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Humik Asit TNF-a Ifadesini Diizenleyerek Lipopolisakkarit-uyarimh Akut Bébrek
Hasarin1 Hafifletir

Humic Acid Alleviates Lipopolysaccharide-Induced Acute Kidney Injury by Regulating TNF-a Expression

Ihsan KARABOGA!, Hamza Malik OKUYAN?, Serdar DOGAN®, Seyda Oznur AYCICEK*, Mehmet
DOGANS®, Hafize Kilingkaya DOGAN®

(074

Sepsis-uyarimli akut bobrek hasari (ABH) saglik
alanindaki gelismelere ragmen yiiksek mortalite
oranina sahip Klinik bir tablodur. Bu ¢alismada Humik
asit (HA)’nin Lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen
sican ABH modelinde potansiyel koruyucu etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. Calismada toplam 24 adet
eriskin erkek Wistar albino si¢an kullanildi. Siganlar
rastgele olarak {i¢ gruba ayrildi: (1) Kontrol grubu, (2)
LPS grubu ve (3) LPS+HA grubu. LPS grubuna 5
mg/kg dozunda LPS uygulanirken, LPS+HA grubuna
LPS enjeksiyonundan dnceki ii¢ giin boyunca 50 mg/kg
dozunda HA tedavisi uygulandi. Bébrek dokularindaki
histopatolojik  degisiklikler =~ Hematoksilen-E0zin
boyama yontemi ile degerlendirildi. Ayrica, timor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ekspresyon diizeyleri
immiinohistokimyasal analizlerle incelendi.
Malondialdehit, total antioksidan kapasite, total
oksidan kapasite, siiperoksit dismutaz, Glutatyon
peroksidaz gibi oksidatif stres belirtegleri analiz edildi.
Kan iire azotu, kreatinin, laktat dehidrogenaz, total
protein, albumin ve iirik asit gibi parametreler serum
numunelerinde analiz edildi. Bulgularimiz, si¢an sepsis
modelinde uygulanan HA tedavisinin renal tiibiiler
hasar1  azaltigimi  ve  TNF-o  ekspresyonunu
diistirdigiini gostermektedir (p<0.0001). Sonug olarak,
HA, LPS-uyarimli ABH modelinde inflamasyonu
diizenleyerek renal fonksiyonlari iyilestirebilir.

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit, Akut Bobrek
Hasar1, Humik asit

ABSTRACT

Sepsis-induced acute kidney injury (AKI) is a
clinical condition with a high mortality rate despite
advances in health. This study aimed to investigate the
potential protective effect of Humic acid (HA) in the
Lipopolysaccharide (LPS)-induced rat AKI model. A
total of 24 adult male Wistar albino rats were used in
the study. The rats were randomly divided into three
groups: (1) Control group, (2) LPS group and (3)
LPS+HA group. LPS was administered at a dose of 5
mg/kg to the LPS group, while HA was administered at
a dose of 50 mg/kg for three days before LPS injection
to the LPS+HA group. Histopathological changes in the
renal tissues were evaluated by hematoxylin-eosin
staining method. In addition, tumor necrosis factor-
alpha (TNF-a) expression levels were examined by
immunohistochemical analyses. Malondialdehyde
total antioxidant capacity, total oxidant capacity,
superoxide dismutase, glutathione peroxidase as
oxidative stress markers were analyzed. Parameters
such as blood urea nitrogen, creatinine, lactate
dehydrogenase, total protein , albumin and uric acid
were analyzed in serum samples. Our findings show
that HA treatment reduces renal tubular damage and
decreases TNF-a expression rat sepsis model
(p<0.0001). In conclusion, HA may improve renal
functions by regulating inflammation in LPS-induced
AKI model.

Keywords: Lipopolysaccharide, Acute Kidney Injury,
Humic Acid
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Coklu organ yetmezligine yol acabilen ve
yiiksek mortalite oranma sahip sepsis, asir
inflamatuvar yanitla karakterize klinik bir
durumdur.}? Sepsis hastalarinm en az iicte
birinde tespit edilen sepsis iliskili akut bobrek
hasar1  (ABH), tiibiller patofizyolojik
degisiklilere yol acarak bobrek
fonksiyonlarinda hizli bir azalmaya neden
olur.® ABH, artmis serum kreatinin seviyesi,
azalmig idrar ¢ikisi, elektrolit dengesizligi ve
asit-baz bozuklugu gibi klinik semptomlarin
goriildiigii bir sendromu ifade eder.? Sepsis ile
iligkili ABH bagka organ ve sistemleri de
etkileyebilir®>  Yakin zamanda yapilan
calismalar ABH neticesinde artan oksidatif
stres, lokosit aktivasyonu ve infiltrasyonu ile
inflamatuvar  sitokinlerin ~ uzak  organ
hasarmda rol oynadigini gdstermistir.>° ABH,
uzak organ hasarinin yam sira, sekonder
enfeksiyonlara da zemin hazirlayarak
mortalite ~ oraninin  artmasmna = neden
olmaktadir.’® Deney hayvanlarinda sepsis,
gram-negatif bakteri duvarinda bulunan giicli
bir endotoksin olan Lipopolisakkarit (LPS) ile
indiiklenebilmektedir.}*?>  Konak  hiicre
reseptorleriyle etkilesime giren LPS, tiimor
nekroz faktor - alfa (TNF-a) ve interlokin 1 —
beta (IL-1p) gibi proinflamatuvar sitokinlerin
iiretimine neden olur.® LPS-uyarimli ABH
modellerinde renal reaktif oksijen tiirevleri
(ROS) iiretiminin de artt1ig1 bildirilmistir.*
Bobrekte ROS’ un asir1 liretimi tiibiiler hiicre
hasar1 ile iliskilendirilmektedir.’>'® Bobrek
viicutta kan filtrasyonu, su-tuz dengesinin
saglanmasinin yani swa Onemli endokrin
fonksiyonlara sahip vital bir organdir.t’
Bobrek yiiksek kan akigi sebebiyle LPS-
uyarimi  sonucu artan  proinflamatuvar
sitokinler ve ROS’ dan diger organlara kiyasla
daha fazla etkilenir ve LPS-uyarimli sepsise

GIRIS

karst daha hassastir.®® LPS-uyarimli ABH
patofizyolojisinin tam olarak anlasilamamas,
ABH iligkili mortalite oranmin yiiksek olusu
ve spesifik bir tedavi segenegi bulunmamasi
sebebiyle literatiirde akut bobrek hasarmnin
geri dondiiriilmesini amaglayan alternatif
tedavi yaklasimlari deneysel modellerde sikga
calisiimaktadir.t?

Humik asit (HA), giiglii bir serbest radikal
temizleyici olarak bilinen o6nemli bir
polifenolik antioksidandir. Toprak, i¢cme
suyu, turba ve komiir gibi dogal ortamlarda
bulunur.® Aromatik halkalar ile fenolik
hidroksil ve karboksil gruplarimdan olusan
yapisi, ona biyolojik aktivite kazandirir.
Bitkilerde biiylimeyi tesvik edici, hayvanlarda
ise uzun yillardir terapotik amacla kullanilan

HA; antiviral, antibakteriyel, antitoksik,
antiiilserojenik,  antiartritik,  antialerjik,
immiinomodiilator, yara iyilestirici ve

antiinflamatuvar etkiler gostermektedir. %20

Gau ve arkadaglarmmin yaptig1 c¢alismada
HA’nim inflamatuvar mediatdrlerin salinimini
inhibe ettigi gosterilmistir.?® Ayrica, HA’nm
apoptozis, proliferasyon ve otofaji gibi
hiicresel siirecleri modiile edebilecegi rapor
edilmistir.*®

HA’nin yukarida bahsedilen olasi tibbi
etkileri g6z Oniine alindigimda LPS ile
indiiklenen ABH’nin tedavisi igin terapdtik
bir degere sahip olabilecegini dngdrmekteyiz.
Bununla birlikte, Sepsis ile indiiklenen
ABH’de HA’nmn olas1 koruyucu roliinii
inceleyen  bir calisma  daha  Once
yapilmamistir. Bu c¢alisma kapsaminda,
Sepsis’in neden oldugu ABH’de HA’nin
TNF-a ve oksidatif stres lizerindeki etkisini
incelemeyi amacladik.

MATERYAL VE METOT

Deney Protokolii

Calisma, Sakarya Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Karar No: 2025/45). Toplam
24 adet eriskin erkek Wistar albino sigan
(200250 g) rastgele olarak ii¢ gruba ayrildi:

I-Kontrol grubu, 11-LPS grubu, I11- LPS+HA
grubu (her grup icin n=8). Deney siiresince
tiim hayvanlar, 23 +2 °C sicaklikta, 12 saat
aydinlik / 12 saat karanlik dongiisiinde tutulan
odalarda, standart pelet yem ve musluk suyu
ile ad libitum beslendi. Sepsis modeli, dnceki
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calismalarda tanimlandig:1 sekilde, 5 mg/kg
dozunda intraperitoneal LPS uygulamasi ile
indiiklendi.? Cahsma ile ilgili deneysel
tasarim  Sekil 1° de gosterilmistir. I-
Sham/kontrol grubu: Bu gruptaki ratlara
ardisik 3 giin boyunca HA ile ayn1 hacimde
oral gavaj ile HA ¢oziiciisii verildi. Bu
gruptaki ratlara c¢aligmanm 3. giinii son
uygulamadan 2 saat sonra LPS ile aym
hacimde steril salin intraperitonel olarak
enjekte edildi. 11-LPS grubu: Bu gruptaki
ratlara ardigik 3 giin boyunca HA ile ayni
hacimde oral gavaj yontemi ile HA ¢oziiciisii
verildi. Bu gruptaki ratlara ¢alismanin 3. giinii
son uygulamadan 2 saat sonra 5 mg/kg
dozunda LPS intraperitonel olarak enjekte
edildi. 111-LPS + HA grubu (50 mg/kg): Bu
gruptaki sicanlara ardisik 3 giin boyunca
50mg/kg HA oral gavaj ile verildi. Bu
gruptaki ratlara g¢aligmanin 3. giinii son
uygulamadan 2 saat sonra 5 mg/kg dozunda
LPS intraperitonel olarak enjekte edildi. LPS
uygulamasindan 6 saat sonra ketamin/ksilazin
anestezisi altinda siganlarin kalplerinden kan
almarak deney hayvanlar1 sakrifiye edildi.
Laboratuvar analizleri i¢in kan numuneleri
almdi.  Serum  Ornekleri  biyokimyasal
analizlere kadar — 80 °C’de saklandi. Sag
bobrek dokular1 histopatolojik ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in, sol
bobrek dokular: ise biyokimyasal analizlere
ayrildi

Deneysel Galigmalar ve Otenazi Laboratuvar Analizleri

Sekil 1. Deney Dizaym (BioRender ile olusturuldu.
Okuyan, H. (2025) https://BioRender.com/46w3x3e).

Bobrek  Dokularinda Histopatolojik
Degerlendirme

Bobrek dokularmin histopatolojik
degerlendirilmesi i¢in rutin doku takip
islemleri uyguland1 ve ornekler

Hematoksilen-Eozin (H&E)  yontemiyle
boyandi. Oda sicakliginda 48 saat boyunca
notral formalin icinde fikse edilen dokular,
ardindan gece boyunca musluk suyu altinda
yikandi. Formalinden arindirilan Ornekler
sirastyla artan alkol derecelerinden (%70,
%80, %90, %96 ve 9%100) gegirilerek
dehidrate edildi ve ksilen ile seffaflagtirildi.
Daha sonra dokular 6nce yumusak, ardindan
sert parafinle infiltre edilerek parafin bloklari
haline getirildi. Olusturulan bloklardan 5 pum
kalinliginda seri kesitler hazirlandi. H&E
boyama siirecinde, kesitlerden parafin ksilen
ile uzaklastirildiktan sonra ornekler azalan
alkol serisinden (%2100, %96, %90, %80,
%70) gecirilerek yeniden hidrate edildi ve
musluk suyunda yikandi. Ardindan kesitlere
sirasityla H&E uygulandi. Boyama sonrasi
artan alkol serisiyle dehidrasyon ve ksilenle
seffaflastirma islemleri tamamlandiktan sonra
ornekler entellan ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar, kamera atagmanl 151k
mikroskobu (Olympus BX40) ile incelendi.
Histopatolojik skorlama asagidaki kriterlere
gore yapildi: belirgin lezyon yok (0 puan),
interstisyel konjesyon veya glomertiler atrofi
(1 puan), tiibiiler epitel nekrozu (1 puan),
tiibliler limen genislemesi (1 puan) ve
interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonu (1
puan), toplam puan 5 olarak degerlendirildi.??

Bobrek Dokusunda TNF-a ifadesi

Bobrek dokusunda TNF-a ifadesi, indirekt
immiinohistokimyasal yOontem kullanilarak
degerlendirildi. Parafinden armdirilan
kesitler, azalan alkol serisinden (%100, %296,
%90, %380, %70) gegirilerek hidrate edildi.
Ardindan, fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikanan kesitler antijen geri kazanimi i¢in
sitrat tamponu (pH:6,0) igeren kapali kaplara
yerlestirildi ve mikrodalga firinda kaynatildi
(Argelik MD 5564). Oda sicakliginda
soguOmaya birakilan kesitler PBS ile tekrar
yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek amaciyla 9%3’liik
hidrojen peroksit (H20:) ile muamele edildi.
Spesifik olmayan baglanmalarin 6nlenmesi
icin kesitlere oda sicakliginda 1 saat boyunca
bloklama serumu uygulandi. Daha sonra
TNF-a primer antikoru ile nemli ortam
kabinda, +4 °C’de gece boyunca inkiibasyon
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gerceklestirildi. Bu silirecin ardindan kesitler
sirastyla  biotinli  sekonder antikor ve
streptavidin-peroksidaz konjugati1 ile birer
saat siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi.
Gorsellestirme i¢in kromojen olarak 3-amino-
O-etilkarbazol (AEC) kullanildi. Kontrast
olugturmak amaciyla Mayers hematoksilen ile
zemin boyamasi yapildi ve kesitler su bazl
kapatma medyumu ile kapatildi. TNF-a
boyama skoru, Carter ve ark. (2004)
tarafindan  tanimlanan  kriterlere  gore
degerlendirildi: boyama dagilimi 0,1 < %25;
0,4 %26-50; 0,6 %51-75; 0,9 %76-100 ve
boyama yogunlugu 0; boyanma yok, 0,5; ¢ok
az boyama, 1; az boyama, 2; orta diizeyde
boyama, 3; c¢ok gicli = boyama).
Immiinohistokimyasal TNF-o. boyama skoru
= dagilim x yogunluk olarak hesaplandi?®.

Renal Fonksiyonlarin ve Diger
Biyokimyasal Parametrelerin
Degerlendirilmesi

Sicanlardan alman kan Ornekleri oda
sicakliginda 30 dakika siireyle pihtilagsmaya
birakildi. Ardindan 6rnekler, +4 °C’de 1500 x
g’de 10 dakika santrifiij edilerek serum elde
edildi. Elde edilen serum, dikkatlice yeni
mikro santrifiij tiiplerine aktarildi. Bobrek
fonksiyonuna yonelik degerlendirme
amaciyla, serumda kan iire nitrojeni (BUN),
kreatinin (CREA) laktat dehidrogenaz (LDH),
total protein (TP), albumin ve iirik asit (UA)
diizeyleri standart laboratuvar yontemleri
kullanilarak analiz edildi.

Biyokimyasal Analizler icin Dokularin
Hazirlanmasi

Daha 6nceki ¢aligmalarda belirtildigi gibi her
bir sicanin sol bobrek dokusu tartildiktan
sonra pH 7,4’e ayarlanmis PBS ile yikand.
Dokular, 6nceden sogutulmus PBS igerisinde
homojenize edilerek siispansiyon formunda
bobrek homojenatlar: elde edildi. Sol bobrek
dokularimdaki toplam protein diizeyleri,
Bradford protein tayin kiti kullanilarak
kantitatif olarak belirlendi.*?

Oksidatif Stres ve Antioksidan Kapasitenin
Belirlenmesi

MDA (malondialdehit), hiicresel ve doku
diizeyinde oksidatif stresin Onemli bir
gostergesi  olarak kabul edilir. Analiz
oncesinde her bir bobrek doku Orneginin
toplam  protein  igerigi  belirlenmistir.
Inkiibasyon isleminin ardindan absorbans
degerleri, Thermo Fisher Multiscan Go marka
mikroplaka okuyucu kullanilarak
Olctilmiistiir. Serum ve Bobrekte Antioksidan
Kapasitenin Degerlendirilmesi i¢in siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzim diizeyleri, Tretici firma
yonergeleri dogrultusunda, BT-LAB
firmasina ait ticari ELISA Kitleri (E2269Ra ve
E1242Ra) kullanilarak o6lciildii. Serumdaki
toplam  antioksidan  kapasite  (TAS),
Elabscience firmasina ait kolorimetrik analiz
kiti (E-BC-K801-M) ile belirlenmis olup
sonuclar mmol Trolox esdegeri/L birimiyle
ifade edildi. Toplam oksidan diizeyi (TOS) ise
yine Elabscience kolorimetrik kiti (E-BC-
K802-M) ile analiz edilerek pmol H20:
esdegeri/L. cinsinden raporlandi. Oksidatif
stres indeksi (OSI), daha 6nce Okuyan ve ark.
(2021) tarafindan agiklandig1r sekilde, TOS
degerinin TAS degerine oranlanmasiyla
hesaplandi. OSI (birim) = [TOS (umol H20:
Eq/L) / TAS (mmol Trolox Eg/L)] x 100
formiilii esas alindi.

Istatistiksel Analizler

Verilerin analizinde GraphPad Prism
(stirim 6.0) yazilimi kullanildi. Verilerin
dagilim ozelliklerini belirlemek amaciyla
Kolmogorov-Smirnov testi ile normallik
degerlendirmesi yapildi. Gruplar arasindaki
farklarin istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis H testi ve
ikili karsilastirmalarda Mann—-Whitney U testi
uygulandi. Bulgular ortalama + standart
sapma olarak sunuldu ve p <0.05 degeri
anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Humik asit LPS ile Indiiklenen Tiibiiler
Hasar ve Renal Fonksiyonlan lyilestirir
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Bobrek dokusu histopatolojik incelemesi
H&E boyamasi ile gergeklestirildi. Gruplara
ait histopatolojik bulgular ve histopatolojik
skorlar Sekil 2°de sunuldu. Kontrol grubunun
bobrek dokusu normal yapida izlendi. LPS
grubu bobrek dokusu dikkat c¢ekici bigimde
daha soluk bir boyanma sergiledi. Bobrek
glomeriillerinde atrofi, Bowman araliginda
genisleme, tiibiiler epitel hiicrelerde nekroz ve
vakuolizasyon, tilibliler limende dokiilmiis
epitel hiicreleri ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu belirgindi. LPS+HA grubunda
LPS grubu bobrek dokusunda izlenen daha
hafif olarak izlendi. HA grubu ise normal
bobrek dokusu yapisi sergiledi. Histopatolojik
skorlar  incelendiginde LPS  grubunda
histopatolojik skor kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede yiiksek bulundu. LPS+HA
grubu histopatolojik skoru LPS grubuna
kiyasla anlamli derecede azalmis bulundu.
Sepsis ile indiiklenen ABH modelinde elde
edilen biyokimyasal veriler
degerlendirildiginde, LPS uygulamasmin
bobrek fonksiyonu iizerinde belirgin islev
bozukluguna yol a¢tigi goriilmiistiir. LPS
grubunda, kontrol grubuna kiyasla serum
BUN ve CREA diizeylerinde anlamli artislar
gozlemlenmistir (p<0.001). HA tedavisi, bu
parametrelerdeki yiikselmeyi anlamhi diizeyde
azaltarak (p<0.05) bobrek fonksiyonunu
koruyucu etki gostermistir.

Humik asit Tedavisi Renal TNF-a ifadesini
Baskilar

Bobrek dokusunda immiinohistokimyasal
TNF-a ifadesi indirekt immiinohistokimyasal
yontemle belirlendi. Bobrek dokusu TNF-a
immiinreaktivitesi bulgular1 Sekil 3’ te
sunulmustur. Kontrol grubunda belirgin bir
immiinreaktivite izlenmedi. LPS grubunda
glomeriillerinde ve tiibiiler epitel hiicrelerde
belirgin bir TNF-a immiinreaktivitesi izlendi
(p<0.0001). LPS+HA grubunda TNF-a
immiinreaktivitesi LPS grubuna kiyasla daha
hafif izlendi (p<0.0001).

Histopatoloji Skoru

P=0.0001 00001 p0.0001
—

BUN CREA

p=0.001 p<0.05 <0001 <005
e [ |

Kontrol LPS LPS+HA

Kontrol LPS LPS+HA

Sekil 2. LPS ve HA uygulamasimin bobrek
histopatolojisi iizerine etkisi (a;Kontrol, b;LPS, c;HA,
d; gruplara ait bobrek histopatolojisi skorlari, e,
gruplara ait serum BUN seviyeleri, gruplara ait
CREA seviyeleri dagilimi)

TNF-c

p=0.0001 P=0.0001 p=0.0001
—_——

n

Sekil 3. LPS ve HA uygulamalarinin renal TNF-a
ifadesi iizerine etkisi (a;Kontrol, b;LPS, ¢c;LPS+HA,
d; gruplara ait TNF-a immiinreaktivitesi dagilimi)

e 0.0

Humik asit’in Baz1 Serum Parametreleri
iizerine etkisi

Calismamizda LPS ile indiiklenen sigan
modelinde serum numunelerinde bazi rutin
parametreler incelenmis ve bulgular Sekil 4’te
sunulmustur. Total protein ve alblimin
diizeyleri LPS grubunda anlamli sekilde
azalmistir (p<0.005 ve p<0.05, sirastyla).
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Urik asit diizeyleri gruplar arasinda anlamli
bir degisiklik gostermemistir. Ote yandan,
LPS uygulamasi serum LDH diizeylerinde
ciddi bir artisa neden olmustur (p<0.001) ve
bu artis, HA tedavisiyle anlamli diizeyde
azaltilmistir (p<0.005).

a b
) Total Protein )
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& 5 p<0.05
4
4
=) = 3
2 2
= > 2
2
1
0 [}
Kontrol LPS LPS+HA Kontrol LPS LPS+HA
c . d LDH
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1500 —_— ey
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1000
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Sekil 4. HA ve LPS uygulamasinin Total protein,
Albumin, Urik asit ve LDH seviyelerine etkisi

Humik asit’in  LPS-uyarnrmh  ABH
modelinde oksidatif statii iizerine etKisi

Sepsis ile indiiklenen ABH modelinde
oksidatif stres diizeyleri ile antioksidan
savunma sistemine ait bazi parametreler
degerlendirilmistir ve bulgular Sekil 5’te
sunulmustur. TAS diizeyleri, LPS grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
azalmigtr  (p<0.01, Sekil 5a). TOS
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark
gbzlenmemistir (p>0.05, Sekil 5b). OSI
(oksidatif stres indeksi), LPS grubunda
anlamli sekilde yiikselmistir (p<0.01, Sekil
5¢). Oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA
diizeyleri LPS grubunda anlamli sekilde
artmistir (p < 0.05, Sekil 5d). Bu veriler,
LPS'nin oksidatif stres tizerindeki olumsuz
etkilerini ortaya koymaktadir. Serum SOD
diizeyleri LPS grubunda anlamli sekilde
diismiistiir. (p<0.05, Sekil 5e). Ote yandan,
bobrek dokusundaki SOD diizeyi LPS
grubunda anlaml sekilde azalmistir (p<<0.01,
Sekil 5f). Serum GPx diizeyleri ve bobrek
dokusundaki GPx diizeylerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0.05, Sekil 5g ve 5h). Zor
bir klinik hastalik tablosu olarak bilinen sepsis
yogun bakim {initelerine yatigin onde gelen

sebeplerinden  biridir.2*  Sepsisin  erken
evrelerinde meydana  gelen  sistemik
inflamatuvar viicutta farkli sistemleri etkiler,
metabolizmaya zarar verir ve vital organlarda
ciddi hasarlar meydana getirebilir.2>2°

i)
~—
4
>
w
(=2
—

TOS

u
8

Trolox Equiv.iL
S & 5 @ &5 &
pmol H,0, EgiL
° 3 8

Kontral LPS LPS+HA Kontrol LPs LPS+HA

c) os d) MDA
e P01 150
' 1 =
=
= £ 100
510 g T
= o
£ £
3 3 50 i i
3 0.5 E
0.0- a
Kontral LPS LPS+HA Kontral LPS LPS+HA
e) Serum SOD f) Bsbrek SOD

25 ; AR0S; o pe001

fml
o U
5 b 5
Uimg protein
° 2 N o s @

Kontrol LPS LPS+HA Kontrol LPS LPS+HA

g) GPx Serum h) GPx Bébrek

250 500
200 o 400
1 150 £ a0 l
£ g
2 100 £ 200
50 100
0 o

Kontrol LPS LPS+HA Kontrol LPs LPS+HA

E

Sekil 5. HA ve LPS uygulamasinin TAS, TOS, OSI,
SOD, GPx ve MDA seviyelerine etkisi

Bobrek hasarinin 6nemli nedenlerinden
birisi olan sepsis, inflamatuvar kaskadin
aktivasyonunu tetikleyerek proinflamatuvar
sitokinler ve inflamatuvar mediyotorlerin
salimmmmi artirr.?® Septik organ hasarmnda
inflamatuvar yanitin yani sira mitokondriyal
fonksiyon kayb1, apoptozis, oksidatif stres de
rol oynamaktadir.?’” Bu nedenle basaris
tatmin edici olmayan antibiyotik tedavisine ek
olarak inflamatuvar yanit1 baskilayarak organ
hasarin1 engelleyebilecek alternatif tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.?® Sunulan bu calismada,
literatiirde ilk kez, sepsis indiiksiyonundan
once dogal bir {irlin olan HA uygulamasinin
bobrek fonksiyonlarmi ve bobrek
histomorfolojisini inflamatuvar yanita karsi
korudugunu gosterdik.

9

Giglii bir serbest radikal temizleyici olarak
bilinen HA, toprakta, igme suyunda, turbada,
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komiirde ve diger kaynaklarda bulunabilen
polifenolik bir antioksidandir.?® Ayrica, bu
HA bitkilerde biiyiimeyi tesvik etmek i¢in ve

hayvanlarda yillardir terapdtik amagla
kullanilmaktadir.?%%° HA antiviral,
antibakteriyel, antitoksik, antiiilserojenik,

antiartritik, antialerjik, immiinomodiilator,
yara iyilestirici ve antiinflamatuvar gibi ¢esitli
farmakolojik dzelliklere sahiptir.?%3

Sehitoglu ve ark, mide iilser modelinde
artan TNF-a ifadesinin HA tedavisi ile
azaldigni bildirmistir.3! Diger bir calismada
ise, sican periodontit modelinde uygulanan
HA tedavisinin serum TNF-o seviyesinde
azalma sagladigi rapor edilmistir.3? Ote
yandan, Sisplatin  (SP)-uyarimli  sigan
nefrotoksisite  modelinde HA tedavisinin
bobrek dokusu TNF-a seviyesinde anlamli bir
azalma sagladign  gosterilmistir.®®  Yakm
ge¢miste yasanan COVID-19 pandemisinin
retrospektif tedavi incelenmesinin ele alindgi
bir c¢alismada, 60 COVID-19 hastasindan
22’si Humik/Fulvik asit ve epigallokatesin
gallat tedavisi almistr ve bu 22 hastada
COVID-19 nedenli 6lim yaganmamistir. Bu
tedaviyi almayan 38 hastada 21 6liim vakasi
rapor edilmistir.>* Organ hasarlarmin sitokin
firtinas1 ile iliskilendirildigi COVID-19
hastalarinda ve diger deneysel c¢alismalarda
rapor edildigi iizere, HA antiinflamatuvar
etkisi yoluyla organ hasarini hafifleterek
mortalite oraninda azalma saglayabilir. Bizim
calismamizda da anillan  ¢alismalarin
sonuglartyla paralel olarak HA, onemli bir
proinflamatuvar ~ faktér  olan  TNF-a
seviyesinde azalma saglamistir. Bu bulgularin
tersine, literatiirde igme suyu i¢inde 0,25 ve
0,5 g/kg HA dozlarmin farelerde serum TNF-
a ve IL-1p seviyelerinde doza bagli bir artisa
neden oldugu bildirilmistir.*® Ilgili calismada,
calismamiza  kiyasla  yiiksek  dozlarda
kullanilan HA’nin, ROS {iretimini de anlaml
derecede artirdig1 bildirilmistir. Bu sonug,
HA’ nin terapotik dozlarinin belirlenmesiyle

ilgili caligsmalarin
gostermektedir.

gerekliligini de

Renal oksidatif stresin ABH patogenezinde
rol oynadig1 ve antioksidanlarin oksidatif stres
kaynakli renal hasardaki rolleri Onceki
calismalarda  bildirilmistir.3%%7  Aflatoksin-
uyarimli oksidatif stres sigan modelinde HA
tedavisinin  antioksidan aktiviteye sahip
glutatyon (GSH) seviyesini artirdigi, lipid
peroksidasyon iirlinii olan MDA seviyesinde
ise azalma sagladig1 rapor edildi.®® Ayrica
anilan c¢aligmada HA wuygulamasi bdbrek
histopatolojisi lizerine de koruyucu etki
gostermistir. Tekes ve ark, HA tedavisinin (20
ve 40 mg/kg) SP uygulamasi nedeniyle artan
TOS  seviyesinde azalma  sagladigim
gostermistir.>® Iskemi/reperfiizyon hasarmnm
incelendigi bir deneysel ¢alismada ise HA
uygulamasinin TAS ve OSI seviyelerinde
lyilesme sagladig1 vurgulannustir.®’
Calismamizda bobrek dokusu ve serum
orneklerinde oksidatif parametreler
bakimindan HA uygulamasinin antioksidan
aktivite  gosteren SOD ve Glutatyon
peroksidaz (GPx) seviyesinde istatistiksel
olmayan bir artis sagladig: belirlendi. Ayrica
MDA seviyesi HA uygulanan grupta LPS
grubuna kiyasla anlamli olmayan bir azalma
gosterdi.

Deneysel ve klinik caligmalarda ABH
degerlendirmesinde BUN, CREA, laktat
LDH, total protein, albumin, iirik asit siklikla
incelenen  anahtar  parametrelerdendir.®
Calismamizda HA tedavisi LPS grubunda
artan BUN, CREA ve LDH seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saglad.
SP-uyarimli sican nefrotoksisite modelinde
uygulanan HA tedavisi ¢alismamizdan farkli
olarak BUN ve CREA seviyelerinde anlamli
bir azalma  saglamamistir. ~ Bobrekte
olusturulan hasarin ve mekanizmalarinin
farkli olmas1 bu durumu agiklayabilir.®® Fakat
bu ¢alismada da bizim ¢alismamizla benzer
olarak HA tedavisi renal histopatolojik
bulgularda iyilesme sagladigi rapor edilmistir.

SONUC VE ONERILER

Calismamiz literatiirde ilk kez HA
tedavisinin LPS-uyarimli ABH modelinde

renal histopatoloji, renal TNF-a ve renal
fonksiyon belirtegleri (BUN, CREA) {izerinde
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tyilestirici etkisini ortaya koymaktadir. Elde
edilen bulgular sepsis kaynakli ABH
tedavisinde HA kullanimmnin alternatif bir
tedavi yaklagimi olabilecegini
gostermektedir. LPS-uyarimh sepsis
modelinde HA tedavisinin etkisinin tam
olarak anlagilabilmesi i¢in farkl cinsiyet, siire
ve dozlarin kullanildigir ileri ¢aligmalara
ihtiya¢ vardur.

Arastirmanin Kisithhklarn

Calismamiz bazi smirhiliklara sahiptir.
Literatiirde deney hayvanlarinda sepsisi
indiiklemek  amaciyla farkli  modeller
gelistirilmistir.*® Calismamizda LPS-uyariml
sepsis modeli tutarli olarak tekrarlanabilirligi
ve inflamatuvar yanit1 tetikleme kapasitesi
nedeniyle secildi. Ayrica c¢alismamizda
sadece erkek hayvan kullanilmasi elde edilen
sonuclarin disi cinsiyete Ozgii farkliliklar:
ortaya koyamamaktadir.

Cikar Catismalan
Yazarlar bu makalenin yaymlanmasiyla ilgili

herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan
ederler.
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