.41 % a/a
0.00-0.09 % a/a

50 mg/kg
7-80 ppm
710-870 ppm

Sonuclar [68]

52-62 % ala
12-23 % a/a
8-13 % a/a

5-7 % a/a

1-2 % a/a

3-4 % ala
0.39-0.79 % a/a
0.51 % a/a
0.00 % a/a

10 mg/kg
160 mg/L
740 mg/L
100-148 g/L
Degisken
468 mg/L
Degisken

Sekil 14. Kenevir Tohum Yaginin Makro Kompozisyonu
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Karan

Bu deneysel calismada, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun (ADU-HADYEK) 64583101/2022/001 sayili ve 10/03/2022 tarihli karar1 ile
onayland1. (EK-1)

3.2. Deney Hayvanlan

Calismada, Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen, %40-60 bagil nem orani ve 22 + 1C° optimal sicaklikta, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik dongustinde tutulan, agirliklart 260-370 gr arasinda degisen 12
haftalik 60 adet Wistar tiirii erkek sigan kullanildi. Hayvanlarin beslenmesinde standart sigan

yemi ve musluk suyu saglandi.
3.3. Deney Tasarimi
3.3.1. MABH Prosediirii

Deneysel MABH modelinin olusturulmasi i¢in; %50 hipertonik gliserol’lin belirtilen doz (8
ml/kg) ve uygulama yonteminin literatiirde farkli ¢aligmalarda olumlu sonuglarin alindigi

saptanmistir (Singh ve digerleri, 2012; Konda ve digerleri, 2016; Yavuz ve digerleri, 2018).

Ratlar rastgele 6rnekleme yontemiyle 60 sigan 10’ar adet olacak sekilde 6 gruba ayrildiktan
sonra deneysel MABH modelinde denekler gliseol uygulamasindan son 24 saat énce besin ve
su alimmdan yoksun birakildi. %50°1ik hipertonik gliserol (salin iginde %50 v/v) uygulamasi
her denek igin 8 ml/kg/glin toplam hacim olarak, hafif eter anestezisi altinda, her iki arka
bacaga esit ve boliinmiis dozlarda yavasca intramuskular olarak uygulandi. Ilk gliserol
enjeksiyonundan sonra hayvanlara serbest diyet ve su alimi saglandi. Sham grubuna 8 ml/kg
toplam hacim olarak, hafif eter anestezisi altinda, her iki arka bacaga esit ve boliinmiis
dozlarda serum fizyolojik yavasca intramuskular olarak uygulandi. Deney slresince tum
hayvanlar kendi gruplarina ait islemlere tabi tutulduktan sonra, gliserol uygulamasindan 72

saat sonra ketamin ve ksilazin anestezisi altinda, batin 6n duvarlar1 insiizyonla agilarak
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diyaframdan kalbe ulasildi, ponksiyonla kan ornekleri alindi. Daha sonra nefrektomi
yapilarak doku 6rnekleri alind1 ve hayvanlar sakrifiye edildi. Alinan kan 6rnekleri +4 °C’de
3000 devirde 5 dk santrifiij edildikten sonra, serumlar alinarak ependorf tiiplere konuldu ve
biyokimya ¢alismalarinda kullanilmak tizere -80 dereceye konuldu. Cikarilan bobrekler ise
serum fizyolojik ile yikandi ve Sag bobregin bir yarisi histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk
formalin solisyonuna konuldu, sag bobregin diger yarisi ve sol bobregin her iki yarisi serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra kurutma kagidi ile kurutulup aliiminyum folyo iginde
paketlendi. Biyokimya ¢alismalarmda kullanilmak tizere -80 dereceye konuldu. Histolojik ve

biyokimyasal ¢aligmalar ayni tarf bobrek ile yapildi.

Resim 1. Deney prosediiriinde kullanilan hayvanlar (MABY olusturulan hayvanlarda genel durum
bozukluguna isaret eden (a) yiiz bolgesindeki renk degisiklikleri, (b) ishal.
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Resim 2. Deney prosediiriinde kullanilan hayvanlar (MABY olusturulan hayvanlarda genel durum
bozukluguna isaret eden (c) hematiiri goriilmektedir.

Resim 3. Kenevir Tohumu Yag: Intragastrik Gavaj Uygulamasi
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3.3.2. Deney Gruplan

Bu tez ¢alismasinda, bobrek dokusunda meydana gelen hasar ile buna bagli yapisal bozulma
ve iyilesme siireclerinin degerlendirilmesi amaglandigindan, deney hayvanlari farkli islem
gruplarma ayrilmistir. Agirliklar1 260-370 gram arasinda degisen, toplamda 60 Wistar Albino
cinsi sigan, Sham (kontrol) (n=10), Gliserol grubu (n= 10), gliserol uygulamasidan &nce ve
sonra on giin boyunca uzun siireli olarak yiiksek doz 6 ml/kg/giin Canabis sativa (kenevir)
tohumu yag1 uygulanan G+UCS6 grubu (n=10), gliserol uygulamasindan 6nce ve sonra on
giin boyunca uzun siireli olarak diisiik doz 3 ml/kg/giin Canabis sativa (kenevir) tohumu yag1
uygulanan G+UCS3 grubu (n=10), gliserol uygulamasindan sonra ii¢ giin boyunca kisa siireli
olarak yiiksek doz 6 ml/kg/giin Canabis sativa (kenevir) tohumu yagi uygulanan G+KCS6
grubu (n=10) ve gliserol uygulamasindan sonra {i¢ giin boyunca kisa siireli olarak diisiik doz
3 mlkg/giin Canabis sativa (kenevir) tohumu yagi uygulanan G+KCS3 grubu (n=10)
seklinde 6 deney grubuna ayrildi.

3.3.2.1. Sham grubu (n=10)

Sham kontrol grubu, deney ve tedavi gruplarinin karsilastirilmasinda temel referans noktasi
olarak kullanildi. Bu gruba dahil edilen siganlar, diger gruplarda oldugu gibi rastgele se¢ildi;
deney hayvanlar1 laboratuvarindan temin edilen si¢anlar, randomize bir sekilde gruplara
atandi ve deney oncesi saglik degerlendirmeleri sonucunda bu gruptaki hayvanlarda herhangi
bir patolojik bulguya rastlanmadi. Sham grubunun bakim ve g¢evresel kosullari, tiim gruplar
arasinda tutarlilik saglanacak sekilde diizenlendi. Hayvanlar, standart sican yemi ile ad
libitum beslendi; igme sular1 giinliik olarak taze ve katkisiz sekilde temin edildi. Barindirma
ortamu, sabit sicaklik ve nemde tutuldu; 12 saatlik 1sik-karanlik dongiisiine uygun sekilde
aydinlatildi. Stres faktorlerinin ortadan kaldirilmasi amaciyla, ayni odada baska ¢aligmalardan

hayvanlar bulundurulmadi ve deney dis1 insan temasi sinirlandirildi.

Caligmanin yedinci guninde bu gruptaki siganlar MABH olusturulmadan, eter anestezisi
altinda yalnizca serum fizyolojik 8 ml/kg her iki arka bacaga esit hacimde intramuskular
olarak uygulandi. Serum fizyolojik enjeksiyonundan sonra hayvanlara serbest diyet ve su
alim1 sagland1. Sham grubu hayvanlara farmakolojik bir miidahalede bulunulmadi Islemden

sonra 1, 24 ve 48 saat sonra oral yoldan distile su verildi. Calismanm 10. guntnde sakrifiye
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islemi ketamine 50 mg/kg ve xylazine 10 mg/kg anestezisi protokolu ile yapilarak deney

sonlandirildi.

3.3.2.2. Gliserol grubu (n=10)

Deney grubundaki siganlar, diger gruplarda oldugu gibi rastgele 0rneklem olacak sekilde
secildi; gruplandirma randomize olarak yapildi. Deney 6ncesinde, bu hayvanlarda herhangi
bir patolojik bulgu ya da anormalite tespit edilmedi. Gliserol grubundaki siganlarin barinma
kosullari, beslenmeleri, 1s1k/karanlik dongiileri ve ¢evresel diizenlemeleri diger gruplarla ayni
sekilde saglandi. Stres olusturabilecek tiim dis faktorler ortadan kaldirildi ve iglem dis1 insan
temast smirlandirilda.

Calismanm yedinci gliniinde eter anestezisi altinda deneysel MABH modelinde siganlarda
bobrek hasar1 olusturmanin standart yontemi olan %50 gliserol (salin i¢inde v/v) 8 ml/kg her
iki arka bacaga esit olacak sekilde dagitilan derin bir intramuskular enjeksiyonla uygulandi.
Sicanlar gliserol uygulamasindan 6nce 24 saat boyunca yiyecek ve sudan mahrum birakildi.
Gliserol uygulandiktan 1, 24 ve 48 saat sonra oral yoldan distile su verildi. Ilk gliserol

enjeksiyonundan sonra hayvanlara serbest diyet ve su alimi saglandi.

Deney boyunca hayvanlarin beslenmeleri ve viicut agrliklar1 izlendi. Bu gruba deney
sliresince herhangi bir tedavi edici veya koruyucu ajan uygulanmadi. Gliserol
uygulamasindan 72 saat sonra (¢alismanin 10. Gin) ise sakrifiye islemi, derin anestezi altinda

ayni1 anestezi protokolii ile gergeklestirildi.

3.3.2.3. G + KCS3 grubu (n=10)

Kisa siireli ve diisiik doz tedavi uygulanan G+ KCS3 grubundaki siganlar, diger gruplar gibi
rastgele ve kiyassiz sekilde segildi, randomize olarak gruplandirildi. Deney oncesi saglik
kontrollerinde patolojik bulguya rastlanmadi. Beslenme, barinma ve gevresel kosullar diger
gruplarla ayni tutuldu; standart yemle ad libitum beslenme ve sabit ortam kosullar1 saglandi.
Deney protokolii diger gruplarla esgiidiimlii sekilde uygulanda.

Caligmanin yedinci gununde Deneysel MABH modelinde, siganlarda bdbrek hasari
olusturmak amaciyla %50 gliserol (salin i¢inde v/v) 8 ml/kg her iki arka bacaga esit olacak
sekilde dagitilan derin bir intramuskular enjeksiyonla uygulandi. Sicanlar gliserol

uygulamasindan Once 24 saat boyunca yiyecek ve sudan mahrum birakildi. Gliserol
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uygulandiktan 1, 24 ve 48 saat sonra oral yoldan intragastrik gavajla her giin tek doz ayni
zaman diliminde 3 ml/kg/gtin kenevir tohumu yag: 3 gtin verildi. ilk gliserol enjeksiyonundan
sonra hayvanlara serbest diyet ve su alimi saglandi. Sakrifikasyon siirecine kadar sicanlarin
agirhiklari, beslenmeleri takip edildi. Gliserol uygulamasindan 72 saat sonra galigmanin
onuncu guninde kullanilan anestezi dozu diger gruplardaki gibi (75 mg/kg Ketamin ile 8

mg/kg Ksilazin) uygulanarak sakrifikasyon gergeklestirildi.

3.3.2.4. G+KCS6 grubu (n=10)

Kisa siireli ve yuksek doz tedavi uygulanan G+ KCS6 grubundaki siganlar, diger gruplar gibi
rastgele ve kiyassiz sekilde segildi, randomize olarak gruplandirildi. Deney oncesi saglik
kontrollerinde patolojik bulguya rastlanmadi. Beslenme, barinma ve gevresel kosullar diger
gruplarla ayn1 tutuldu; standart yemle ad libitum beslenme ve sabit ortam kosullar1 saglandi.
Deney protokolii diger gruplarla esgiidiimlii sekilde uygulanda.

Calismanm yedinci giiniinde deneysel MABH olusturmak amaciyla siganlarda %50 gliserol
(salin i¢inde v/v) 8 ml/kg her iki arka bacaga esit miktarda olacak sekilde derin bir
intramuskular enjeksiyonla zerk edildi. Siganlar gliserol uygulamasindan 6nce 24 saat
boyunca yiyecek ve sudan mahrum birakildi. Gliserol uygulandiktan 1, 24 ve 48 saat sonra
oral yoldan intragastrik gavajla her giin tek doz ayn1 zaman diliminde 6 ml/kg/giin kenevir
tohumu yag1 3 guin verildi. {lk gliserol enjeksiyonundan sonra hayvanlara serbest diyet ve su
alim1 saglandi. Sakrifikasyon siirecine kadar siganlarm agirliklari, beslenmeleri takip edildi.
Gliserol uygulamasidan 72 saat sonra ¢alismanin onuncu giiniinde kullanilan anestezi dozu
diger gruplardaki gibi (75 mg/kg Ketamin ile 8 mg/kg Ksilazin) uygulanarak sakrifikasyon
gerceklestirildi.

3.3.2.5. G+UCS3 grubu (n=10)

Uzun sureli ve disiik doz tedavi uygulanan G+UCS3 grubundaki siganlar, diger
gruplar gibi rastgele ve kiyassiz sekilde secildi, randomize olarak gruplandirildi. Deney
oncesi saglik kontrollerinde patolojik bulguya rastlanmadi. Beslenme, barinma ve ¢evresel
kosullar diger gruplarla ayni tutuldu; standart yemle ad libitum beslenme ve sabit ortam
kosullar1 saglandi. Deney protokolii diger gruplarla esgiidiimlii sekilde uygulandi.

Bu gruptaki siganlara, sakrifiye edilmelerinden 10 giin 6nce kenevir tohumu yagi

uygulanmaya baslandi. 10 giin siireyle hergiin ayn1 zaman diliminde 3ml/kg/giin dozunda
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kenevir tohumu yag intragastrik olarak verildi. Calisgmanin yedinci guiniinde deneysel MABH
olusturmak amaciyla siganlarda %50 gliserol (salin iginde v/v) 8 ml/kg her iki arka bacaga
esit miktarda olacak sekilde derin bir intramuskular enjeksiyonla zerk edildi. Si¢anlar gliserol
uygulamasindan O6nce 24 saat boyunca yiyecek ve sudan mahrum birakildi. Gliserol
uygulandiktan 1, 24 ve 48 saat sonra oral yoldan intragastrik gavajla her giin tek doz ayni
zaman diliminde 3ml/kg/giin kenevir tohumu yag1 3 giin daha uygulanmaya devam edildi. Ilk
gliserol enjeksiyonundan sonra hayvanlara serbest diyet ve su alimi saglandi. Sakrifikasyon
stirecine kadar siganlarin agirliklari, beslenmeleri takip edildi. Gliserol uygulamasindan 72
saat sonra Galismanin onuncu giiniinde kullanilan anestezi dozu diger gruplardaki gibi (75

mg/kg Ketamin ile 8 mg/kg Ksilazin) uygulanarak sakrifikasyon gergeklestirildi.
3.3.2.6. G+UCS6 grubu (n=10)

Uzun slreli ve yiksek doz tedavi uygulanan G+ UCS6 grubundaki si¢anlar, diger
gruplar gibi rastgele ve kiyassiz sekilde se¢ilmis, randomize olarak gruplandirildi. Deney
oncesi saglik kontrollerinde patolojik bulguya rastlanmamistir. Beslenme, barinma ve
cevresel kosullar diger gruplarla ayni tutulmus; standart yemle ad libitum beslenme ve sabit
ortam kosullar1 saglanmistir. Deney protokolii diger gruplarla esgiidiimlii sekilde
uygulanmastir.

Bu gruptaki si¢anlara, sakrifiye edilmelerinden 10 gun dénce kenevir tohumu yagi
uygulanmaya baglandi. 10 giin siireyle hergiin ayn1 zaman diliminde 6ml/kg/giin dozunda
kenevir tohumu yag intragastrik olarak verildi. Calismanin yedinci giiniinde deneysel MABH
olusturmak amaciyla siganlarda %50 gliserol (salin icinde v/v) 8 ml/kg her iki arka bacaga
esit olacak sekilde derin bir intramuskular enjeksiyonla zerk edildi. Siganlar gliserol
uygulamasindan once 24 saat boyunca yiyecek ve sudan mahrum birakildi. Gliserol
uygulandiktan 1, 24 ve 48 saat sonra oral yoldan intragastrik gavajla her giin tek doz ayni
zaman diliminde 6ml/kg/giin kenevir tohumu yag1 3 giin daha uygulanmaya devam edildi. Ik
gliserol enjeksiyonundan sonra hayvanlara serbest diyet ve su alimi saglandi. Sakrifikasyon
siirecine kadar siganlarin agirliklari, beslenmeleri takip edildi. Gliserol uygulamasindan 72
saat sonra galigmanin onuncu giiniinde kullanilan anestezi dozu diger gruplardaki gibi (75

mg/kg Ketamin ile 8 mg/kg Ksilazin) uygulanarak sakrifikasyon gergeklestirildi.
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Resim 5. c. Nefrektomi ve drneklerin (c) alinmasi sirasindaki goriiniimler

3.3.6. Biyokimyasal Analiz

3.3.6.1. Dokularin Homojenizasyonu:

Bobrek dokular1 kesilerek tartildi. Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu. 50mM pH 7.0
da + 4 °C Fosfat tamponu (PBS) ile (w/v = 1/10) sulandirilarak homojenizator ile homojenize
edildi. Hazirlanan homojenatlar 1500 rpm’de 15 dk santrifilj edildikten sonra stpernatant

kismu ayrildi. Ayrilan siipernatantlar biyokimyasal analiz i¢in kullanildi.
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Resim 6. Rat Bobreginin Porsiyonlanmasi

3.3.6.2. Serum Ure Diizeyi Olciimii

SunRed Rat Ure Elisa Kit (China) Katolog n0:201-11-1733 kullanildi. Yapilan analizlerde
kullanilan Kkitler, standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent Ol¢im teknolojisine
dayanmaktadir.

Standart sollisyonlar Kitte belirtilen prosediire gore seyreltildi. 20 mmol/L Standard No:5 120
ul original Standard+120 pl Standard diluents; 10 mmol/L. Standard No:4 120 ul Standard
No:5+120 pl Standard diluents; 5 mmol/L Standard No:3 120 pl Standard No:4+120 pl
Standard diluent; 2.5mmol/L Standard No:2 120 pul Standard No:3+120 ul Standard diluent,
1,25 mmol/L Standard No:1 120 pl Standard No:2+120 pl Standard diluent. Standart kuyular:
standart 50 pl, Streptavidin-HRP 50 pl eklendi. Standart hali hazirda kombine biyotin
antikoruna sahipti, bu nedenle antikor eklenmedi. Test kuyularina 40 pl numune eklendi ve
ardindan her iki lire antikoru eklendi (10 pliire antikoru ve Streptavidin-HRP 50 pl). Ardindan
sizdirmazlik elemanini kapatildi ve hafifce sallayarak 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Distile su
ile 30 kat seyreltilmis yikama konsantresi ile yikandi. Sivi bosaltild1 ve sallayarak kalan su
uzaklastirildi. Her birine A 50 pl kromojen soliisyonu, ardindan kromojen soliisyonu B 50 pl
eklendi, yavasca karistirildi ve 37 °C'de 1s1iktan uzakta 10 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve mavi renk hemen sariya
doniistii. Nihai 6l¢iim i¢in, 15 dakika sonra optik dansitesi 450 nm dalga boyunun altinda,
optik okuyucuda dlciilerek gerceklestirildi.
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3.3.6.3. Serum Kreatinin Diizeyi Ol¢iimii

SunRed Rat Kreatinin Elisa Kit (China) Katolog no:201-11-0308 kullanildi. Yapilan
analizlerde kullanilan kitler, standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent o6lgim
teknolojisine dayanmaktadir. Standartlar 400 umol/L’den baslayarak sirasiyla seyreltildi.
400 pmol/L Standard No:5 120 pl original Standard+120 ul Standard diluents; 200 umol/L
Standard No:4 120 pl Standard No:5+120 pl Standard diluents; 100 umol/L. Standard No:3
120 pl Standard No:4+120 pl Standard diluent; 50 umol/L Standard No:2 120 pl Standard
No:3+120 pl Standard diluent, 25 umol/L Standard No:1 120 pl Standard No:2+120 pl
Standard diluent seklinde standartlar hazirlandi. A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D,
E, F kuyucuklarma 50ul standartlar eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40pu1
numuneler konuldu. Sadece numunelerin Gzerine 10ul kreatinin antikoru eklendi. A
kuyucugu hari¢ diger tiim kuyucuklara 50ul Streptavidin HRP konuldu. Ardindan
sizdirmazlik elemanini kapatip 1 saat inkiibe edildi. Distile su ile 30 kat seyreltilmis yikama
konsantresi ile yikandi. Siv1 bosaltild1 ve sallayarak kalan su uzaklastirildi. Her birine A 50
ul kromojen soliisyonu, ardindan kromojen soliisyonu B 50 ul eklendi, yavasca karistirildi ve
37 °C'de 1s1ktan uzakta 10 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50
pl durdurma soliisyonu eklendi ve mavi renk hemen sariya doniistii. Nihai 6l¢tim i¢in, 15
dakika sonra optik dansitesi 450 nm dalga boyunun altinda, optik okuyucuda Olciilerek
gergeklestirildi.

3.3.6.4. Doku Caspase-3 Diizeyinin Ol¢iimii

SunRed Rat Kreatinin Elisa Kit (China) Katolog no: SRB-T-81638 kullanildi. Yapilan
analizlerde kullanilan kitler, standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent o6l¢im
teknolojisine dayanmaktadir. Standartlar 6,4 ng/ml’den baslayarak sirasiyla seyreltildi.

6,4ng/ml No:5 120 pl original Standard+120 pl Standard diluents; 3,2 ng/ml Standard No:4
120 pl Standard No:5+120 pl Standard diluents; 1,6 ng/ml Standard No:3 120 ul Standard
No:4+120 pl Standard diluent; 0,8 ng/ml Standard No:2 120 pl Standard No:3+120 pl
Standard diluent, 0,4 ng/ml Standard No:1 120 pl Standard No:2+120 ul Standard diluent
seklinde standartlar hazirlandi. A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina
50ul standartlar eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu.
Sadece numunelerin tzerine 10ul caspase-3 antikoru eklendi. A kuyucugu hari¢ diger tim

kuyucuklara 50ul Streptavidin HRP konuldu. Ardindan sizdirmazlik elemanini kapatip 1 saat
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inkiibe edildi. Distile su ile 30 kat seyreltilmis yikama konsantresi ile yikandi. Stvi bosaltildi
ve sallayarak kalan su uzaklastirildi. Her birine A 50 pl kromojen soliisyonu, ardindan
kromojen soliisyonu B 50 pl eklendi, yavasca karistirildi ve 37 °C'de 1giktan uzakta 10 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve
mavi renk hemen sartya doniistii. Nihai 6l¢lim i¢in, 15 dakika sonra optik dansitesi 450 nm

dalga boyunun altinda, optik okuyucuda olgiilerek gerceklestirildi.

Resim 7. Microplate Uzerinde Renk Degisimi. TBS ile HRP etkilesimi mavi rengin sartya
doniisiimiine aracilik eder. Sar1 rengin absorbansi Caspase-3 orami ile dogru orantilidir.

3.3.6.5. Doku HIF-1 Alfa Diizeyinin Olgiimii

SunRed Rat Kreatinin Elisa Kit (China) Katolog no: 201-11-1371 kullanildi. Yapilan
analizlerde kullanilan kitler, standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent &lguim
teknolojisine dayanmaktadir. Standartlar 2400 ng/ml’den baslayarak sirasiyla seyreltildi.

2400 ng/L No:5 120 ul original Standard+120 pl Standard diluents; 1200 ng/L Standard No:4
120 pl Standard No:5+120 pl Standard diluents; 600 ng/L Standard No:3 120 ul Standard
No:4+120 pl Standard diluent; 300 ng/L Standard No:2 120 pl Standard No:3+120 pl
Standard diluent, 150 ng/L Standard No:1 120 pl Standard No:2+120 pl Standard diluent
seklinde standartlar hazirlandi. A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina
50ul standartlar eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu.

Sadece numunelerin tzerine 10pl HIF1- A antikoru eklendi. A kuyucugu hari¢ diger tim
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kuyucuklara 50ul Streptavidin HRP konuldu. Ardindan sizdirmazlik elemanini kapatip 1 saat
inkiibe edildi. Distile su ile 30 kat seyreltilmis yikama konsantresi ile yikandi. Siv1 bosaltildi
ve sallayarak kalan su uzaklastirildi. Her birine A 50 pl kromojen soliisyonu, ardindan
kromojen soliisyonu B 50 pl eklendi, yavasca karistirildi ve 37 °C'de 1s1ktan uzakta 10 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve
mavi renk hemen sariya doniistii. Nihai 6lgtim igin, 15 dakika sonra optik dansitesi 450 nm

dalga boyunun altinda, optik okuyucuda olgiilerek gerceklestirildi.
3.3.6.6. Doku TNF-alfa Diizeyinin Olciilmesi

SunRed Rat TNF Alfa Elisa Kit (China) Katolog no: 201-11-0765 kullanildi. Yapilan
analizlerde kullanilan kitler, standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent o6l¢im
teknolojisine dayanmaktadir. Standartlar 640 ng/L’den baslayarak sirasiyla seyreltildi.

640 ng/L No:5 120 ul original Standard+120 pl Standard diluents; 320 ng/L Standard No:4
120 pl Standard No:5+120 pl Standard diluents; 160 ng/L Standard No:3 120 ul Standard
No:4+120 pl Standard diluent; 80 ng/L Standard No:2 120 pl Standard No:3+120 ul Standard
diluent, 40 ng/LL Standard No:1 120 pl Standard No:2+120 pl Standard diluent seklinde
standartlar hazirlandi. A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina 50ul
standartlar eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40l numuneler konuldu. Sadece
numunelerin tGzerine 10ul TNF- A antikoru eklendi. A kuyucugu harig diger tiim kuyucuklara
50ul Streptavidin HRP konuldu. Ardindan sizdirmazlik elemanini kapatip 1 saat inkiibe
edildi. Distile su ile 30 kat seyreltilmis yikama konsantresi ile yikandi. Sivi bosaltild1 ve
sallayarak kalan su uzaklastirildi. Her birine A 50 pl kromojen soliisyonu, ardindan kromojen
soliisyonu B 50 ul eklendi, yavasca karistirildi ve 37 °C'de 1siktan uzakta 10 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve mavi
renk hemen sariya doniistii. Nihai 6l¢iim i¢in, 15 dakika sonra optik dansitesi 450 nm dalga

boyunun altinda, optik okuyucuda 6lgiilerek gerceklestirildi.
3.3.6.7. Doku Interlokin-1p Diizeyinin Olgiilmesi

SunRed Rat Interlokin-1B Elisa Kit (China) Katolog no: 201-11-0765 kullanildi. Yapilan
analizlerde kullanilan kitler, standart sandvi¢ enzime bagl immiin-sorbent &lguim

teknolojisine dayanmaktadir. Standartlar 4800 pg/L’den baglayarak sirasiyla seyreltildi.
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4800 pg/L No:5 120 pl original Standard+120 ul Standard diluents; 2400 pg/L Standard No:4
120 pl Standard No:5+120 pl Standard diluents; 1200 pg/L Standard No:3 120 ul Standard
No:4+120 pl Standard diluent; 600 pg/L Standard No:2 120 pl Standard No:3+120 pl
Standard diluent, 300 pg/L Standard No:1 120 ul Standard No:2+120 pl Standard diluent
seklinde standartlar hazirlandi. A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina
50ul standartlar eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu.
Sadece numunelerin iizerine 10ul interlokin-1p antikoru eklendi. A kuyucugu haric diger tiim
kuyucuklara 50ul Streptavidin HRP konuldu. Ardindan sizdirmazlik elemanini kapatip 1 saat
inkiibe edildi. Distile su ile 30 kat seyreltilmis yikama konsantresi ile yikandi. Sivi bosaltildi
ve sallayarak kalan su uzaklastirildi. Her birine A 50 pl kromojen soliisyonu, ardindan
kromojen soliisyonu B 50 pl eklendi, yavasga karistirildi ve 37 °C'de 1s1ktan uzakta 10 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve
mavi renk hemen sariya doniistii. Nihai 6lgtim igin, 15 dakika sonra optik dansitesi 450 nm

dalga boyunun altinda, optik okuyucuda 6lgiilerek gerceklestirildi.

3.3.6.8 Doku Interlokin-6 Diizeyinin Olgiilmesi

SunRed Rat Interlokin-6 Elisa Kit (China) Katolog no: 201-11-0765 kullanildi. Yapilan
analizlerde kullanilan kitler, standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent &lgim
teknolojisine dayanmaktadir. Standartlar 4800 pg/L’den baslayarak sirasiyla seyreltildi.

320 pg/L No:5 120 pl original Standard+120 pl Standard diluents; 160 pg/L Standard No:4
120 wl Standard No:5+120 pl Standard diluents; 80 pg/L Standard No:3 120 ul Standard
No:4+120 pl Standard diluent; 40 pg/L Standard No:2 120 pul Standard No:3+120 ul Standard
diluent, 20 pg/L Standard No:1 120 pl Standard No:2+120 pl Standard diluent seklinde
standartlar hazirlandi. A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina 501
standartlar eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40pl numuneler konuldu. Sadece
numunelerin {izerine 10pl Interlokin-6 antikoru eklendi. A kuyucugu hari¢ diger tiim
kuyucuklara 50u1 Streptavidin HRP konuldu. Ardindan sizdirmazlik elemanini kapatip 1 saat
inkiibe edildi. Distile su ile 30 kat seyreltilmis yikama konsantresi ile yikandi. Siv1 bosaltildi
ve sallayarak kalan su uzaklastirildi. Her birine A 50 pl kromojen soliisyonu, ardindan
kromojen soliisyonu B 50 ul eklendi, yavasca karistirildi ve 37 °C'de 1s1ktan uzakta 10 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve
mavi renk hemen sariya doniistii. Nihai 6lgiim igin, 15 dakika sonra optik dansitesi 450 nm

dalga boyunun altinda, optik okuyucuda dl¢tilerek gergeklestirildi.
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3.3.6.9. Doku Malondialdehit Diizeyi Ol¢iimii

Oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in lipid peroksidasyonu 6nemli yer tutmaktadwr. Lipid
peroksidasyonu sirasinda malondialdehit (MDA) ve 4 hidroksinonenal (4-HNE)
olusmaktadir. Ornek dokudaki MDA, yiiksek sicaklik ve asit ortamda tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girerek, kolorimetrik olarak 532 nm dalga boyunda 6l¢tilebilen MDA-
TBA bilesigini olusturmaktadir. MDA seviyesinin kolorimetrik olarak saptama limiti 1 nmol
/ kuyucuk (well) olarak belirtilmistir. Kit ile birlikte saglanan TBA, 7,5 ml glasiyal asetik asit
ile karistirilarak ¢ozelti hazirlanip distile su eklenerek ¢ozeltinin toplam hacmi 25 ml’ye
¢ikarilmistir. 0,1 M MDA standardindan 10 pl, 407 pl distile su ile seyreltimis; ardindan bu
standarttan 20 pl alinarak 980 pl distile su ile karistirilmistir. 2 nM MDA standardindan
kalibrasyon i¢in 0, 2, 4, 6, 8, 10 pul alinarak ve her biri distile su ile 200 pl’ye tamamlanmustir.
Boylece MDA standartlar1 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 nmol olusturulmustur. 20 pl doku siipernatanti
kapakli cam tiiplere konulduktan sonra tizerine 600 pl TBA c¢ozeltisi eklenmistir. 1 saat
stiresince 95°C’de inkiibe edildikten sonra, buzlu suda sogutulmustur. Her bir cam tiipteki
icerikten 200 ul alinarak mikroplate tizerindeki kuyucuklara yerlestirilmistir. Mikroplate plak
okuyucuda 532 dalga boyunda okunmustur.

3.3.6.10. Doku Katalaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz (CAT) kiti (Catalase Activity Colorimetric /Fluorometric Assay Kit, BioVision,
K773-100) kullanilmiGtrr. Kit deneyin uygulanacagi giine kadar + 4°C de saklandi. Katalaz
bltin organizmalarda bulunan ¢ok énemli bir antioksidan enzimdir. En énemli gorevi
hiicrelerde olusan hidrojen peroksiti oksijen ve suya doniistiirmektir. Tiketilen hidrojen
peroksiti ile katalaz arasindaki dogru oranti, katalazin canli hiicrelerde hidrojen peroksiti
tiiketmesiyle baglantilidir. Sapma limiti 1 pU/well’dir. Deney sirasiyla; tim kuyucuklara (kor
ve standart hari¢) 78 pl doku siipernatant1 konulup, 12 pl 1mM hidrojen peroksit 6rnek
kuyucuklara eklendi. 30 dakika boyunca 25°C de inkiibe edildi ve 10 pl stop solusyon
eklenerek, tiim kuyucuklara 50 ul reaksiyon karigimi eklenerek 10 dakika 25°C de bekletilip

mikroplate okuyucuda 570 nm'de absorbans 6lculdd.
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3.3.6.11. Doku Glutatyon Diizeyi Ol¢iimii

Olgiim i¢in kullanilan GSH-Px Kiti (Glutathione Peroxidase Activity Colorimetric Assay Kit,
BioVision, K762-100) deney guniine kadar -20°C’ de muhafaza edildi. Plaktaki tim
kuyucuklara 50 pl doku siipernatant1 konuldu. 33 pl analiz tamponu, 3 ul 40 mM NADPH
cozeltisi (0,5 ml dH20 liyofilize NADPH ile karistirilarak elde edilir.), 2 ul GR ¢ozeltisi, 2 pl
GSH c¢0zeltisi hazirlanarak her bir test 6rnegine 40 ul reaksiyon karisimi da kuyucuklara
eklendi. Stpernatanttaki mevcut okside glutatyonu (GSSG) tiketmek igin 15 dakika inkiibe
edildi. En son olarak 10 ul H,O; eklendi. ELISA plak okuyucuda 405-415 nm dalga boyunda
okuma yapildi.

3.3.6.12. Doku Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Olciimii

Doku SOD aktivitesi 6lcimi icin kolorimetrik analiz kiti (Cat. No. #K264, BioVision)
kullanildi. Antioksidan enzimlerin en 6nemlilerinden biri olan superoksit dismutaz (SOD)
superoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ayrismasmi katalize
etmektedir. SOD analiz proseduriinde, stiperoksit anyonuyla indirgenerek suda ¢ozunir bir
formazan boyasi lireten WST-1 kullanilmaktadir. Siiperoksit anyonuyla indirgeme orani,
ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile dogru orantilidir ve SOD ile inhibe edildiginden, SOD'un
inhibisyon aktivitesi, WST-1 Uzerinden kolorimetrik yontemle belirlenebilmektedir. SOD
aktivitesi, 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanilarak kolorimetrik yontemle

belirlendi.

3.3.6. 13. Doku Miyeloperoksidaz Diizeyi Ol¢iimii

‘Bio Vision (K744-100)’ marka ‘myelopeoxidase colorimetric aktivity assay kit” deney giine
kadar -20 °C de saklanmistir. Miyeloperoksidaz (MPO) nétrofiller tarafindan sentezlenen bir
peroksidazdir. Notrofilin azurofilik graniillerinde depolanan bir lizozomal proteindir. MPO,
klorid anyonundan ve hidrojen peroksidazdan hidroklorik asit (HCIO) Uretimini katalize eder.
MPO ayrica, oksitleyici ajan olarak hidrojen peroksit kullanarak bir tirozil radikaline tirozin
oksitlemektedir. BioVision‘in MPO Test Kitinde, H202 ve Cl'den iiretilen HCIO, taurin ile
reaksiyonu neticesinde taurin kloramin olusur ki bu da sonradan TNB ile 412 nm’de
reaksiyona girip TNB probe ile rengi elimine eder. Sapma limiti 0,05 nmol/well’dir. Deney

sirastyla; 5-10 pl doku siipernati pozitif kontrol kuyucuklarma, 1-50 pl tim kuyucuklara
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aktarilip MPO tampon ile hacim 50 pl’ye tamamlanmis, her kuyucuga 50 pl kit iceriginden
elde edilen reaksiyon karisimindan konulup karistirildi, 30-120 dakika 25°C de inkube edilip
2 Wl stop soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi ve 10 dakika boyunca tekrar inkiibe edilerek 5

ul TNB ilave edilip 412 nm’de okumasi yapildi.

3.4. Histopatolojik Analiz

Bobrek dokusu 6rnekleri, %10’luk notral formalin soliisyonunda +4 °C’de 24 saat boyunca
fikse edildikten sonra, standart histolojik prosediire tabi tutuldu. Dokular, doku takip
cthazinda bir gece boyunca %10’luk formalin ile fikse edildikten sonra, sirasiyla %80, %90
ve %100 etanol serileri ile dehidrate edildi, ardindan ksilol ve parafin ile takip islemi
tamamlanda.

Doku igerisindeki su, etanol serileri araciligryla uzaklastirilarak (dehidratasyon) son asamada
stv1 parafin i¢inde bekletildi ve doku bosluklarmin parafin ile dolmasi saglandi. Takip islemi
sonras1 Ornekler etiketlenerek parafin bloklara gomildi. Parafin bloklardaki dokulardan,
Leica RM 2135 mikrotomu kullanilarak rastgele se¢ilmis 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Kesitler, hematoksilen-eosin boyama protokoliine uygun sekilde sirasiyla 4 dakika ksilol, 4’er
dakika %100, %95, %80 ve %70’lik etanol serilerinden gegirildi. Sonrasinda 4 dakika distile
su, 2 dakika hematoksilen, 1 dakika akar su, 1 dakika eozin ve tekrar 4’er dakikalik %70,
%80, %95 ve %100’liik etanol serilerinden gecerek, son asamada 4 dakika ksilol ile
tamamlandi ve entellan ile kapatildi. Goriintiileme islemi, Olympus BX51 mikroskoba monte
edilmis Olympus DP20 dijital kamera ile gerceklestirildi. Her denekten, bobregin longitudinal
orta bolgesine inildikten sonra rastgele kesitler alindi. Kesitlerden, x200 ve 400 biiyiitme ile
korteks alaninda goriintiiler elde edilerek histopatolojik parametrelere gore analiz yapildi. Isik
mikroskobunda incelemeye hazir hale getirildi. Incelenen parametrelerin her biri,
degisikliklerin hasar derecesine bagli olarak, 0 ila 3 arasinda bir 6l¢ekte derecelendirildi
(Abdel-Wahhab ve digerleri, 1999).

0 (Sifir skor): Histolojik yapisal degisikligin olmamasini,

+ (1 pozitif skor): Hafif derecede histolojik (yapisal) degisikligi

++ (2 pozitif skor): Orta derecede histolojik (yapisal) degisikligi

+++ (3 pozitif skor): Ciddi derecede histolojik (yapisal) degisikligi ifade etmektedir.
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3.5. istatistiksel Analiz

Veriler R programu ile analiz edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk Testi
ile incelendi. Ug ve iizeri gruplarda normal dagilmayan verilerin incelenmesinde Kruskal
Wallis H testi kullanild1 ve ¢oklu karsilastirmalar Dunn testi ile yapildi. Ug ve iizeri gruplara
gore normal dagilima uyan degiskenlerin karsilagtirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi
kullanild1 ve c¢oklu karsilagtirmalar Tukey Testi ile yapildi. Nicel verilerin gdsteriminde
ortalama + standart hata ve ortanca (minimum- maksimum) kullanildi. Onem diizeyi p<0,05

olarak alindu.

3.6. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij (Hettich Zentrifligen Mikro 200R, San Bio Medikal, Ingiltere)
Santrifiij (Hettich Zentrifligen Rotina 420, Almanya)
Vorteks (Labnet International Inc. Edison NJ,ABD)

Hassas terazi (SARTORIUS AG BP 610, Almanya)

Derin Dondurucu (-80) (SANYO MDF U5186S, Japonya)

Ultra saf su cihazi (SS 200 Simsek Lab. Ankara)

Mikroplate okuyucu (ELx 800, BioTek Instruments Inc, ABD)
Otomatik Plate Yikayici (Plate Washer DAS)

Inkiibasyon Cihaz1 (Microtec. Type Ak 120, Infors Ag, Isvigre)
Homojenizasyon cihazi (Ultra — Turrax T8 IKA- Werke SIGMA, Almanya)
pH metre (HANNA H1221)

Hassas Terazi (Sartarius CP 3245)

Kaynamis su banyosu (Memmert)

Otomatik pipetler (Ependorf)

Olympus BX20 Mikroskop

Etliv (Nlve, ENO55)

Mikrotom (Leica RM 2135)
Buzdolabi (Indesit)

20. Mikrosantrif(lj (Hettich)

Manyetik karistirict (IKA)

AN NER NN YN N U N N Y N U U N N N N NN
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3.7. Kullanilan Sarf Malzemeler

AN NN N N U N N

AN N N NN

NaCl (sodyum klortr) (Merck, 6400, Almanya

Glycerol (%85 Ph,Eur,BP. ISOLAB)

Kenevir Tohumu Yagi (Awe cemre, Tiirkiye)

Etanol absolute (Sigma, 32221)

Ketamine 50 mg/kg (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye)

xylazine 10 mg/kg (Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Almanya)

Fosfat tamponu (PBS)

MPO Kiti (Myeloperoxidase Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, Catalog
#K744-100, ABD)

MDA Kiti (Lipid Peroxidation Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, BioVision,
Catolog #K739-100, ABD)

GSH Kiti (GSH Asssay Kit, Cat. No. #K 762 100, BioVision, Milpitas, CA, ABD)
SOD Kiti (Stperoxide Dismutase Activity Assay Kit, BioVision, Catalog #K264 100,
ABD)

CAT Kiti (Catalase activity Colorimetric/Fluorometric Assay Kit, BioVision, Catolog
#K773-10, ABD)

Rat TNF-a ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company China lot no: 201-11-0765)
Rat IL-1Beta ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company China lot no: 2011-11-
0120)

Rat HIF 1 A ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company China lot no: 201-11-
1371)

Rat Caspase 3 ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company China lot no: SRB-T-
81638)

Rat IL-6 ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company China lot no: 201-11-0136)
Rat Creatinin Elisa Kit (SunRed Biotechnology Company China lot no: 201-11-0308)
Rat Urea Elisa Kit (SunRed Biotechnology Company China lot n0:201-11-1733)
Hematoksilen (Haematoxyclin Mayer's, Bio-optica, Catolog # 05-06002/L, italya)
Eozin (Eosin Aqueous, Bio-optica, Catolog # 05-10002/L, Italya)

Entellan (Entellan new rapid mounting medium for microscopy, Merck, Catolog #
M107961.0500)

Formaldehit (Formaldehyde Solution Min. 37% Stabilized With About 10%
Methanol, Merck, Catolog # 1.040.022.500)
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v' Ksilen (Ksilen (izomerleri Karisimi) Extra pure, Tekkim, Catolog #
TK.090270.01000)

v' Parafin (Parafin Boncuk 56-58 C, Tekkim, Catolog # TK.200661.05004)

v Sigan yemi (Bil-Yem Gida San. Ve Tic. Ltd Sti. Standart rat yemi)

3.8. Kenevir Tohumu Yag

% 99 oraninda temizlenmis kenevir tohumlarindan, organik iiretim siiregleri ve soguk
presleme yontemiyle elde edilmistir. Organik Uriin Sertifika Numaras1 TR-OT-27.0864.19.0
Awe cemre (Istanbul, Tiirkiye) Awe Laboratories Kenevir Tohumu Yagi, %18 oraninda

Omega-3 ve %55 oraninda Omega-6_icerir.
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Resim 8. Kenevir tohumu yag1 (Awecemre, Istanbul, Tiirkiye
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4. BULGULAR

4.1. Agirhik Olgiimleri

Calismamizda yem ve su kisitlamasima gidilmemis, ad libitum yem ve su verilmistir. Yeme
icmeyi engelleyici veya tesvik edici miidahalelerden kaginilmistir. Deneyin ilk gunu ve
MABH olusturulmadan 6nce ve olusturulduktan sonra 24 saat arayla 15.00-17.00 arasinda
deney hayvanlar1 laboratuvarinda gergeklestirildi. Sakrifikasyon isleminden 6nce siganlar
baygin halde iken son dl¢timler alimmistir. Elde edilen sonuglar ilk glin ve son giin 6lgiimleri

arasindaki farklar gruplar arasinda karsilastirildi.

Tablo 5. Gruplar aras1 agirlik 6l¢iim degerleri

Kontrol Gliserol G+KCS3 G+KCS6 G+UCS3 G+UCS6 p

Deney | 2978 318,1 304,4 310,3 316,6 305 0,534Y
hayvan | 24,027 +34,691 | +18,704 +27,15 +23,225 18,643

agirhgi

1.gun

Deney | 3147 3117 +/2947  +/3036  +|3126 +|3017  +|0474
hayvan +24,336 33,243 18,703 28,698 26,103 19,488

agirhigi

10.gun

X Kruskall Wallis H Testi; ¥ Tek Yonlu Varyans Analizi; @9 ayn1 harfe sahip gruplar arasinda
bir fark yoktur. Ortalama + standart sapma, Ortanca (minimum-maksimum) p<0,05 anlaml
kabul edildi.

Tablo 5 ve Sekil 15°de ki grafikte gosterildigi gibi gruplara gore ortalama deney hayvan
agirligi 1.giin degerleri arasinda istatistiksel olarak fark olmadig: tespit edildi (p=0,534).
Sham grubunda ortalama deger 297,8 gr iken, Gliserol grubunda 318,1 gr, Kisa siireli diisiik
doz tedavi (G+KCS3) grubunda 304,4 gr, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda
310,3 gr, Uzun siireli diisiik doz tedavisi (G+UCS3) grubunda 316,6 gr ve Uzun sireli ylksek
doz tedavi (G+UCS6) grubunda 305 gr olarak kaydedildi.
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Sham Gliserol G+kes3 G+kcs6 G+ucs3 G+ucsb
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W Deney hayvan agirligi 1.giin

Sekil 15. Deney hayvan agirhigi 1.gilin degerleri

Tablo 5 ve Sekil 16’da ki grafikte gosterildigi gibi gruplara gore ortalama deney hayvan
agirhgi 10.giin degerleri arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi tespit edildi (p=0,474).
Sham grubunda ortalama deger 314,7 gr iken, Gliserol grubunda 311,7 gr, Kisa siireli diisiik
doz tedavi (G+KCS3) grubunda 294,7 gr, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda
303,6, Uzun siireli diisiik doz tedavisi (G+UCS3) grubunda 312,6 gr ve Uzun sireli yiksek
doz tedavi (G+UCS6) grubunda 301,7 gr olarak kaydedildi.
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Sekil 16. Deney hayvan agirligi 10.giin degerleri
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4.2.Biyokimyasal Bulgular

Calismamizda; %50 hipertonik gliserol ile gerceklestirilen deneysel miyoglobintrik bobrek
hasar1 modelinde kenevir tohumu yagmin farkli doz ve siirelerde uygulanmasmin etkileri
histolojik, biyokimyasal ve fizyolojik olarak degerlendirildi. Biyokimyasal analiz sonuglar1
tablolar ve grafikler halinde gosterildi. Asagida sunulan tablo 6’da tiim biyokimya sonuglari

toplu halde goriilmektedir.

Tablo 6. Biyokimyasal Parametreler. Tim sonuclar ortalama (£SD) olarak sunuldu. (Sham
grubu ¢ :p<0,001; d: p<0,005; Gliserol grubu a: p<0,001; b: p<0,005; G+KCS3 grubu e:

p<0,001; G+KCS6 grubu f: p<0,001).

Sham Gliserol G+KCS3 G+KCS6 G+UCS3 G+UCS6 P
degeri
MDA | (226,253)2 | (271,05)¢ (251,74) (243,157)z (237,025) (229,335)2 <
nmol/g + 12,372 + 10,479 +11,179 + 8,462 + 12,464 + 18,173 0,001*
GSH nmol/ (20,062)a (8,293)¢ (11,365 )¢ (12,366)%* (15,902)2 (18,424 )2 <
mg + 4,367 + 1,832 +1,671 +1,279 +2,731 + 3,834 0,001*
MPO (16,261)a | (25,046) 9 (20,661) (20,8) (18,312) (17,212) b <
Ulg +5,834 + 3,459 +5321 + 4,607 + 4,453 + 4,674 0,005
CAT (50,822)® (28,96) © (40,83) (41,17) (45,734)2 (48,919)2 <
muU/ml + 12,809 + 10,033 + 13,245 + 11,124 + 11,254 + 10,377 0,001
SOD 32,992 25,855 31,317 30,406 31,121 32,112 0,054
U/mg +5,342 +4,576 +4,566 +4,227 +6,837 +5,049
HIF1 A | (744,327)% | (1500,566)¢ (1334,649)° (1148,097)2¢ (1134,642)2 (946,499)2 <
ng/L +111,943 +106,385 + 73,069 +69,39 +111,792 +153,018 0,001
Caspase-3| (1,953)2 (4,998)° (3,548)° (3,356)° (2,39)2 (2,092)%f <
ng/ml +0,325 +0,443 +0,373 +0,328 +0,206 +0,303 0,001
TNF (158,184)2 | (259,901)° (224,211)° (209,177)° (199,267)2 (171,602)2f <
Alfa + 12,887 +56,127 +15,951 +6,583 +5,983 +21,7 0,001
ng/L
IL-1B (929,039) | (1402,042) | (1214,653)%" | (1134,842)%°9 | (1081,649)%" | (1028,248)2c¢fs <
pg/L aefgh cefgh + 34,198 +21,869 +27,927 + 40,255 0,001
+52,802 +81,895
IL-6 (78,506)2 (199,19)¢ (129,153) ¢ (133,901)° (108,208)2 (97,014)%f <
pg/mi +13,423 +18,534 +10,003 +23,904 +3,457 +11,27 0,001
BUN (1,475) (3,16)° (2,019) (1,792)2 (1,843)2 (1,727)2 <
mmol/L +0,194 +0,323 40,196 +0,38 +0,168 +0,184 0,001
Kreatinin| (155,28)2 | (333,178)° (257,64)° (220,797)° (213,388)2 (192,263)% <
umol/L +20,918 +31,596 +12,049 +3,795 +7,845 +8,396 0,001

2.1.Doku Malondialdehit Diizeyi

Gruplara gore ortalama MDA nmol/g degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit

edildi (p<0,001). Sham grubunda ortalama deger (OD) 226,253 (+ 12,372) nmol/g iken,
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Gliserol grubunda (OD) 271,05 (£10,479) nmol/g, Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3)
grubunda (OD) 251,7474 (= 11,179) nmol/g; Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6)
grubunda (OD) 243,157 (+ 8,462) nmol/g, Uzun siireli diisiikk doz tedavi (G+UCS3) grubunda
OD 237,025 (* 12,464) nmol/g ve Uzun sureli yuksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda (OD)
229,335 (* 18,173) nmol/g olarak elde edildi. Gruplar aras1 Sham ile Uzun sureli yiksek ve
diisiik doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
yok iken Sham ile Gliserol, Kisa siireli yliksek ve diisiik doz tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve
G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,001). Gliserol ile Tim
tedavi gruplar1 (G+KCS3, G+KCS6 ile G+tUCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark olup Gliserol grubunda lipid peroksidasyonu MDA seviyesi anlamli olarak
artig gosterdi (p<0,001). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda; Kisa siireli yiiksek ve diisiik doz
tedavi gruplar1 ile Uzun siireli diisiik doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+KCS6 ve G+UCS3)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Kisa siireli diistik doz ile Uzun siireli
yiiksek doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
vardir (p<0,001). Kisa siireli yiiksek doz tedavi grubu ile Uzun siireli diisiik ve yliksek doz
tedavi gruplar1 (G+KCS6 ile G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktur. Uzun stireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ile G+UCS6) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Uzun siireli yliksek doz kenevir tohumu yag1
uygulamasi, diger tedavi gruplara kiyasla MDA seviyesini 6nemli 6l¢lide azalmasina neden
oldu. Ttim gruplarin bébrek dokusu MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve
grafigi (tablo 7 ve sekil 17) sunuldu.

Tablo 7. Tim gruplarin MDA diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuglari
karsilastirilmasi (nmol/g)

Sham Gliserol G+KCS3 | G+tKCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
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Sekil 17. Gruplara gére MDA diizeylerinin dagilimi

4.2.2.Doku Glutatyon Diizeyi

Gruplara gore ortalama GSH (nmol/mg) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda ortalama deger 20,062 (+ 4,367) iken, Gliserol
grubunda 8,293 (£ 1,832) , Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3) grubunda 11,365
(£1,671), Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 12,366 (+1,279), Uzun sireli
diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 15,902 (£2,731) ve Uzun siireli yiiksek doz tedavi
(G+UCS6) grubunda 18,424 (+ 3,834) olarak elde edildi. Sham ile Uzun sireli yuksek ve
diisiik doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yok iken Sham ile Gliserol, Kisa siireli yiiksek ve diisiik doz tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve
G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. Gliserol ile tiim tedavi gruplar1
arasinda (G+KCS3, G+KCS6, G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark vardir (p<<0,001). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda Kisa siireli yiiksek ve diisiik doz tedavi
gruplar1 arasinda (G+KCS3 ile G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok
iken Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplar1
(G+KCS3 ile GtUCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0,001). Kisa siireli yiiksek doz tedavi grubu ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi
gruplart G+KCS6 ile G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0,001). Uzun siireli diisiik ve yliksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ile G+UCS6) arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Sonuglar kenevir tohumu yagi uygulamasimnin
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antioksidan giicii artirdigini gosterdi. Tiim gruplarin doku glutatyon diizeylerinin gruplar arasi

karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 8 ve sekil 18) gosterildi.

Tablo 8. Tim gruplarin doku GSH diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuglar1 karsilagtirilmasi ( nmol/mg)

Sham | Gliserol | G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 |p<0,001 |p<0,00L |p>0,05 |p>0,05
Gliserol p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 | p<0,001 p>0,05 | p<0,001 | p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 | p<0,001 | p>0,05 p<0,001 | p<0,001
G+UCS3 | p>0,05 | p<0,001 |p<0,001 | p<0,001 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p>0,05
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Sekil 18. Gruplara gore glutatyon (GSH) diizeylerinin dagilimi

4.2.3.Doku CAT Diizeyi

Gruplara gore ortalama CAT (mU/ ml) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
tespit edildi (p=0,001). Sham grubunda ortalama deger 50,822 (£12,809) iken, Gliserol
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grubunda 28,96 (x 10,033) mU/ml, Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3) grubunda 40,83
(£ 13,244) mU/ml, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 41,17 (£ 11,124)
mU/ml, Uzun siireli diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 45,734 (+ 11,254) mU/ml ve Uzun
streli yuksek doz tedavi G+UCS6 grubunda 48,919 (+ 10,376) mU/ml olarak elde edildi.
Sham ile Kisa siireli diistik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz
tedavi gruplar1 (G+KCS3, G+KCS6 ile G+UCS3, G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yok iken Sham ile Gliserol arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark vardir
(p=0,001). Gliserol ile Kisa stireli tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli tedavi gruplar1 arasinda (G+UCS3 ve
G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0,001). Kisa siireli ve Uzun
stireli yiiksek ve diisiik doz tedavi gruplar1 kendi aralarinda (G+KCS3 ile G+KCS6, G+UCS3
ve G+UCS6) istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Bu sonuglar 6zellikle uzun sureli
tedavinin bobrek hasarmin katalaz {lizerine olan etkilerinin giderilmesinde 6neme sahip
oldugunu gosterdi. Tiim gruplarin doku CAT diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo

ve grafigi (tablo 9 ve sekil 19) gosterildi.

Tablo 9. Tim gruplarin CAT diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuglari

karsilastirilmasi (mU/ml) gosterildi.

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p=0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Gliserol p=0,001 p>0,05 p>0,05 p=0,001 p=0,001
G+KCS3 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+KCS6 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p=0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p=0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Sekil 19. Gruplara gore CAT aktivitesi duzeylerinin dagilimi (mU/ml)

4.2.4.Doku Miyeloperoksidaz Enzim Diizeyi

Gruplara gore ortanca MPO (U/g) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit
edildi (p< 0,005). Grafikte gosterildigi gibi, MPO aktivitesi en yiiksek sadece gliserol
uygulamasi olan Gliserol grubunda oralama deger 25,046 (+ 3,459) U/g belirlendi. Sham
grubunda ortalama deger 16,261 (£ 5,834) U/g iken, Kisa siireli diistik doz tedavi (G+KCS3)
grubunda 20,661 (£5,321) U/g, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 20,8
(£4,607) U/g, Uzun siireli diisiik doz tedavi grubunda (G+UCS3) grubunda 18,312 (+4,453)
U/g ve Uzun sureli yiksek doz tedavi grubunda (G+UCS6) grubunda 17,212 (+4,674) Ulg
olarak elde edilmistir. Sham ile tiim tedavi gruplar1 (G+KCS3, G+KCS6, G+UCS3 ve
G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Sham ile Gliserol arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p <0,005). Gliserol ile G+KCS3, G+KCS6 ve
G+UCS3 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli yiiksek
doz tedavi grubu (G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p <0,005).
Kisa stireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplari ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi
gruplart (G+KCS3 ile G+KCS6, G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktur. Sonuclar, kenevir tohumu yag1 uygulamasinin doza ve siireye bagl olarak
MPO aktivitesini azalttigint gosterdi. Tiim gruplarmm doku MPO diizeylerinin gruplar arasi

karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 10 ve sekil 20) sunuldu.
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Tablo 10. Tiim gruplarin doku MPO duzeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuglar1 karsilastirilmasi ( U/g)

Sham Gliserol | G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p <0,005 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Gliserol p <0,005 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p <0,005
G+KCS3 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+KCS6 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p <0,005 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Sekil 20. Gruplara gére MPO aktivitesi diizeylerinin dagilimi (U/Q)

4.2.5.Doku Siiperoksit Dismutaz Enzim Diizeyi

Gruplara gore ortalama SOD (U/mg) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
tespit edildi (p=0,054). Sham grubunda ortalama deger 32,992 (+ 5,342) U/mg iken, Gliserol
grubunda 25,855 (+4,576)0 U/mg, Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3) grubunda 31,317
(£ 4,566) U/mg, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 30,406 (+ 4,227) U/mg,
Uzun siireli diisiikk doz tedavi (G+UCS3) grubunda 31,121(% 6,837) U/mg ve Uzun siireli
yuksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda 32,112 (+ 5,049) U/mg olarak elde edildi. Tim
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gruplarin doku SOD diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 11 ve
sekil 21) sunuldu.

Tablo 11. Tim gruplarm doku SOD diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuglar1 karsilastirilmasi (U/mg)
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Sekil 21. Gruplara gore SOD aktivitesi diizeylerinin dagilimi

Gliserol

G+kes3

G+kecsb

mSOD (U/mg)

G+ucs3 G+ucst

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Gliserol p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+KCS3 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+KCS6 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
SOD (U/mg)
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4.26. Doku HIF 1A Diizeyi

Gruplara gore ortanca (HIF1A) ng/L degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda ortalama deger 744,327 (+ 111,943) ng/L iken,
Gliserol grubunda 1500,566 (+ 106,385) ng/L, Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3)
grubundal334,649 (= 73,069) ng/L, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda
1148,097 (= 69,39) ng/L, Uzun siireli diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 1134,642
(x111,792) ng/L ve Uzun sureli yiksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda 946,499 (+153,018)
ng/L olarak elde edildi. Sham ile Uzun siireli yiiksek doz tedavi grubu (G+UCS6) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Sham ile Gliserol ve diger tedavi gruplari
(G+KCS3, G+KCS6 ve G+UCS3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0,001). Gliserol ile Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu (G+KCS3) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile diger tedavi gruplar1 (G+KCS6, G+UCS3 ve
G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,001). Tedavi gruplar1 kendi
aralarinda kiyaslandiginda sadece Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile Uzun siireli yiiksek
doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0,001). Sonuglar, kenevir tohumu yagi uygulamasmin doza ve siireye bagli olarak HIF 1A
diizeyini arttirdigini gosterdi. Tim gruplarin doku HIF1 A diizeylerinin gruplar arasi

karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 12 ve sekil 22) gosterildi.

Tablo 12. Tim gruplarin HIF1 A aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuglar1 karsilastirilmasi (ng/L)

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
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Sekil 22. Gruplara gore (HIF1A) aktivitesi duzeylerinin dagilimi (ng/L)

4.2.7. Doku Caspase -3 Diizeyi

Gruplara gore ortanca Caspase-3 (ng/ml) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda ortanca deger 1,953 (+ 0,325) ng/ml iken, Gliserol
grubunda 4,998 (+ 0,443) ng/ml, G+KCS3 grubunda 3,548 (£ 0,373) ng/ml, G+KCS6
grubunda 3,356 (+ 0,328) ng/ml, G+UCS3 grubunda 2,39 (x 0,206) ng/ml ve G+UCS6
grubunda 2,092 (+ 0,303) ng/ml olarak elde edildi. Sham ile Uzun siireli tedavi gruplari
G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken ng/ml Sham ile
Gliserol, Kisa siireli tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark vardir (p<0,001). Gliserol ile Kisa siireli tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve
G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli tedavi
gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,001).
Tedavi gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile
Uzun siireli yiiksek doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+UCS6) istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark vardir (p<0,001). Kisa siireli yiiksek doz tedavi grubu ile Uzun siireli diisiik doz tedavi
grubu (G+KCS6 ile G+UCS3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Kisa ve
Uzun siireli yliksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS6 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark vardir (p<0,001). Uzun stireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3
ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Kenevir tohumu yagi
uygulamasmin Caspase-3 diizeyini azalttigmi gosterdi. Tim gruplarmm doku Caspase-3

diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 13 ve sekil 23) sunuldu.
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Tablo 13. Tiim gruplarin doku Caspase 3 aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post

hoc testi sonuglar1 karsilastirilmasi (ng/ml)

Sham Gliserol | G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 | p<0,001 |p<0,001 |p>0,05

Caspase-3 (ng/ml)
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L ]
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Sekil 23. Gruplara gore Caspase-3 aktivitesi diizeylerinin dagilimi (ng/ml)

4.2.8. Doku Tiimor Nekroz Faktor Alfa Diizeyi

Gruplara gore ortanca TNF-Alfa (ng/L) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
tespit edildi (p<0,001). Kontrol grubunda ortanca deger 158,184 (+ 12,887) ng/L iken,
Gliserol grubunda 259,901 (£56,127) ng/L, Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3) grubunda
224,211(%£15,951) ng/L, Kisa siireli, yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 209,177 (+
6,583) ng/L, Uzun siireli diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 199,267 (+ 5,983) ng/L ve
Uzun sireli yuksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda 171,602 (£ 21,7) ng/L olarak elde edildi.

65



Sham ile Uzun siireli tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yok iken Sham ile Gliserol, Kisa siireli tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve G+KCS6)
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptandi (p<0,001). Gliserol ile Kisa siireli diisiik
ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli diisiikk ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve
G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Tedavi gruplar
kendi aralarinda kiyaslandiginda Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile Uzun stireli yiiksek
doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,001). Kisa ve Uzun siireli yliksek doz tedavi (G+KCS6 ile G+UCS6) gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz
tedavi gruplar1 (G+UCS3 ile G+UCS6) kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi. Tiim gruplarin doku TNF a diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve

grafigi (tablo 14 ve sekil 24) sunuldu.

Tablo 14. Tim gruplarin doku TNF Alfa aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post

hoc testi sonuglar1 karsilastirilmasi (ng/ml)

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 |p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 |p>0,05 p<0,001 p>0,05 p<0,001
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 | p<0,001 |p<0,001 |p>0,05
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Sekil 24. Gruplara gore TNF-Alfa aktivitesi diizeylerinin dagilimi (ng/L)

4.2.9. Doku interlokin 1 Beta Diizeyi

Gruplara gore ortalama deger IL-1 Beta ng/L degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
oldugu tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda ortanca deger 958,247 pg/L iken, Gliserol
grubunda 1348,588 pg/L, G+ KCS6 grubunda 1138,63 pg/L, G+ UCS3 grubunda 1083,175
ng/L, G +UCS6 grubunda 1033,013 pg/L ve G+KCS3 grubunda 1189,359 pg/L olarak elde
edildi. Sham grubunda ortalama deger 929,039 (£52,802) ng/L iken, Gliserol grubunda
1402,042 (£ 81,895) ng/L, G+KCS3 grubunda 1214,653 (+34,198) pg/L, G+KCS6 grubunda
1134,842 (+ 21,869) pg/L, G+UCS3 grubunda 1081,649 (+ 27,927) pg/L ve G+UCS6
grubunda 1028,248 (+ 40,255) pg/L olarak elde edildi. Sham ile Gliserol, G+KCS3, G+KCS6,
G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001).
Gliserol ile G+KCS3, G+KCS6, G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulundu (p<0,001). G+KCS3 ile G+KCS6, G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). G+KCS6 ile G+UCS3 ve G+UCS6
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p<0,001). G+UCS3 ile G+UCS6
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Tiim gruplarin doku IL-18

diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirmali tablo ve grafigi (tablo 15 ve sekil 25) gosterildi.
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Tablo 15. Tiim gruplarm doku Interlokinl Beta aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli

post hoc testi sonuglari karsilagtirilmasi (pg/L)

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
Gliserol p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

G+KCS3 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001
G+KCS6 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 | p<0,001
G+UCS3 | p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 p<0,001
G+UCS6 | p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 |p<0,001 | p<0,001
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Sekil 25. Gruplara gore 1I-1B aktivitesi diizeylerinin dagilimi (pg/L)

4.2.10. Doku Interlokin 6 Diizeyi

Gruplara gore ortanca 1l-6 ( pg/ ml) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit
edildi (p<0,001). Sham grubunda ortalama deger 78,506 (+ 13,423) pg/ml iken, Gliserol
grubunda 199,19 ( £ 18,534) pg/ml, G+KCS3 grubunda 129,153 (£ 10,003) pg/ml, G+KCS6
grubunda 133,901 (+ 23,904) pg/ml, G+UCS3 grubunda 108,208 (+ 3,457) pg/ml ve G+UCS6
grubunda 97,014 ( + 11,27) pg/ml olarak elde edildi. Sham ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek
doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok
iken Sham ile Gliserol, G+KCS3 ve G+KCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

68



bulundu. Gliserol ile tedavi gruplar1 kiyaslandiginda Gliserol ile Kisa siireli diisiik ve yiiksek
doz tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok
iken Gliserol ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Tedavi gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile Kisa stireli yiiksek doz
ve Uzun siireli diisiik doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+tKCS6 ve G+UCS3) arasinda
istatistiksel olarak anlamli1 bir fark yok iken Kisa siireli diisiik doz ile Uzun siireli yiiksek doz
tedavi grubu (G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(p<0,001). Kisa siireli yiikksek doz ile Uzun siireli diisiik doz tedavi grubu (G+KCS6 ile
G+UCS3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Kisa siireli yiiksek doz ile
Uzun siireli yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS6 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Uzun siireli diisik ve yiiksek doz tedavi gruplari
(G+UCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Bulgular
15181nda kenevir tohumu yaginin doza ve siireye baglh IL-6 seviyelerinde bir diislise yol actig1
Kontrol grubuna en yakin degerlerin Uzun siireli yiiksek doz tedavi grubunda elde edilmesi
(G+UCS6) doza bagl etkinin arttigmi isaret etmektedir. Tim gruplarn doku IL-6

diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 16 ve sekil 26) gosterildi.

Tablo 16. Tiim gruplari doku IL- 6 aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc

testi sonuglar1 karsilastiriimas: (pg/ml)

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
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Sekil 26. Gruplara gore 1I-6 diizeylerinin dagilimi (pg/ml)

4.2.11.Serum BUN Diizeyi

Gruplara gore ortanca BUN (mmol/L) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit
edildi (p<0,001). Sham grubunda ortanca deger 1,475 (+ 0,194) mmol/L iken, Gliserol
grubunda 3,16 (£ 0,323) mmol/L, Kisa siireli diisiik doz tedavi grubunda (G+KCS3) grubunda
2,019 ((= 0,196) mmol/L, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 1,792 (£0,38)
mmol/L, Uzun siireli diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 1,843 (+ 0,168) mmol/L ve uzun
streli ylksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda 1,727 (+0,184) mmol/L olarak elde edildi.
Sham ile G+KCS6, G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok
iken Sham ile Gliserol ve Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu (G+KCS3) arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulundu. Gliserol ile Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu (G+KCS3)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Kisa siireli yiiksek doz ve
Uzun siireli diistik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS6, G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Tiim gruplarin serum BUN

dizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 17 ve sekil 27) gosterildi.
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Tablo 17. Tiim gruplarin doku BUN aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc

testi sonuglar1 karsilagtirilmasi (mmol/L)

Sham Gliserol | G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 |p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+KCS6 | p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05

BUN (mmol /L)

3,5
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Sekil 27. Gruplara gére BUN duzeylerinin dagilimi (mmol/L)

4.2.12. Serum Kreatinin Diizeyi

Gruplara gore ortanca Kreatinin (umol/L) degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu
tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda ortalama deger 155,28 (£20,918) umol/L iken,
Gliserol grubunda 333,178 (£31,596) umol/L, Kisa siireli diisiik doz (G+KCS3) grubunda
257,64 (£ 12,049 ) umol/L, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 220,797 (+
3,795) umol/L, Uzun siireli diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 213,388 (+ 7,845) umol/L
ve Uzun sureli yuksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda 192,263 (+ 8,396) umol/L olarak elde
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edildi. Sham ile Uzun siireli diisiikk ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Sham ile Gliserol, Kisa siireli diisiik ve
yiiksek doz tedavi grubu (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p<0,001). Gliserol ile Kisa siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi grubu (G+KCS3 ve
G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli diisiik
ve yiiksek doz tedavi grubu (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptandi (p<0,001). G+KCS3 ile G+KCS6 ve G+UCS3 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark yok iken Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile Uzun siireli yiiksek doz tedavi
grubu (G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
G+KCS6 ile G+UCS3 ve G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi.
G+UCS3 ile G+UCS6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Tim gruplarin
serum Kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 18 ve sekil
28) gosterildi.

Tablo 18. Tiim gruplarin doku Kreatinin aktivitesi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post

hoc testi sonuglari karsilagtirilmasi (umol/L)

Sham Gliserol G+KCS3 | G+tKCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 | p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Sekil 28. Gruplara gore Kreatin diizeylerinin dagilimi (umol/L)

4.3. Histoloji Bulgular

Hematoksilen-eosin (H&E) ile boyanmis bobrek kesitleri 151k mikroskobunda
incelendiginde, parametrelerin her biri, degisikliklerin hasar derecesine bagl olarak, 0 ila 3
arasinda bir olgekte derecelendirildi (Abdel-Wahhab ve digerleri, 1999). Tiim gruplarin
karsilagtirmali histolojik skorlar1 Tablo 19°da gosterildi.
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Tablo 19. Gruplarin histolojik skorlarmin karsilastirilmasi

Sham Gliserol G+KCS3 G+KCS6 G+UCS3 G+UCS6 P
interstisyel <
alandaki 0(0-Da | 3230 2 (2-2)c 2 (1-2)c 05(0-)a | 0,5(0-1ae | 0:0001
mononukleer
hucre
infiltrasyon
alanlan
Interstisyel <
alandaki 0(0-1)a |3@-3¢c 2(2-2)¢ 2(1-2)¢ 05(0-1)ae | 05(0-1)a | 0,0001*
konjesyon
alanlan
Nekroz 00-0)a | 3(2-3)c 2(2-3)c 1(1-2)c 1(1-2)a 1(0-1)ae |<
alanlan 0,0001%
Bowman <
boslugunun | 55 _1y5 | 32-3)c | 2@2-3)c |1(1-2) 1(1-2) 1(1-1a | 00001
genislemesi

(Sham grubu c: p<0,0001; Gliserol grubu a: p<0,0001; G+KCS3 grubu e: p<0,0001).

Bu degerlendirme sonuglarina gore, Sham grubundaki siganlardan alinan bobrek kesitlerinde
tubldl ve glomerillerin normal gérinimde izlendi skor (0) olup interstisyel alandaki
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve konjesyon alanlari, nekroz, bowman boslugunun
geniglemesi bulgular1 saptanmadi.

En yiiksek skorlarin (3) gozlendigi Gliserol grubundaki siganlarda tiim parametrelerde
bozulma en iist diizeyde saptandi. Tiibiil epitelinde ¢ok sayida nekrotik bolge ve cok sayida
tiibiilde belirgin dilatasyon gozlendi. Liimene dokiilmiis ve dejenerasyona ugramis ¢ok sayida
epitel oldugu ve interstisyel alandaki konjesyon ve hiperemi daha genis boyanmis alanlar
seklinde oldugu goriildli, ayrica graniiler yapida interstisyel alanda mononiikleer hiicre
inflitrasyon birikimleri izlendi. Glomertiller yapilarda bir miktar deformasyon ve yer yer
tiibtiler epitel hiicre ¢ekirdeklerinde belirginlesme gdézlemlendi.

Tedavi gruplar1 incelendiginde; kisa siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi (G+KCS3, G+KCS6)
gruplarinda Gliserol grubuna gore tiim parametrelerde kismen iyilesme gozlendi. Gliserol
grubuna gore daha az bdlgede nekroz ve interstisyel mononikleer hiicre infilitrasyonu

gozlenmis olup tiibiiller dilatasyonun da daha az alanda gelistigi saptandi.
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Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz kenevir tohumu yagi uygulanan (G+UCS3; G+UCS6)
gruplardaki skorlarin (0,5) sham grubuna yaklastigi glomeriillerde bir degisiklik goriilmedi.
Tiibiil epitel hiicrelerinde bir miktar dejeneratif degisiklik izlendi. Gliserol grubuna gore daha
az alanda tiibiiller dilatasyon gozlendi. Bu sonuglar, gliserol uygulamasi sonucu gerceklesen
bobrek orneklerindeki bozulmalara karsi, tedavinin doz ve siireye bagh sekilde etkili
oldugunu histolojik olarak gosterdi. Ayrica, tedavi gruplar1 kendi iginde degerlendirildiginde

uzun siireli tedavinin iyilesmeyi istatistiksel olarak artirdig1 saptand.
4.3.1. Interstisyel Alandaki Mononiikleer Hiicre Infiltrasyon Alanlan

Gruplara gore ortalama deger Interstisyel alandaki mononiikleer hiicre infiltrasyon alanlar1
degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda
ortanca deger 0 iken, Gliserol grubunda 3, G+KCS3 grubunda 2, G+KCS6 grubunda 1,5,
G+UCS3 grubunda 1 ve G+UCS6 grubunda 0,5 olarak elde edildi. Sham ile Uzun sireli
yiiksek ve diisiik doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark yok iken Sham ile Gliserol, Kisa siireli yiiksek ve diisiik doz tedavi gruplari
(G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gliserol ile Kisa stireli yiiksek ve diisiik doz tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli yiiksek ve diisiik doz
tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi
(p<0,001). Tedavi gruplar1 kendi aralarinda Kisa siireli yliksek ve diisiik doz ile Uzun stireli
diisiik doz gruplar1 (G+KCS3 ile G+KCS6 ve G+UCS3) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yok iken Kisa siireli diisiik doz ile Uzun siireli yiiksek doz (G+KCS3 ile G+UCS6)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Kisa siireli yiiksek doz ile
Uzun siireli yliksek ve diisiik doz tedavi gruplar1 arasinda (G+KCS6 ile G+UCS3 ve
G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Uzun sireli yiksek ve
diisiik doz tedavi gruplar1 arasimda (G+UCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi. Tim gruplarin interstisyel alandaki mononikleer hicre
infiltrasyon alanlar1 gruplar arasi karsilagtirmali tablo ve grafigi (tablo 20 ve sekil 29)

gosterildi.
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Tablo 20. Gruplar aras1 Interstisyel Alandaki Mononiikleer Hiicre infiltrasyon Alanlarmin

karsilstirilmast
Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6

Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05

Interstisyel alandaki mononiikleer hiicre infilitrasyon

3,5

25

1,5

0,5

Sham

Gliserol

alanlari

G+kcs3

G+kcse

X

G+ucs3

G+ucsb

Sekil 29. Gruplara gore interstisyel alandaki mononukleer hiicre infiltrasyon alanlari

degerlerinin gdsterimi
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4.3.2. Interstisyel Alandaki Konjesyon Alanlari

Gruplara gore ortanca interstisyel alandaki konjesyon alanlar1 degerleri arasinda
istatistiksel olarak fark oldugu tespit edildi (p<0,001). Sham grubunda ortanca deger 0 iken,
Gliserol grubunda 3, Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3) grubunda 2, Kisa siireli yiiksek
doz tedavi (G+KCS6) grubunda 2, Uzun siireli diisiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 0,5 ve
Uzun sureli yuksek doz tedavi grubu (G+UCS6) grubunda 0,5 olarak elde edildi. Sham ile
Uzun siireli diisiik ve yliksek doz tedavi (G+UCS3 ve G+UCS6) gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark yok iken Sham ile Gliserol, Kisa siireli yiiksek ve diisiik doz tedavi
(G+KCS3 ve G+KCS6) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,001). Gliserol ile Kisa stireli yiiksek ve diisiik doz tedavi (G+KCS3 ve G+KCS6)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli diisiik
ve yiksek doz tedavi (G+UCS3 ve G+UCS6) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptandi (p<0,001). Kisa siireli yiiksek ve diisiikk doz tedavi (G+KCS3 ile G+KCS6)
gruplar1 kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Kisa siireli diisiik doz
tedavi grubu ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi (G+KCS3 ile G+UCS3 ve G+UCS6)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Kisa siireli yiiksek
doz tedavi ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi (G+KCS6 ile G+UCS3 ve G+UCS6)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Uzun siireli diisiik ve yliksek doz
tedavi (G+UCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. TUm
gruplarin interstisyel alandaki konjesyon alanlar1 gruplar arasi karsilastirmali tablo ve grafigi
(tablo 21 ve sekil 30) gosterildi.

Tablo 21. Gruplar arast interstisyel alandaki konjesyon alanlarinim karsilastirilmasi

Sham Gliserol G+KCS3 | G+tKCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 |p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
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Interstisyel alandaki konjesyon alanlan
3,5

25

15

0,5

Sham Gliserol G+kcs3 G+kcss G+ucs3 G+ucsb

Sekil 30. Gruplara gore interstisyel alandaki konjesyon alanlar1 degerlerinin gosterimi

4.3.3. Nekroz Alanlan

Gruplara gore ortanca Nekroz alanlar1 degerleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit
edildi (p<0,001). Sham grubunda ortanca deger 0 iken, Gliserol grubunda 3, Kisa stireli diisiik
doz tedavi (G+KCS3) grubunda 2, Kisa siireli yiiksek doz tedavi (G+KCS6) grubunda 1,
Uzun stireli diisilk doz tedavi (G+UCS3) grubunda 1 ve Uzun siireli yiiksek doz tedavi
(G+UCS6) grubunda 1 olarak elde edildi. Sham ile Uzun siireli diisikk doz ve yiiksek tedavi
(G+UCS3 ve G+UCS6) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Sham
ile Gliserol, Kisa stireli diisikk ve yiiksek doz tedavi (G+KCS3 ve G+KCS6) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Gliserol ile, Kisa siireli diisiik ve
yiiksek doz tedavi (G+KCS3 ve G+KCS6) gruplar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark yok iken Gliserol ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi (G+UCS3 ve G+UCS6)
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Tedavi gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda; Kisa siireli diistik ve yiiksek doz tedavi gruplari ile Uzun stireli
diistik doz tedavi grubu (G+KCS3 ile G+KCS6 ve G+UCS3) arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark yok iken Kisa siireli diigikk doz tedavi ile Uzun siireli yliksek doz tedavi

(G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Kisa
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stireli yiiksek doz tedavi ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS6 ile

G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Uzun sireli

diistik ve yiiksek doz tedavi (G+UCS3 ile G+UCS6) gruplar1 kendi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Tim gruplarn nekroz alanlari1 gruplar arasi

karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 22 ve sekil 31) gosterildi.

Tablo 22. Gruplar arasi nekroz alanlarinin karsilastirilmasi

Sham Gliserol G+KCS3 | G+KCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
Nekroz Alanlan
3,5
3 *
25
. X ™~
1,5
1 o
0,5
0 W
Sham Gliserol G+krs3 G+kcso G+ucs3 G+ucsh

Sekil 31. Gruplara gore nekroz alanlar1 degerlerinin gosterimi
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4.3.4. Bowman Boslugunun Genislemesi

Gruplara gore ortanca Bowman boslugunun genislemesi degerleri arasinda istatistiksel
olarak fark oldugu tespit edildi (p<0,001). Kontrol grubunda ortanca deger 0 iken, Gliserol
grubunda 3, Kisa siireli diisikk doz tedavi (G+KCS3) grubunda 2, Kisa siireli yiiksek doz
tedavi (G+KCS6) grubunda 1, Uzun siireli diistiik doz tedavi (G+UCS3) grubunda 1 ve Uzun
streli yiksek doz tedavi (G+UCS6) grubunda O olarak elde edildi. Sham ile Kisa siireli
yliksek doz tedavi ile Uzun siireli diisiik ve yiliksek doz tedavi (G+KCS6, G+UCS3 ve
G+UCS6) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Sham ile Gliserol ve
Kisa siireli diisiik doz tedavi (G+KCS3) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulundu (p<0,001). Gliserol ile Kisa siireli diisiik ve yiliksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS3 ve
G+KCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok iken Gliserol ile Uzun stireli diistik
ve yuksek doz tedavi gruplar1 (G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardir (p<<0,001). Kisa siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi grubu ile Uzun siireli diisiik doz
tedavi grubu (G+KCS3 ile G+KCS6 ve G+UCS3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yok iken Kisa siireli diisiik doz tedavi grubu ile Uzun siireli yiksek doz tedavi grubu
(G+KCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p<0,001). Kisa
stireli yliksek doz tedavi ile Uzun siireli diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplar1 (G+KCS6 ile
G+UCS3 ve G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Uzun sireli
diisiik ve yiiksek doz tedavi gurplar1 (G+UCS3 ile G+UCS6) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi. Tiim gruplarin bowman boslugunun genislemesi gruplar arasi

karsilastirmali tablo ve grafigi (tablo 23 ve sekil 32) gosterildi.

Tablo 23. Gruplar aras1 bowman boslugunun genislemesinin karsilastirilmasi

Sham Gliserol G+KCS3 | G+tKCS6 | G+UCS3 | G+UCS6
Sham p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Gliserol p<0,001 p>0,05 p>0,05 p<0,001 p<0,001
G+KCS3 | p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,001
G+KCS6 | p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS3 | p>0,05 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
G+UCS6 | p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05
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Bowman boslugunun genislemesi
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25
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Sham Gliserol G+kes3 5+kcsh G+ucs3 G+ucsh

Sekil 32. Gruplara gére bowman boslugunun genislemesi degerlerinin gosterimi
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Resim 9. Kontrol (Sham) grubuna ait bobrek kesiti Mikrograf blytitmesi 200x olup, 6lgek 100
mikrometreyi gostermektedir.Normal histolojik bulgular

Resim 10. Kontrol (Sham) grubuna ait bobrek kesiti Mikrograf blytitmesi 400x olup, dlgek 50
mikrometreyi gostermektedir. Normal histolojik bulgular
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Resim 11. G+ UCS6 grubuna ait bobrek kesiti Mikrograf buyttmesi 200x olup, 6l¢ek 100
mikrometreyi gostermektedir. Ok uglar1 dejeneratif bolgeleri belirtmektedir.

Resim 12. G+UCS6 grubuna ait bobrek kesiti. Mikrograf buyltmesi 400x olup, él¢ek 50
mikrometreyi gostermektedir. Ok ugu tubuler dilatasyonu, kalin ok nekroz alanini, mavi ok
monontikleer hucre infilitrasyonunu gostermektedir.
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Resim 13. G+UCS3 grubuna ait bébrek kesiti. Mikrograf buyttmesi 200x olup, 6l¢ek 100
mikrometreyi gostermektedir. ince oklar konjesyon ve hiperemi alanlarini, ok uglar1 dejeneratif
bolgeleri, kalin oklar nekroz alanlarint géstermektedir.

Resim 14. G+UCS3 grubuna ait bobrek kesiti. Mikrograf biyttmesi 400x olup, 6lgek 50
mikrometreyi gostermektedir. ince ok epitelyal dokiilmeyi, ok uglari tiibiiler dilatasyonu, kalin ok
nekroz alanini, y1ldiz bowman boslugunun dilatasyonunu, mononiikleer hiicre infilitrasyonunu
goOstermektedir.
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Resim 15. G+KCS6 grubuna ait bébrek kesiti. Mikrograf biyttmesi 200x olup, 6lgek 100
mikrometreyi gostermektedir. ince oklar konjesyon ve hiperemi alanlarini, kalin oklar nekroz
alanlarini, yildiz bowman boslugunun dilatasyonunu gostermektedir.

Resim 16. G+KCS6 grubuna ait bobrek kesiti. Mikrograf buyltmesi 400x olup, él¢ek 50
mikrometreyi gostermektedir. Ince oklar epitelyal dokiilmeyi, ok uglar tiibiiler dilatasyonu, kalin
oklar nekroz alanlarmi, y1ldiz bowman boslugunun dilatasyonunu, mavi ok mononiikleer hiicre
infilitrasyonunu gostermektedir.
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Resim 17. G+KCS3 grubuna ait bdbrek kesiti. Mikrograf buylitmesi 200x olup, 6l¢ek 100
mikrometreyi gostermektedir. Ince oklar konjesyon ve hiperemi alanlarini, ok uglar1 dejeneratif
bolgeleri, kalin oklar nekroz alanlarin1 gostermektedir.

Resim 18. G+KCS3 grubuna ait bobrek kesiti. Mikrograf biyttmesi 400x olup, 6l¢ek 50
mikrometreyi gostermektedir. ince oklar epitelyal dokiilmeyi, ok uglart tiibiiler dilatasyonu, kalin
oklar nekroz alanlarini, mavi ok monontkleer hucre infiltrasyonunu gdstermektedir.
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Resim 19. Gliserol grubuna ait bobrek kesiti Mikrograf biytitmesi 200x olup, 6lgek 100
mikrometreyi gostermektedir. Ince oklar konjesyon ve hiperemi alanlarini, ok uglar1 dejeneratif
bolgeleri, kalin oklar nekroz alanlarint géstermektedir.

Resim 20. Gliserol grubuna ait bobrek kesiti Mikrograf biyttmesi 400x olup, 6l¢ek 50
mikrometreyi gostermektedir. Ince oklar epitelyal dokiilmeyi, ok uglar tiibiiler dilatasyonu, kalin
oklar nekroz alanlarmni, mavi ok mononiikleer hiicre infilitrasyonunu, yildiz bowman boslugunun

dilatasyonunu gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Rabdomiyoliz sonucu gelisen miyoglobinirik akut bobrek hasarimm (MABH) patogenezinde
lipid peroksidasyonuna bagl oksidatif doku hasar1 ile proinflamatuar sitokinler araciligiyla
olusan inflamatuvar yanitlar kritik rol oynamaktadir (Nara ve digerleri, 2016; Erkiling ve
digerleri, 2023). Bu nedenle, MABH ile iliskili tanisal degerlendirmelerin yani sira potansiyel
tedavi ve koruyucu ajanlarin etkililigini test etmek amaciyla ¢esitli deneysel protokoller
gelistirilmistir. Bu protokoller arasinda en yaygin ve kabul edilen yaklasim, %50 hipertonik
gliserolin viicut agirhgma gore 8 ml/kg/gin dozda her iki arka bacaga esit miktarda
intramuskdiler enjeksiyon yoluyla kas i¢ine uygulanmasiyla olusturulan modeldir (Pal Singh
ve digerleri., 2012). Bu modelde insanlarda rabdomiyolize bagli gelisen miyoglobiniirik akut
bébrek hasar1 (MABH) ile benzer biyokimyasal ve histopatolojik ¢zellikler gostermektedir
(Bellomo ve digerleri., 2004).

Gliserol, nefrotoksik etkileriyle bilinen bir ajandir; glomeriiler filtrasyonu bozarak bobrek
tiibiillerinde hasara neden olmakta, ayrica stromal ve epitel hiicrelerinde sismeye yol
acmaktadir (Ali ve digerleri, 2014). Bu etkiler, MABH patogenezini taklit eden deneysel bir
ortam saglayarak rabdomiyolizin olusturdugu bobrek hasarinin daha ayrintili sekilde

incelenmesine olanak tanimaktadir.

Deneysel Miyoglobinirik Akut Bobrek Hasar1 (MABH) modelinde kullanilmis birgok dogal
antioksidan ajan ve farmakolojik bilesik bulunmaktadir (Chander & Chopra, 2006; Chander
ve digerleri, 2003; Singh ve digerleri., 2004; Ustiindag ve digerleri, 2009; Estebhan ve
digerleri, 2015). Kenevir (Canabis sativa) ve bitkisinin farkli boliimlerinin ¢esitli hastalik
modellerinde koruyucu ve tedaviye katki saglayici etkileri rapor edilmistir (Wang ve digerleri,
2019; Pasqua ve digerleri, 2020; Yildirim ve Caliskan, 2020; Vitorovi¢ ve digerleri, 2021,
Kaur ve digerleri, 2021; Fari ve digerleri, 2023). Canabis sativa ludarilisin tohumlarindan
elde edilen kenevir tohumu yagi, besleyici, saghgi gelistirici 6zellikleri ve biyoaktivitesi ile
bilinir. Kenevir tohumu yagmm yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri %80’ni
olusturmakla birlikte insan viicudu tarafindan dogal olarak iiretilemeyen ve esansiyel yag
asitleri olarak da bilinen, linoleik asit (LA) (18:2, ®-6) ve a linolenik asit (ALA) (18:3, ®-3)
iceriginde barmdirmaktadir. y-linolenik asit (18:3, ®-6) (GLA) ve stearidonik asit (18:4, ®-3)

(SA) ise yagda bulunan diger ®-3 ve -6 yag asitleridir. Bununla birlikte kenevir tohumu yag1
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yapisinda orta ila yliksek miktarda tokoferol (E vitamini tiirevleri) ve tokotrienol (100 g yag
basma 100 ila 150 mg), kanabiodol, fitosteroller, fosfolipidler, karotenler ve mineraller de
icerir (Callaway, 2004; Karatas,2015; Goger, 2021).

Yapmis oldugumuz calismada, gliserol enjeksiyonu ile olusturulan deneysel miyoglobintirik
akut bobrek hasart (MABH) modelinde, kenevir tohumu yaginin antioksidatif, anti-
inflamatuar ve antiapoptotik 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢aligmada
elde edilen biyokimyasal ve histopatolojik veriler, kenevir tohumu yagmin MABH modelinde
hem koruyucu hem de terapotik potansiyele sahip oldugunu géstermektedir. Yapilan literatiir
taramalarinda c¢alismamiza benzer nitelikte, kenevir tohumu yaginin MABH modeli
tizerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismaya rastlanmadi. Mevcut calismada, gliserol
enjeksiyonu ile olusturdugumuz MABH modelinde ¢alisgmanin 7. giiniinde uygulanan i.m 8
ml/kg gliserol enjeksiyonundan 72 saat sonraki bobrek yetmezligi belirtegleri olan kan dre
ve kreatinin seviyeleri, dokuda oksidatif hasar belirtecleri olan MDA, MPO, antioksidan
aktivitesinin 6lcimi GSH, SOD, CAT seviyeleri, TNF Alfa, IL-1B, IL-6 proinflamatuar
sitokinler ve HIF1 Alfa, Caspase-3 parametreler iizerinde kisa siireli diisiik ve yiiksek doz
(gliserol enjeksiyonundan sonra 3 giin boyunca uygulanan 3 ml/kg/gin -6 ml/kg/gin) ile
uzun sireli disik ve yiiksek doz (10 giin boyunca uygulanan 3 ml/kg/gin-6ml/kg/gin)
uygulanan kenevir tohumu yaginin etkileri arastirildi.

Bulgularimiz, Gliserol grubunda bdbrek fonksiyon bozuklugunun énemli biyobelirtegleri
olarak kabul edilen serum (re ve kreatinin diizeylerinin yiikseldigini, oksidatif stresin
arttigini, ayn1 zamanda inflamatuvar belirte¢ler TNF alfa, IL-1B ve IL-6 seviyeleri ve HIF1-
Alfa ile apoptotik Caspase-3 seviyeleri Sham grubuna ve tedavi gruplarina kiyasla Gliserol
grubu siganlarda anlamli sekilde arttigini gézlemledik (p< 0,001). Histopatolojik bulgularda
interstisyel alandaki mononiikleer hiicre infiltrasyon alanlari, konjesyon alanlari, nekroz
alanlari, bowman boslugunun genislemesi...vb verilerin en yiiksek hasar skorlar1 Gliserol
grubunda elde edilmis olup biyokimyasal ve histopatolojik bulgular 1s181inda normal bobrek
dokusunda ABH gelistigini gostermistir.

Yapilan bir ¢aligmada gliserol enjeksiyonunu takiben hayvanlarda ilk saatte hematiri
gOzlenmis, serum kreatinin diizeylerindeki artigin ise 3. saatte daha da belirginlestigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da (Resim 2) benzer sekilde, gliserol uygulamasanin
ardindan 1. saatte bazi hayvanlarda hematiiri tespit edildi (Nara ve digerleri, 2016) Ayrica,
gliserol uygulamasmi izleyen 72 saat ve sonrasinda ileri diizeyde ABH belirteclerinde artis
gozlendigi calismalar literatiirde bulunmaktadrr (Ustiindag ve digerleri, 2008; Wu ve
digerleri, 2017; isler ve digerleri, 2022). Bununla birlikte literatiirde gliserol uygulamasindan
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24 saat sonra MABH gostergesi yuksek kan iire ve kreatinin degerlerinin bildirildigi
calismalar da bulunmaktadir (Cebi ve digerleri, 2016; Yavuz ve digerleri, 2018; Ege ve
digerleri, 2023). Calismamizda gliserol uygulamasindan 72 saat sonra sakrifiye edilen
deneklerde Gliserol grubunda belirgin sekilde yiikselen serum kreatinin ve BUN diizeylerinin,
ozellikle uzun siireli yiiksek doz uygulamasinda (G+UCS6) kontrol degerlerine yaklasmasi,
hem glomeriiler filtrasyon hizindaki kaybin geri dondiiriilebildigini hem de kenevir tohumu
yagmin nefrotoksisiteyi simirlayan ve zaman ile doza bagli olumlu etkisini ortaya koymaktadir
(Abul-Ezz ve digerleri, 1991; Bao ve digerleri, 2018; Park ve digerleri, 2017; Wang ve
digerleri, 2023). Bu bulgu, kenevir tohumunun zengin ®-3/®w-6 yag asidi profili ve
fitokannabinoid igerigi sayesinde endotelyal vazodilatasyonu ve renal kan akimini
destekledigi yoniindeki dnceki raporlarla uyumlu goériinmektedir (Farinon ve digerleri, 2020;
Majewski ve Jurgonski, 2021).

Kaur ve ark (2021) yaptigi bir ¢alismada kenevir tohumunun (Cannabis sativa) lipid
ekstresinin bobrek hasar1 iizerindeki potansiyel anti-inflamatuar ve redoks diizenleyici
etkilerini degerlendirmis ve statinlerle (Simvastatin) karsilastirmistir. Kenevir tohumu
tedavisi yalmizca lipid profilini ve hiperkolesteroleminin, morfolojik belirtilerini
tyilestirmekle kalmayip, ayn1 zamanda karaciger ve bobrek fonksiyon belirtecleri agisindan
simvastatine gore daha giivenli bulunmustur. Bizim calismamizla paralel olarak bobrek
dokularinda histolojik iyilesmeler, oksidatif stresin biyokimyasal belirteclerinde diizelme
go6zlendi.

Vitorovi¢ ve ark. (2021), kenevir tohumu yaginin Drosophila melanogaster'de oksidatif stres
belirtegleri ve yasam dongiisi tizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda diistik
dozlarda (18,7-31,2 ul/mL) yag olumlu etkiler gosterirken, yiiksek dozda (125 pl/mL)
toksisiteye yol agmustir. Bulgular, kenevir tohumu yaginin reaktif oksijen tiirlerine karsi
hiicresel koruma saglama potansiyeline isaret etmektedir. Mevcut g¢alismamizda ise,
rabdomiyoliz kaynakli oksidatif hasar1 gésteren MDA diizeyi gliserol grubunda anlamli artis
gosterdi. Kenevir tohumu yagi, farkli doz ve siirelerle uygulandi, 6zellikle uzun sireli ve
yiiksek doz uygulamada MDA diizeylerinin normale donmesiyle peroksidatif hasar1 dnleyici
etkisi desteklendi. Herhangi bir toksisite gézlenmemesi ise doz giivenligi agisindan 6nemlidir,
ancak daha fazla doz araligi ¢alisilmamis olmasi bir siirlilik olarak degerlendirildi.

Viicutta oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki denge, doku hasarmin olusumu ve
ilerlemesinde belirleyici bir faktordiir. Serbest radikaller, hem organizmanm normal
metabolik faaliyetleri sirasinda hem de ¢evresel etkilere bagli olarak siirekli meydana gelir.

Bu zararh bilesiklere kars1 koruma saglayan antioksidan savunma mekanizmasi; glutatyon
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(GSH), katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve miyeloperoksidaz (MPQO) gibi endojen
antioksidan sistemin yani sira ¢esitli vitamin ve mineralleri igerir (Becker ve digerleri, 1991,
Valko, 2007; Inal ve digerleri, 2002; Ek ve digerleri, 2008). Glutatyon, hiicreyi serbest
radikallerin neden oldugu hasardan koruyan onemli bir hiicre i¢i antioksidan ajandir. Ek
olarak, bobregin GSH metabolizmasinda 6nemli bir rolii vardir. Glutatyon (GSH), hiicre i¢i
savunma mekanizmalar1 icerisinde oksidatif strese karsi temel rol oynayan Onemli bir
bilesendir (Tiodorovi¢, Cvetkovic, 2004).

Fouad ve digerleri (2012), siganlarda olusturulan bobrek iskemi/reperfiizyon hasarma karsi
psikotropik olmayan kanabidiol (CBD) maddesinin etkilerini incelemistir. 30 dakikalik
iskemiyi takiben 24 saatlik reperflizyon uygulanmis, CBD ise islemden 1 saat 6nce ve 12 saat
sonra verilmistir. I/R grubunda serum kreatinin, bobrek MDA ve NO diizeyleri artmis, GSH
diizeyleri azalmistir. CBD tedavisi bu olumsuzluklar1 tersine c¢evirerek GSH seviyelerini
artirmis, lipid peroksidasyonunu (MDA) azaltmustir.

Bizim calismamizda da benzer sekilde, kenevir tohumu yagi uygulanan tim tedavi
gruplarinda GSH aktivitesinde anlamli artis gézlendi. Bu da kenevir tiirevlerinin antioksidan
ve nefroprotektif etkilerini desteklemektedir.

Al Laham (2018), miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 (MABH) modelinde Metilsiilfonilmetan
(MSM)'in 1yilestirici etkisini arastirmistir. %50 gliserol enjeksiyonuyla olusturulan bobrek
hasarmin ardindan uygulanan MSM (400 mg/kg/giin), kan iire ve kreatinin diizeylerinde
diisiis ve glutatyon (GSH) seviyelerinde anlamli artis saglamistir. Bu etkilerin MSM’nin
antioksidan ozelliklerinden kaynaklandigi distiniilmiistiir. Bulut ve digerleri (2022),
sicanlarda bobrek iskemi-reperflizyon (IR) hasarmna karsi beta glukan (100 mg/kg/gin, 10
gilin) uygulamasmin etkilerini incelemis, IR grubunda GSH seviyelerinde belirgin diisiis
saptanirken, IR + beta glukan grubunda GSH seviyeleri anlaml sekilde artmistir. Mevcut
calismamizda da MABH modeli 6ncesi uygulanan kenevir tohumu yagi (diisiik ve yiliksek
doz, profilaktik ve tedavi gruplarinda) ile GSH diizeyleri sham grubuna olduk¢a yakin
bulundu, 6zellikle uzun siireli uygulamalarda bu etkinin daha belirgin oldugu goézlemlendi.
Bu sonuglar, kenevir tohumu yaginin da MSM ve beta glukan gibi oksidatif stresi azaltic1 ve
hiicresel koruyucu 6zellikler tagidigini gostermektedir.

Kurkuminin gliserolle (salin i¢inde 10 ml/kg/gin viicut agirligi, %50 v/v, i.m) indiiklenen
MABH tedavi edici etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir caligmada gliserol uygulamasmnin
ardindan 3 giin boyunca kurkumin (200 mg/kg/giin, oral yolla) uygulanmis. BUN, kreatinin,
CK ve MDA diizeylerinde diistis, SOD, GSH-Px degerlerinde artis ve histopatolojik hasarda
iyilesme saglamistir (Wu ve digerleri, 2017).
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Bizim calisgmamizda kisa siireli tedavi gruplarinda Kreatininde onciil tedavi gruplarinda
(G+UCS3 ve G+UCS6) anlamli seviyede diisiik bulunurken, BUN degerlerinde onciil tedavi
gruplart (G+UCS3 ve G+UCS6) ve kisa siireli yiiksek doz (G+KCS6) tedavi grubunda
anlaml disiis gézlendi. MDA degerlerinde tiim tedavi gruplarimizda anlamli olarak diisiis
goriuldi. Antioksidan SOD degerlerinde tiim tedavi gruplarinda Gliserol grubuna gore artis
gbzlenmis olup anlamli degildi. GSH degerlerinde tiim tedavi gruplarinda anlamli artis

saptandu.

Katalaz (CAT) enzimi, esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ve reaktif oksijen turlerinin
(ROS) detoksifikasyonunda énemli bir rol oynar. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki
H202’nin hizli bir sekilde pargalanmasinda katalaz enzimi dnemli bir gorev Ustlenir (Ek ve
digerleri, 2014).

Yin ve digerleri (2019) zeytinyaginin baslica fenolik bilesigi olan Oleuropeinin si¢anlarda
gliserolle indiiklenen akut bobrek hasarina karsi koruyucu etkilerinin arastirildigi calismada
12 giin boyunca oral yoldan oleuropein 50 mg/ kg/gin verilmis olup deneyin 7. Giiniinde
(%50’1lik hipertonik gliserol 10 ml/kg) enjekte edilmistir. Gliserol ile intoksike edilmis
sicanlarda antioksidan savunma sisteminin belirteglerinden biri olan CAT seviyeleri ve gen
ekspresyonu asagi dogru diizenlenmistir. Bununla birlikte gliserol enjeksiyonundan 6nce oral
oleuropein uygulamasi, gliseol ile intoksike gruba kiyasla katalaz aktivitesi ve gen
ekspresyonundaki artig ile antioksidan etkisine kanit sunmaktadir. Bizim ¢alismamizda da
benzer olarak intoksike gliserol grubuyla onciil tedavi uyguladigimiz diisiik ve yiiksek doz
(G+UCS3, G+UCS6) tedavi gruplar1 arasinda anlamli fark saptandi. Onciil tedavi gruplarinda
katalaz aktivitesi anlamli sekilde artis gosterdi. Ustiindag ve ark (2008) C vitamininin
sicanlarda %350 gliserol (10 ml/kg,i.m.) tarafindan olusturulan miyoglobiniirik ABH
iizerindeki etkilerini arastirmay1 amacladiklar1 ¢alismada gliserol enjeksiyonundan sonra dort
giin boyunca uyguladiklar1 C vitamini (20mg/kg/giin i.p.) sonucunda CAT aktivitsinde artis
gozlemlemislerdir. Mevcut calismamizda %50 gliserol (8 ml/kg/giin, i.m.) uygulamasindan
sonra kisa siireli yiiksek ve diisiik doz tedavi gruplarinda (G+KCS3; G+KCS6) CAT
aktivitesinde anlaml1 bir artig gzlendi, profilaktik olarak uyguladigimiz diisiik ve yiiksek doz
(G+UCS3 ve G+UCS6) tedavi gruplarinda CAT aktivitesinde (p=0,001) artis saptandi.
Gliserole bagli bobrek yetmezligi genellikle MDA ve ROS seviyelerinde kayda deger bir artig
ve SOD seviyelerinde bir diisiisle iliskilidir. SOD viicuttaki siiperoksit radikal temizleyici bir

enzimdir ve organizmalarda oksidasyon ve antioksidan dengesinde nemli rol oynar.
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Wang ve digerleri (2023) Kekik tiirlerinin ana bilesenlerinden biri olan Timol’lin (kristal
monoterpen) rabdomiyoliz ile indiiklenen ABH’in da antioksidan ve anti-enflamatuar
etkilerinin incelendigi bir arastirmada siganlara gliserol enjeksiyonundan 24 saat 6nce ve 72
saat sonrasina kadar her giin (20 mg/kg/ giin veya 40 mg/kg/glin) gavaj yoluyla verilmistir.
ABH grubunda SOD degerleri olduk¢a azalmistir. Bununla birlikte diisiik ve yliksek doz timol
tedavisi ile tersine donmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise ABH (Gliserol) grubunda SOD miktar1
azalmis olmasma ragmen anlamli diizeyde degildi. Tedavi gruplarinda da anlamli bir
yukselme gozlenmedi. Tarhan (2009) antihipertansif, antioksidan etki gosterdigi bilinen
Nebivololiin (%50’lik gliserol soliisyonundan 10 ml/kg 1.m.) deneysel MABH olusturduklar:
modelde Gliserol grubunda ve tedavi grubunda SOD degerlerinde bizim ¢alismamizdaki gibi
tiim gruplarda istatistiki olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Gok (2009) %50°lik gliserol
soliisyonundan 10 ml/kg’ i.m. uygulanarak olusan rabdomiyoliz sonucu gelisen deneysel
miyoglobiniirik akut bdbrek yetmezliginde Rosiglitazonun etkilerini arastirdiklar:
calismalarinda bizim ¢aligmamizla paralel olarak gruplar aras1 SOD degerlerinde anlamli bir
degisim kaydedilmemistir.

Myeloperoksidaz (MPO), baslica nétrofillerde ve belirli  inflamatuar durumlarda
makrofajlarda eksprese edilen hemoprotein yapisinda bir enzimdir. MPO, inflamatuar
streclerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamakta; hiicresel aktivasyon sonrasi hidrojen
peroksit (H20:) {iretimini artirarak oksidatif yanit1 siddetlendirmektedir (Yin ve digerleri,
2019).

Saleh (2019) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, kenevir tohumu (Cannabis sativa) yagmnin
gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) bagisiklik yanit1 ve biiyiime performansi
iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu kapsamda baliklar dort gruba ayrilarak (Kontrol,
%0,5 K, %1 K ve %2 K), 60 giin boyunca farkli oranlarda kenevir tohumu yag: ile
beslenmistir. Caligmada biiyiime performansi, sindirim enzimi aktivitesi, oksidatif radikal
iretimi ve MPO gibi humoral immiin yanit parametreleri analiz edilmistir. Sonuglar, 30.
giinde %1 (K1) ve %2 (K2) kenevir yagi ile beslenen gruplarda MPO diizeylerinin, kontrol
ve %0,5 (KO0,5) gruplarina kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ancak
60. giin sonunda gruplar arasinda MPO diizeylerinde anlaml bir farklilik g6zlenmemistir. Bu
veriler, MPO aktivitesinin doza bagli olarak degisebilecegini ve daha yliksek dozlarmn nétrofil
ile makrofaj aktivasyonunu artirabilecegini diigiindlirmektedir.

Bizim ¢alismamizda ise yalnizca iki doz (3 ml/kg/giin ve 6 ml/kg/giin) kullanilmis olup, farkli

doz ve siirelerin degerlendirilmemesi MPO aktivitesindeki degisimlerin daha genis dlgekte
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gozlemlenmesini smirlamaktadir. Bu durum, ¢alismamizin kisithiliklarindan biri olarak

degerlendirilmektedir.

Sirinyildiz ve Cesur (2021), bobrek iskemi-reperfiizyon (IR) hasarinda omega-3 yag asidinin
farkli dozlarinin koruyucu etkilerini degerlendirmek amaciyla bobrek dokusundaki glutatyon
(GSH) diizeylerini incelemiglerdir. Caligmada, IR grubunun GSH diizeyleri, kontrol ve tedavi
gruplarma kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmustur. Benzer sekilde, bizim ¢alismamizda
da Gliserol grubunda GSH diizeyleri, sham ve tedavi gruplarina gére anlamli olarak diisiik (p
<0,001) saptandi. Aymi g¢alismada, en yiikksek miyeloperoksidaz (MPO) seviyeleri IR
grubunda tespit edilmis; sham grubunun MPO diizeyleri ise IR grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha diistik bulunmustur (p<0,005). IR+100, IR+400 ve IR+700 mg/kg
omega-3 uygulanan gruplarda MPO diizeyleri IR grubuna kiyasla anlaml diizeyde azalmistir.
Mevcut ¢aligmamizda da sham grubunun MPO diizeyleri Gliserol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha diisiik bulundu (p < 0,005). On giin boyunca yiiksek dozda (6
ml/kg) uygulanan Cannabis sativa tohumu yagi tedavi grubunda (G+UCS6), MPO
diizeylerinin Gliserol grubuna gore anlaml sekilde azaldigi (p < 0,005) gozlemlendi. Bu
sonug, kenevir tohumu yagmin MPO aktivitesini azaltarak potansiyel bir immiin modiilator

etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

50 mg/kg dozunda uygulanan quersetin, kaspaz-3 enzim duzeyleri ve aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saglamistir (Shaimaa S. El-Sayed ve digerleri, 2021).
Ote yandan, anisodaminin iskemi-reperfiizyon kaynakli bobrek hasarma karsi koruyucu
etkisi, kaspaz-3 gibi apoptozu diizenleyen faktorlerin baskilanmasi yoluyla saglanmistir (Shu
Zhang ve digerleri, 2021). Bizim ¢alismamizda da da litaretiirdeki ¢aligmalarla uyumlu olarak
kenevir tohumu yagmin kaspaz-3 degerleri en diisiikk uzun siireli kenevir tohumu yagi tedavi
gruplarinda saptandi.

Tiim bu biyokimyasal diizeydeki etkiler, histopatolojik parametrelerle de dogrulanmaktadir.
Ozellikle G+UCS6 grubunda gézlenen minimum diizeyde bowman kapsiil genislemesi,
glomeriler filtrasyon basmcmim diizenlenebildigini ve glomeriiler kapiller yapmin
korunabildigini ortaya koymaktadir (Giines, 2012; Kwiatkowska ve digerleri, 2020).
Interstisyel alandaki konjesyon ve hiicre infiltrasyonunun azaltilmas, vaskiiler gegirgenligin
azaldigmi ve inflamatuar hiicrelerin dokuya ge¢isinin kisitlandigini gostermektedir. Ayrica
nekroz alanlarinin daraltilmas: ve kaspaz-3 diizeylerinin diisiirtilmesi, programli hiicre

Oliimiiniin baskilandigini ve bu etkinin anti-apoptotik mekanizmalar araciligtyla saglandigini
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isaret etmektedir (Yalginkaya Yavuz ve digerleri, 2018; Soliman ve digerleri, 2024). Kenevir
tohumu yaginm bu etkilerinin altinda yatan mekanizmalarm baginda, zengin omega-3 ve
omega-6 yag asidi dengesi, y-linolenik asit igerigi ve fitokannabinoid bilesenlerinin yer aldig1
bilinmektedir. Bu bilesenlerin, hiicresel membran stabilizasyonu, NF-kB yolu inhibisyonu,
antioksidan enzimlerin indiiksiyonu ve serbest radikal iiretiminin azaltilmas1 gibi ¢ok yonlii
biyokimyasal etkileri oldugu bildirilmektedir (Callaway, 2004; Farinon ve digerleri, 2020;
Uzunlar ve Kahveci, 2022).

TNF-a, inflamasyon ve apoptozu tetikleyen proinflamatuar bir sitokindir ve deneysel
calismalarda biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Akbulut ve digerleri). Sisplatin kaynakl
bobrek hasarinda TNF-o diizeylerinin erken donemde arttigi gosterilmistir (Carlos ve
digerleri, 2014). Erkiling ve digerleri (2023), antioksidan 6zellikleriyle bilinen astaksantinin
(ATX) radyasyona bagli bobrek hasarina etkisini incelemisler; radyoterapi uygulanan grupta
TNF-a ve kaspaz-3 diizeylerinde artig, antioksidan belirteclerde azalma gozlemlenmistir.
ATX tedavisi uygulanan grupta ise TNF-o ve kaspaz-3 diizeyleri diiserken, TAS ve TOS
diizeylerinde artig saptanmistir. Bu bulgular, ATX’in antiinflamatuar ve antiapoptotik etkiler
gosterebilecegini diistindiirmektedir. Yapmis oldugumuz ¢alismayla uyumlu olarak TNF-a ve
kaspaz-3 dlzeyleri Gliserol grubunda anlamli artis gosterirken (p <0,001) 6zellikle kenevir
tohumu yag1 onciil tedavi gruplarimizda (G+UCS3 ve G+ UCS6) anlamli seviyede (p <0,001)

azalma gozlemlendi.

Ilhan ve digerleri. (2025), CBD'nin Wistar Albino sicanlarinda lipopolisakkarit (LPS)
kaynakli bobrek hasarmi hafifletmedeki potansiyel koruyucu etkilerini arastirdiklari bir
calismada LPS 5 mg/kg i.p. uygulanan grupta Immiin boyama olarak TNF-o ve kaspaz-3
immiin ekspresyon skorlarini yiikselttigi ve oksidatif stres belirtegleri olarak toplam oksidan
durum (TOS) ve toplam antioksidan durum (TAS), oksidatif stres indeksi (OSl), stperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerini dislrdiigii, malondialdehit
(MDA) aktivitesini yikselttigi gézlenmistir. Tedavi grubunda ise LPS + CBD (5 mg/kg i.p.)
immun boyama olarak tespit edilen TNF-o ve kaspaz-3 diizeyleri ile immiin ekspresyon
skorlarin1 diistirmiistiir. Antioksidan belirtegler olarak (TOS, TAS, OSI, SOD, GPx)
aktiviteleri artmis, malondialdehit (MDA) seviyesinde de diislis gdzlenmistir. Bu ¢alisma,
CBD'nin sepsis kaynakli bobrek hasarinda anti-apoptotik, anti-inflamtuar ve antioksidan
0zellik gostermis olup bizim ¢alismamizla uyum gostermektedir.

Perez-Meseguer ve digerleri. (2019), Juglans mollis 6ziitiiniin I/R hasarma kars1

nefroprotektif etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, 7 giin JM (300 mg/kg) uygulanan
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grupta MDA, IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerinin azaldigmi ve bu degerlerin sham grubuna
yakim oldugunu bildirmistir. Bulgular, JM'nin I/R kaynakli inflamasyon ve oksidatif stresi

azaltabilecegini gostermektedir.

CB2 reseptoriiniin inflamatuar ve apoptotik siireglerle iligkili oldugu bilinmektedir (Danis ve
digerleri, 2024). Cakir ve digerleri (2019), deneysel bobrek iskemi-reperfiizyon modelinde
CB2 agonisti JWH-133"iin {i¢ farkli dozda uygulanmasinin TNF-a, IL-1p, IL-6, NF-xB ve
kaspaz-3 diizeylerini azalttigini; glomeriiler ve tiibiiler hasar1 hafiflettigini bildirmistir. Bu
bulgular, CB2 reseptor aktivasyonunun anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkilere sahip
oldugunu gostermektedir.

IL-1pB, renal doku hasarinda glomeriil diizeyde permeabilite artisina ve tubulointerstisyel
bolgede fibrotik siirecin hizlanmasma yol agmaktadir (Rein, 2020; Petejova ve Martinek,
2014). Calismamizda Gliserol grubunda yiksek saptanan IL-1f diizeylerinin, tlim tedavi
protokollerinde anlamli sekilde azalmis olmasi, anti-fibrotik ve immin modulator etkilerin
zamanla gili¢lendigini gostermektedir. Bu durum histopatolojik bulgularda go6zlenen
interstisyel hiicre infiltrasyonu ve konjesyon skorlarmin diismesiyle de dogrudan iliskilidir.
Ayrica gliserol grubunda anlamli sekilde artan TNF-o diizeyleri, akut faz cevabimin temel
tetikleyicisi olarak rabdomiyoliz sonrasi gelisen tubulointerstisyel hasarin yayilimini
hizlandirmaktadir (Stefanovic ve digerleri, 2000; Nayak ve Jindal, 2015). TNF-a’nin artisi,
oksidatif stresi tetikleyen NADPH oksidaz aktivitesini artirmakta ve bu da serbest radikal
iiretimini yogunlastirmaktadir. Kenevir tohumu yagi uygulamasi, 6zellikle uzun siireli ve
yiksek doz protokollerinde TNF-a diizeyini baskilayarak, bu dongiiniin kirilmasma katki
saglamaktadir (Kaushal ve digerleri, 2020; Didik ve digerleri, 2024). Bu durum, TNF-a
iizerinden tetiklenen apoptoz yolagmin da inhibe edilmesini kolaylastirmaktadir. Danis ve
digerleri (2024) iskemi reperfiizyon I/R hasarinda polifenollerin flavonoid grubu olan
naringin takviyesinin bobrekteki terapdtik etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda Naringin
reperflizyonun hemen basinda, 24 saat sonra ve 48 saat sonra iki farkli doz olarak (50-100
mg/kg/gun) intraperitoneal olarak uygulanan tedavi gruplarinda I/R grubuna gore HIF1 A
seviyesinde artma, caspaze-3 ve IL-1B seviyelerinde azalma gozlenmis olup her iki dozdaki
naringin takviyesinin histolojik bozulmay1 onemli sekilde diizelttigini gostermistir. Mevcut
calismamizda ise farkli olarak HIF 1 A diizeyleri Gliserol grubuna gore diisiik olup caspaze-
3 ve IL-1p seviyelerinde bu ¢alismayla uyumlu olarak aktiviteleri azaldig1 saptandi. Bizim
calismamizda uzun siireli kenevir tohumu yag1 uygulamasiyla HIF-1a diizeyinin anlamh

dizeyde dustiigii gozlendi. Bu durum, endotelyal fonksiyonlarin iyilestigini ve peritiibiiler
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kapiller diizeyde mikroperfiizyonun normale dondiigiinii diisiindiirmektedir (Majewski ve
Jurgonski, 2021; Bao ve digerleri, 2018). Boylelikle kenevir tohumu yagi yalnizca hiicresel
yanitlar1 degil, ayn1 zamanda mikrovaskiiler hemodinamik siire¢leri de olumlu ydnde
etkilemektedir.

AlBasher ve digerleri (2020), selenyum nanopartikillerinin (SeNP) gliserol kaynakli akut
bdbrek hasarma karsi koruyucu etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, SeNP tedavisinin
TNF-a, IL-1p, IL-6, Bax ve kaspaz-3 diizeylerini anlamli sekilde azalttigini géstermistir. Bu
bulgular, SeNP’nin anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri araciligiyla ABH’ye karsi
koruma sagladigini ortaya koymustur. Mevcut ¢calismamizda da uzun streli yliksek doz tedavi
grubunda benzer sekilde sham kontrol grubuna yakin degerler elde edilmesi, kenevir tohumu

yaginin benzer koruyucu etkilere sahip olabilecegini desteklemektedir.

Literattrde rabdomiyoliz temelli iskemi-reperfiizyon modellerinde hiicresel oksidatif yikim
ile enflamatuar kaskadin i¢ ice ilerledigi bilinmektedir ve bu siire¢ kreatinin ile BUN artiginin
yan1 sira MDA yiikselmesi, GSH azalmas1 ve sitokin firtinasi ile karakterize edilmektedir
(Abul-Ezz vd., 1991; Petejova ve Martinek, 2014). Calismamizda kisa stireli protokoller bu
reaksiyonlar1 kismen azaltabilmekte, buna karsin on giinliik yiiksek doz protokolii oksidatif-
enflamatuar dongiiyii belirgin bigimde kirmaktadir. Ozellikle TNF-o ve IL-6 dizeylerinin
baskilanmasi, NF-kB {izerinden diizenlenen proinflamatuar gen ifadesinin geriledigini
disiindiirmekte, benzer baskilayici etkiler kenevir tohumu yagiin y-linolenik asit igerigi ile
iliskilendirilmektedir (Kaushal vd., 2020; Didik vd., 2024).

Yaman (2022), kenevir tohumu yagmim A549 akciger kanser hiicre hattinda hiicre
cogalmasini azalttigin1 ve apoptozu artirarak antikanserojenik etki gosterdigini ortaya
koymustur. Bu etkisini yapisinda barindirdigi kenevir tohumu yaginmn igeriginde yer alan
linoleik asit (LA), o linolenik asit (ALA) yag asitlerinin hiicresel biiyiime siire¢lerini
diizenleyebildigi, lipid peroksidasyonunu baskilayarak hiicre proliferasyonunu ve apoptoz
mekanizmalar iizerine etkileri bilinmesi, ¢esitli calismalarda kanser gelisme riskini azaltici
etkilerle iligkilendirildigi ifade edilmektedir.

Ozdamar ve ark (2010) iiziim ¢ekirdegi proanthocyanidin ekstresinin (GSPE) renal iskemi-
reperfizyon (I-R) hasarinda profilaktik etkisini arastirmak amaciyla I-R grubunun bobrek
dokusunda TNF Alfa, MDA, kan iire ve kreatinin seviyeleri anlaml yiiksek bulunmus olup
glutatyon rediiktaz (GR) ise anlamli olarak diisitk bulunmustur. Tedavi (I-R+GSPE) grubu ise
I-R hasar1 olusturulmadan once 15 giin siire ile 15 mg/kg GSPE oral gavaj yoluyla verildi.
TNF Alfa, MDA, iire ve kreatinin seviyelerinde diisiis, glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi
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1-R grubuna gore artmustir. Profilaktik GSPE tedavisi renal I-R hasarin1 énemli oranda
azalttig1 bu bulgular 1s1¢1nda bizim ¢aliymamizla uyumluluk gostererek profilaktik uygulamis
oldugumuz kenevir tohumu yagi tedavi gruplarinda en iyi sonuglar elde edildi.

Kenevir tohumu (Fructus cannabis), lignanamidler agisindan zengindir ve biyolojik tarama
testleri, potansiyel anti-inflamatuar ve antioksidatif kapasitelerini gostermistir. Wang ve
digerleri (2019) bir kenevir tohumu lignanamidi olan kannabisin F'nin lipopolisakkarit (LPS)
ile uyarilmis BV2 mikroglia hiicrelerinde inflamatuar yanit ve oksidatif strese karsi olasi
etkilerinin incelendigi calismada Kannabisin F, LPS ile uyarilmig BV2 mikroglia hiicrelerinde
konsantrasyona bagli bir sekilde interlokin 6 (IL-6) ve timor nekroz faktorl (TNF) gibi
proinflamatuar medyatorlerin Uretimini ve mRNA seviyelerini baskilamistir. Ayrica,
kannabisin F, LPS kaynakli NF-kB (ntikleer faktor kappa B) sinyal yolu aktivasyonunu bloke
etmistir. Kannabisin F'nin proinflamatuar sitokin iiretimi tizerindeki etkisini 6nemli dlgiide
inhibe ettigi ve bu da kannabisin F'nin antiinflamatuar etkilerinin SIRT1 ekspresyonun
modiilasyonuna bagli oldugunu diisiindiirmektedir.Bununla birlikte, kannabisin F, hiicresel
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini azaltmis ve Nrf2 (Niikleer faktor eritroid-2 ile
iliskili faktor 2) ve HO-1 (Hem Oksijenaz-1) ekspresyonunu desteklemistir.

HIF-1a, hipoksik kosullara yanit olarak dokularin hiicresel diizeyde adaptasyonunu saglayan
baslica transkripsiyon faktorlerinden biridir. Normal fizyolojik kosullarda HIF-1a
ekspresyonu esas olarak oksijen seviyeleri tarafindan kontrol edilirken, bazi alternatif
mekanizmalar da HIF-1o’nin asir1 aktivasyonunu tetikleyebilir (Wang ve digerleri, 2011;
2014). Mevcut ¢alismamizda HIF-1a diizeylerinin Gliserol grubunda yikselmesi, iskemi
kaynakl1 hipoksinin devam ettigini ortaya koymakta fakat uzun siireli tedavi gruplarinda HIF-
lo'nin  kontrol degerlerine yaklasmasi, mikroperflizyonun diizeldigini ve oksijen
dengesizliginin hafifledigini diisiindiirmektedir (Nayak ve Jindal, 2015; Bao ve digerleri,
2018). Benzer bigimde kaspaz-3 diizeylerinin ve histolojik nekroz skorlarmin uzun siireli
kenevir tohumu yagi tedavisiyle azalmasi, apoptotik siirecin ve hiicresel dlimin kenevir
tohumu yagi ile sinirlandigini teyit etmektedir (Ho ve Power, 2010; Yal¢inkaya ve digerleri,
2018). Histopatolojik incelemeler glomeriiler, tiibiiler ve interstisyel alanlardaki hasarin
Gliserol grubunda maksimum, uzun sireli yliksek doz kenevir tohumu yag1 tedavi grubunda
ise minimum diizeyde oldugunu ortaya koymaktadir. Interstisyel mononiikleer hiicre
infiltrasyonunun ve konjesyonun kenevir tohumu yagiyla belirgin bigcimde gerilemesi, anti-
inflamatuar etkinin dokusal diizeyde de dogrulandigin1 géstermektedir (Giines, 2012; Didik

ve digerleri, 2024). Bowman kapsiil boslugundaki genislemenin yalnizca Gliserol grubunda
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belirgin olmasi, glomeriiler filtrasyon bariyerinin kenevir tohumu yagi sayesinde
korunabildigine isaret etmektedir (Kurt ve digerleri, 2007; Kwiatkowska ve digerleri, 2020).
HIF-1a diizeylerinin kisa siireli kenevir tohumu yagi tedavi gruplarinda diismemesine karsin
uzun sureli kenevir tohumu yagi tedavi gruplarmda normale yakinlagsmasi, bobrek
mikrosirkilasyonunda anlamli bir iyilesmenin ancak daha uzun siirede saglanabildigini ortaya
koymaktadir. Bu durum, kenevir tohumunun endotelyal nitrik oksit sentazi aktive ederek
oksijen sunumunu artirdigina dair 6nceki bulgular1 desteklemektedir (Majewski ve Jurgonski,
2021). Buna kosut olarak kaspaz-3 diizeylerindeki gerileme, mitokondriyal yolagin
baskilandigini  ve apoptozun  oOnlendigini  disiindiirmektedir; {izim  ¢ekirdegi
biyoflavonoidleriyle benzer sonuglar bildiren klasik ¢alisma, anti-apoptotik etkinin oksidatif
stresin baskilanmasina paralel gelistigini ileri siirmektedir (Stefanovic ve digerleri., 2000).
Histopatolojik incelemeler kenevir tohumu yaginin glomertiler filtrasyon bariyerini, tiibiiler
epitel Dbiitlinliiglinii ve interstisyel matriks homojenitesini korumakta oldugunu
gostermektedir; Bowman boslugunda ektazi ve interstisyel konjesyon gibi erken dejeneratif
degisikliklerin uzun siireli protokolde minimal diizeyde kalmasi bu goriisii pekistirmektedir
(Giines, 2012; Yal¢inkaya ve digerleri, 2018). Ayrica nekroz skorlarmnin, literatiirde
rabdomiyolizle indiiklenen akut tiibiiler nekroz modellerinde bildirilen degerlerin altinda
seyretmesi, kenevir tohumu yaginin hematiirik pigmentlerin pro-oksidan etkisini azaltan bir
bariyer islevi gordiiginii disiindiirmektedir (Nayak ve Jindal, 2015; Kwiatkowska ve
digerleri, 2020). SOD diizeylerinin istatistiksel olarak degismemesine karsin GSH ve CAT
aktivitelerinin artmasi, kenevir tohumu yaginin esas savunmayr GSH ddngusl zerinden
yuriittiigiinii, siiperoksit radikali detoksifikasyonunun ise bazal seviyede stabil seyrettigini
gostermektedir; benzer redoks paternleri nebivolol, baikalin ve likopen ¢alismalarinda da tarif
edilmektedir (Tarhan, 2010; Uzun, 2016; Yal¢inkaya Yavuz ve digerleri, 2018; Vitorovi¢ ve
digerleri, 2021).

Kenevir tohumu yaginin uzun siireli uygulama ile etkinligini artrmasiin bir diger nedeni de
endokannabinoid sistem iizerindeki diizenleyici etkisinin zamanla daha istikrarli hale
gelmesiyle iligkili olabilecigini diigiindiirmektedir. Uzun sureli uygulamalarda gozlenen HIF-
la, IL-6 ve TNF-a gibi gostergelerdeki diisiis, kenevir tiirevlerinin CB1 ve CB2 reseptorleri
iizerinden hem inflamasyonu hem de hipoksik stres yanitin1 baskilayabildigini
desteklemektedir (Didik ve ark., 2024; Rein, 2020). Bu etkinin ayrica, bobreklerde vaskiiler
homeostazi koruyarak peritiibiiler kapiller akimi1 desteklemesi yoluyla GFR {izerinde olumlu
etki yarattiginida ongormekteyiz. Glomeriiler filtrasyon oranmin indirekt gostergeleri olan

kreatinin ve BUN diizeylerinin uzun siireli tedavi gruplarinda kontrol grubuna yakin ¢ikmasi,
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bu etkinin somut bir yansimasi olarak degerlendirilmektedir (Abul-Ezz ve digerleri, 1991; Ho
ve Power, 2010). Histopatolojik bulgular ise biyokimyasal verilerle Ortiisen sekilde,
inflamatuar hticre infiltrasyonu, konjesyon, tubller nekroz ve bowman kapsiilii genislemesi
gibi histolojik hasar gostergelerinde kenevir tohumu yagmin uzun siireli yiiksek doz
uygulamasinda belirgin azalma sagladigini gostermektedir. Bu durum, hem hiicreler arasi
inflamatuar sinyalizasyonun azaldigint hem de dokusal diizeydeki redoks dengesinin yeniden
kuruldugunu ifade etmektedir (Kwiatkowska ve digerleri, 2020; Yalgmkaya Yavuz ve
digerleri, 2018). Ayrica, glomerll ve tubul epitel biitiinligiiniin korunmus olmasi, akut
tubiiler nekroz siirecinin geri dondiiriilebilir asamada sinirlanmasma olanak tanimaktadir.
Histolojik degerlendirmelerde, gliserol grubunun yaygin tiibiiler dejenerasyon ve interstisyel
konjesyon ile belirgin hasar izleri tasimasina karsilik, G+UCS6 grubunda bu bulgularin sinirli
olmasi, tedavi etkinliginin agik bir géstergesidir (Stefanovic ve digerleri, 2000; Giines, 2012).
Tiim bu bulgular kenevir tohumu yaginin gliserolle indiklenen deneysel akut bobrek hasari
modelinde ¢ok diizeyli bir etki gosterdigini kanitlamaktadir. Bu etki, bir yandan oksidatif
stresin azaltilmas1 (MDA, GSH, CAT), diger yandan inflamatuar siirecin baskilanmasi (IL-
1B, IL-6, TNF-a, MPO) ve son olarak da apoptotik hiicre 6limiiniin sinirlanmasi (kaspaz-3)
seklinde ger¢eklesmektedir (Farinon ve digerleri, 2020; Soliman ve digerleri, 2024).
Yapilan ¢alismalarda CB1 ve CB2 reseptorleri lizerinden bagisiklik ve sinir sistemine yonelik
etkiler ile renal endotelyal fonksiyonlarin diizenlenmesi, bu sonuglar1 destekleyici nitelik
tasimaktadir (Didik ve digerleri, 2024; Rein, 2020). Bu baglamda degerlendirildiginde,
mevcut calismamizda kenevir tohumu yagi tedavi gruplarimizda glutatyon (GSH)
diizeylerindeki artis ile malondialdehit (MDA) diizeylerindeki diisiis, lipid
peroksidasyonunun engellenmesine ve hiicre membranlarinin oksidatif yikima karsi
korunmasina isaret etmektedir (Abul-Ezz ve digerleri, 1991; Ustundag ve digerleri, 2008).
Antioksidan enzim olan katalaz (CAT) uzerinden belirgin koruyucu etki ortaya koymaktadir.
Bu durum, kenevir tohumu yaginda yer alan tokoferoller, fenolik bilesikler ve 6zellikle y-
linolenik asidin redoks homeostazi destekleyici etkileriyle agiklanabilmektedir (Callaway,
2004; Farinon ve digerleri, 2020). Ayrica, CAT diizeylerinin sham kontrol grubu ile fark
gostermemesi, tedavi uygulamasmin doku diizeyinde fizyolojik bir dengeye katk1 sagladigini
ortaya koymaktadir. Kaspaz-3 diizeylerindeki diisiis de bu sonucu desteklemektedir. Kaspaz-
3, hiicresel apoptozun son asamalarinda gorev alan anahtar bir yurutict enzimdir ve
calismamizda Gliserol grubunda belirgin sekilde artis gostermektedir. Uzun siireli yiiksek doz
kenevir tohumu yag1 uygulamalarinda bu degerin istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiigi

saptandi. Bu bulgu, mitokondri kaynakli apoptotik siirecin geriletildigini ve bdbrek
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dokusunun hiicre diizeyinde korundugunu gostermektedir (Stefanovic ve digerleri, 2000;
Rein, 2020). Bu anti-apoptotik etkinin, kanabinoid sistemle iligkili reseptorler {izerinden
gerceklestigi, CB2 reseptoriiniin 6zellikle bagisiklik sistemi hiicreleri lizerindeki etkileriyle
bu mekanizmanin modiilasyonunda dnemli rol oynadigi literatiirde vurgulanmaktadir (Didik
ve digerleri, 2024; Park ve digerleri, 2017).

HIF-1a diizeylerinin Gliserol grubunda ylksek seyretmesi, bobrek dokusunda hipoksik bir
mikrogevrenin olustugunu isaret etmektedir. Ancak mevcut ¢calismada uzun siireli kenevir
tohumu yagi1 uygulamasiyla HIF-1a diizeyinin anlamli diizeyde azaldig1 gézlemlendi. Bu
durum, endotelyal fonksiyonlarin iyilestigini ve peritiibiiler kapiller diizeyde
mikroperflizyonun normale dondiiglinii diisiindiirmektedir (Majewski ve Jurgonski, 2021;
Bao ve digerleri, 2018). Boylelikle kenevir tohumu yag1 yalnizca hiicresel yanitlar1 degil, aym
zamanda mikrovaskuler hemodinamik suregleri de olumlu yonde etkilemektedir.

Klinik uygulamalar a¢isindan degerlendirildiginde bu sonuclar kenevir tohumu yaginin
rabdomiyoliz gibi iskemik ve oksidatif temelli akut bobrek hasarli olgularda tamamlayici bir
fitoterapotik ajan olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir. Mevcut literatiirde yer alan
vitamin C, nebivolol, baikalin ve likopen gibi bilesenlerle benzer veya daha iistiin etki profili
gosteren kenevir tohumu yagi, esansiyel yag asitleri, polifenoller ve fitokannabinoidler
aracilifiyla etkisini genis bir biyokimyasal ve hiicresel yelpazede gostermektedir (Callaway,
2004; Kaushal ve digerleri, 2020; Uzunlar ve Kahveci, 2022). Bununla birlikte, ¢alismanin
smirliliklar1 arasinda rat modeline 6zgli biyolojik farkliliklar, sadece erkek deneklerle
calismanin ylriitiilmiis olmasi ve izlem siiresinin sinirl kalmasi gibi faktorler yer almaktadir.
Bu nedenle, elde edilen sonuglarin genellenebilmesi agisindan ¢ok merkezli, uzun dénemli,
cinsiyet degiskenini de kapsayan ileri deneysel ve klinik arastirmalarin planlanmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte bu calismada elde edilen bulgular, yalnizca biyokimyasal
parametrelerin degil, ayn1 zamanda histopatolojik yapilarm da kenevir tohumu yagi ile
anlamli diizeyde korundugunu goéstermektedir. Ozellikle gliserol grubunda gozlemlenen
belirgin bowman kapsiilii genislemesi, interstisyel konjesyon, hiicre infiltrasyonu ve nekrotik
odaklarin, uzun siireli yiiksek doz kenevir tohumu yagi uygulamasinda anlamli sekilde
geriledigi tespit edildi. Bu durum, kenevirin bobrek dokusu uzerindeki hiicre koruyucu
etkisinin siire ve doz bagimli olarak arttiZini1 ortaya koymaktadir (Giines, 2012; Stefanovic ve
digerleri, 2000; Yin ve digerleri, 2019). Ayn1 zamanda glomeriiler yapmm korunmasi ve
bowman boslugunun  genislememesi, filtrasyon islevinin  anatomik diizeyde

desteklenebildigini diisiindiirmektedir (Kwiatkowska ve digerleri, 2020).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz simdiye kadar literatirde MABH modelinde kenevir tohumu yaginin etkilerinin
arastirildigi ilk ¢alisma niteligindedir.

Tim bu bulgularm 1s1¢inda, rabdomiyoliz kaynakli miyoglobiniirik akut bobrek hasari
(MABH) modelinde uygulanan kenevir tohumu yagmin hem biyokimyasal hem de
histopatolojik diizeyde anlamli iyilesmeler sagladigi goriildii. Gliserol ile indiklenen akut
bobrek hasarinda ylikselen kreatinin, BUN, MDA, TNF-a, IL-1p, IL-6, HIF-1a ve Kaspaz-3
diizeyleri; kenevir tohumu yagi tedavisi ile anlaml 6lgiide geriledi; GSH ve CAT gibi
antioksidan parametrelerde ise artis gozlendi. Ozellikle uzun sireli ve yiiksek doz
kullaniminda, histopatolojik incelemelerde, tiibller dejenerasyon, interstisyel konjesyon,
bowman kapsiil genislemesi ve nekroz skorlar1 bakimindan en diisiik degerler, uzun stireli
yuksek doz tedavi grubunda (G+UCS6) saptandi. Elde edilen veriler, kenevir tohumu yaginin
hem antioksidan hem de antiinflamatuar etkileri sayesinde rabdomiyolize bagl akut bobrek
hasarma kars1 anlamli bir nefroprotektif potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu
etkinin slirece ve doza bagimli olarak arttigi diistiniildii. Calismamizda kenevir tohumu
yaginin yalnizca destekleyici bir antioksidan ajan olmanin otesine gegerek inflamasyonu
baskilayan, apoptoz siirecini diizenleyen ve histopatolojik biitiinliigii koruyan ¢ok boyutlu bir
fitoterapotik ajan olarak dikkat ¢ekmektedir. Sonug itibariyla, kenevir tohumu yagi
uygulamasi, deneysel miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 modelinde oksidatif stresin
azaltilmasi, proinflamatuar sitokinlerin baskilanmasi, glomeriiler ve tubuler yapilarn
korunmasi, apoptotik siireclerin sinirlanmasi ve hipoksik sinyal yollariin regiilasyonu gibi
cok katmanl etkiler ortaya koymaktadir. Bu etkiler dogrultusunda kenevir tohumu yaginm,
akut bobrek hasar1 basta olmak iizere bir¢ok inflamatuvar ve oksidatif temelli bobrek
patolojisinde farmakolojik bir ajan olarak degerlendirilmesi Onerilmektedir. Zeytinyagi,
susam yagi1, sarimsak yagi ve ¢orek otu tohumu yagi gibi bitkisel yaglarin; sirasiyla tirozol ve
oleuropein, sesamin, alicin ve timokinon gibi etken maddeler tizerinden farmakolojik etkiler
gosterdigi, literatiirde siklikla belirtilmistir. Kenevir tohumu yagina iliskin literatiirdeki
caligmalarin artmasiyla birlikte, gelecekte yapilacak farmakokimyasal ileri analizler
sayesinde, bu yagmn caligmamizda ortaya konan potansiyel etkilerinin hangi kimyasal
bilesenlerden kaynaklandig1 da daha net bir sekilde anlasilabilecektir. Ayrica, benzer bir

literatiir bilgisinin heniiz bulunmamas: nedeniyle belirlemekte giicliik ¢ektigimiz doz
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araliklar1 ve olasi toksikasyon dinamiklerinin de ileride yapilacak benzeri aragtirmalarla
aydinlatilmas1t miimkiin olacaktir. Kenevir tohumu yagmin klinik kullanimi i¢in insan
caligmalarina dayali daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Alternatif nefroprotektif
ajanlarla karsilastirmali ¢aligmalar yapilarak, bu yagm konvansiyonel tedavilerle birlikte
kullanim potansiyeli aragtirilmalidir. Bobrek fonksiyonlari tizerindeki uzun vadeli etkilerin

anlagilabilmesi i¢in kapsamli ve uzun donemli ¢aligmalar yiiriitiilmesi faydali olacaktir.
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