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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek hasar1 (ABH), diinya ¢apinda yaklasik 10 milyon insani etkileyen ve
yiikksek mortalite oranina sahip onemli bir halk sagligi sorunudur (1). ABH siklikla geri
doniistimlii ancak hizli ilerleyen bobrek fonksiyon kayb ile karakterizedir ve kronik bobrek
hastaligina (KBH) neden olabilir. Yayginligi diinya genelinde % 8-16 olarak bildirilen ve en
hizli artan 6liim nedenlerinden biri olan KBH, yillik ekonomik maliyeti yiksek ve biyik bir
sosyal yiike neden olan 6nemli bir saglik sorunudur. KBH’1n yaygimliginin artmasinda akut
bobrek hasarmin artis1 nemli bir role sahiptir (2,3).

Son yillarda fruktoz tiiketimi hizla artmakta buna paralel olarak metabolik sendrom,
obezite ve bobrek hastalilarinin hizla arttigi gozlemlenmektedir. Duzenli olarak ylksek
fruktozlu igecekler tliketen insanlarin, kronik bobrek hastaligi gelistirme riskinin ~ % 60 arttig1
bildirilmistir (4). Fruktozun uzun donem kullanimiyla bobrekteki proksimal tubuller iizerinde
proliferatif etkiye sahip oldugu ve proksimal tubullerde mitokondriyal oksidatif strese ardindan
inflamatuar siireglerde rol oynadigi belirtilmektedir (5).

Ferropitoz, son yillarda kesfedilen ve genellikle hiicre 61im stirecinde blylk miktarda
demir birikimi ve lipid peroksidasyonunun eslik ettigi apoptotik olmayan yeni bir hiicre 6limii
tiraddr. Glutatyon (GSH) bagimli bir enzim olan glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) ferropitozu
onleyici onemli bir enzimdir. Ferropitozu indiikleyen faktorler, glutatyon peroksidazi farkli
yollardan dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilir, bu da antioksidan kapasitede bir azalmaya
ve hicrelerde lipid reaktif oksijen tarlerinin (ROS) birikmesine ve sonugta oksidatif hiicre
6limine yol agar.

Yapilan caligmalara bakildiginda GPX4'{in inaktivasyonunun ferropitotik hticre 6lima

indiikledigi ve ardindan lipid oksidasyonu ile ABH’ya neden oldugu gosterilmistir.
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Ferropitozisin akut tibller nekroz, iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 ve nefrotoksik folik asit
kaynakli ABH’da renal tubuler hiicrelerin ana 6liim yolu olabilecegi bildirilmistir (6,7). Ancak
literatiirde yiiksek fruktozlu beslenmeye bagli olusan bobrek hasarinin hangi hiicre 6liim sekli
ile ilgili oldugu dair bir ¢alismaya rastlanmadi.

Calismamizda fruktozdan zengin beslenmeye bagli olusan bobrek hasari
fizyopatolojisinde ferropitozun roliinii tespit etmeyi amagladik. Ayrica yiksek fruktozla
besleyecegimiz sicanlarda bobrek fonksiyon ve histolojisindeki degisimi zamana bagli olarak
degerlendirmeyi planladik. Bu caligma, bobrek hastaliklarinin Onlenmesi ve olas1 tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi bakimindan da 6nem tasimaktadir.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Bobrek hastaliklar1 diinya ¢apinda yayginligi giderek artan, saglik harcamalarinda
Oonemli paya sahip olan ve mortalite ile iligkili hastaliklardir. Akut bobrek hasar1 (ABH),
filtrasyonun kan belirteglerinde (6rnegin kreatinin) hizli bir artis ve/veya idrar ¢ikisinda bir
azalma ile karakterize, siklikla geri doniisiimlii ancak hizli ilerleyen bobrek fonksiyon kaybina
sebep olan ve kronik bobrek hastaligina (KBH) ilerleyebilen ciddi bir sorundur. ABH,
Avrupa'da her yil 1000 kisinin ikisinde goriilmektedir (8). Dlnya ¢apinda yaklasik 10 milyon
insan1 etkileyen ABH, yetiskinlerde %23.9, ¢cocuklarda ise %13.8 mortalite ile iliskilidir (1,9).
Bu nedenle ABH biiyiik bir halk saglig1 sorunudur.

ABH’nin teshis ve tedavi edilmesi hem mortalitenin azaltilmast hem de KBH’ye
ilerlemesinin engellenmesi i¢in 6nemlidir. Bu nedenle ABH’nin teshisi, siddetinin
siniflandirilmas1  ve tedavi edilebilmesi i¢in ¢esitli siniflandirmalar kullanilmaktadir.
Gunimuzde ABH tanisinda en yaygin olarak KDIGO (Kidney Disease Improving Global
Outcomes) siniflandirmasi kullanilmaktadir (10,11)( Tablo 1).

Bu siniflandirma esas olarak idrar ¢ikisindaki ve serum kreatinin seviyelerindeki
degisikliklere odaklanmaktadir (12). Ancak kreatinin ve idrar ¢ikisi degerleri yaniltici olabilir.
Ciinkii bobrekler hafif hasarli donemde glomertiler filtrasyon hizint (GFH) korumak igin
hasarlanmamis nefronlari kullanabilir. Bu telafi edilemez duruma geldiginde ise GFH azalmaya
baglar. Bu subklinik evre kreatinin diizeyi ile teshis edilemez. Kreatinin nefronlarin 6nemli bir

kismu etkilendikten sonra artar (11). Ayrica kreatinin diizeyi bobrek disi birgok



faktorden etkilenebilir ve asir1 sivi yiikii veya etkin dolasim hacmi azligi, kas kaybi ve sepsis

gibi durumlarda ABH tanis1 koymak i¢in ek araglar kullanmak gerekebilir (12).

Tablo 1. Akut Bobrek Hasarimin Siniflandirilmasi: KDIGO (Kidney Disease Improving
Global Outcomes) Kriterleri (11)

KDIGO Serum Kreatinin Diizeyi | Idrar Cikis Miktar:
Serum Kreatinin
dizeyinin 1.5- 1.9 kat 6 -12 saat siireyle idrar ¢ikisi
KDIGO artigi < 0.5 ml/kg/saat
1 veya
Serum Kreatinin
diizeyinin
>0,3 mg/dl artis1
Serum Kreatinin 12 saat veya daha
KDIGO diizeyinin 2.0- 2.9 kat uzun sdreyle idrar
2 artis ¢ikis1 < 0.5
ml/kg/saat

Serum Kreatinin
diizeyinin 3 kat artis1

veya
Serum Kreatinin 24 saat veya daha
duizeyinin uzun sureyle idrar

KDIGO >4 mg/dl ¢ikis

3 olmasi veya <03

Renal replasman ml/kg/saat
tedavisi baslanmasi veya
Veya 18 yasindan kiiclik 12 saat veya_daha uzun
hastalarda GFH’de sureyle anuri
<35 ml/min/1.73m?
azalma

ABH nedenleri prerenal, renal ve postrenal olarak siniflandirilmaktadir (13). ABH’nin
en stk nedeni prerenal akut bobrek hasaridir (14). Prerenal ABH bobrek perfiizyon basincindaki
azalma sonucu GFH’nin azalmasiyla karakterizedir. Hipovolemi, sistemik vazodilatasyon,
kardiyak cikisin azalmasi veya renal vazokonstriksiyon ve glomeriiler efferent arteriollerin
vazodilatasyonu bdbrek perfiizyon basincini azaltacagindan prerenal ABH’ye neden olabilir
(15). Bobregin ana yapilarinin (tiibiil, glomeriil, interstisyum ve intrarenal kan damarlar1) zarar
gormesi sonucu ise renal ABH meydana gelir (14,16). iskemi, hipovolemik durumlar, diisiik
kardiyak output, antimikrobiyal ve nefrotoksik ilaglar tiibiiler kaynaklt ABH’ye neden olurken,
glomeriillerin ve kan damarlarinin inflamasyonuna neden olan sistemik hastaliklar glomeriiler
kaynakli ABH’ye neden olmaktadir (13,17). Intrarenal damarlarin yaralanmasina neden olan

malign hipertansiyon, vaskiilit, skleroderma gibi hastaliklar sonucu ise vaskiiler hasar kaynakli
4



ABH ortaya ¢ikmaktadir (17). Postrenal ABH nedenleri ise intratiibiiler basincin artmasina sebep
olup GFH’yi azaltan benign prostat hiperplazisi, kanserler, iireteral taslar, nérojenik mesane gibi

akut idrar yolu tikamklig1 yapan durumlardir (14,16).

KRONIK BOBREK HASTALIGI

KBH sikliginin diinya genelinde %8-16 oldugu bildirilmektedir (3). KBH gelisimi ve
ilerlemesi icin ABH bir risk faktoriidiir. KBH insidanst ABH’nin siddeti, siklig1 ve siiresi ile
iligkilidir. ABH yasayan hastalarda KBH gelisme riskinin 8,8 kat arttig1 gosterilmistir (18). KBH,
diinya ¢apinda en hizli artan 6liim nedenlerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine
gore diinya genelinde 2012 yilinda meydana gelen dliimlerin %1,5’1t KBH nedenlidir. Diinya
genelinde on dordiincii 6liim nedeni olan KBH’nin 2040 yilina kadar besinci 6liim nedeni olmasi
beklenmektedir (19,20).

KBH, aylar veya yillar boyunca yani kronik olarak bobregin islev ve yapisinin geri
doniisiimsiiz olarak bozulmasi sonucu olusur. KBH tanisi, bobrek fonksiyonunun en iyi
gostergesi olan glomeriiler filtrasyon hizindaki azalmanin tespiti ile konur. GFH, birim zaman
basina tiim isleyen nefronlardan filtrelenen toplam sivi miktaridir (21). KBH, altta yatan nedene
bakilmaksizin, en az 3 aylik siire boyunca, GFH'nin 1,73 m*de 60 mL/dk'dan az olmas1 ve/veya
bobrek hasari belirtegleri ile gosterilen azalmis bobrek fonksiyonu olarak tanimlanir (22)(Tablo
2). GFH’nin 1,73m? basma 15 mL/dk'dan az olmas1 son evre bobrek hastaligi (SEBH) olarak
tanimlanmaktadir (23)(Tablo 3). SEBH’de bdbrekler fonksiyonlarini yerine getiremez

durumdadir ve SEBH'li hastalar i¢in secenekler diyaliz, bobrek nakli veya konservatif bakimdir.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerular-filtration-rate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nephron

Tablo 2. Kronik Bobrek Hastaligi Simiflandirilmasi: KDIGO (Kidney Disease Improving
Global Outcomes) Kriterleri (22).

Kalicr albiiminiiri kategorileri
Tanim ve aralik
Al A2 A3

KBH'nin GFH ve Alblminuri‘ye g6re prognozu Normal-hafif Orta derecede | Ciddi artmis

artmig artmis

<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g

<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30

mg/mmol
Gl Normal-yiksek >90 Diisiik risk Orta risk Yiksek risk

= G2 Hafif azalmis 60-89 Diisiik risk Orta risk Yiksek risk
5 G3a Hafif-orta azalmis 45-59 Orta risk Yiiksek risk Cok yiiksek
E risk
% G3b | Orta-ciddi azalmis 30-44 Yuksek risk Cok yuksek risk | Cok yuksek
= risk
2
'é G4 Ciddi azalmis 15-29 Cok yuksek risk | Cok yiiksek risk | Cok yuksek
é risk
T G5 Bobrek yetmezligi <15 Cok yiiksek risk | Cok yuksek risk | Cok yuksek
© risk

Diisiik risk (baska bobrek hastaligi belirteci yoksa KBH yok); Orta derecede (artan risk)

Tablo 3. KBH Kiriterleri (23)

En az 3 ay siireyle agagidaki iki kriterden biri veya her ikisi:
1. GFH <60 mL/dk, 1,73m ? (G3a-5 kategorileri)
2. Bobrek hasar belirtegleri (1 veya daha fazla)
* Albuminri (albimin : kreatinin oran1 [ACR] >30mg/g)
» Idrar sedimenti anormalligi
» Tiibiiler bozukluga bagh elektrolit veya diger anormallikler
* Histolojideki anormallikler
* Goriintlileme ile tespit edilen yapisal anormallikler

* Bobrek nakli 6ykusu



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/albuminuria
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/kidney-transplantation

KBH nin bir¢ok nedeni vardir ve kiiresel olarak degisiklik gostermektedir. Ttim yiiksek
gelirli, orta gelirli ve birgok diisiik gelirli lilkede KBH’nin ana nedeni diyabet ve
hipertansiyondur. Diyabet diinyada tim KBH sebeplerinin %30-50’sini olusturmaktadir ve bu
oranin giderek artmasit beklenmektedir. Yapilan c¢alismalar kan basinci kontroliindeki
kéotiilesmenin KBH nin gelismesinde dnemli bir risk faktorii oldugunu bildirmektedir (24). Ote
yandan Asya, Sahra alt1 Afrika ve Hindistan’da nedeni bilinmeyen ve glomeriilonefrite bagl
KBH daha yaygindir. Cografi olarak lokalize KBH’de ise suyun agir metaller, topragin organik
bilesikler ve pestisitler tarafindan kirlenmesiyle olusan ¢evre kirliligi sorumlu gdsterilmektedir
(23). KBH’nin genetik ve epigenetik nedenleri de vardir. Bobrek ve idrar yollarindaki dogustan
anormalliklerle sonuglanan hastaliklar KBH nedenlerindendir. Otozomal dominant polikistik
bobrek hastaligi da yasamin ilerleyen donemlerinde KBH’ye neden olmaktadir. Genotipte
degisiklik yoluyla meydana gelmeyen, kalitsal olan, gen transkripsiyonunda ve fenotipte ortaya
¢ikan ifadedeki degisiklikler (epigenetik etkiler) de KBH’ye yatkinlik olusturur. Inflamasyon,
oksidatif stres ve tiremi, epigenomda fibroze aracilik eden siiregleri indiikleyebilir ve KBH nin
ilerlemesinde rol oynayabilir (25,26).

KBH’nin patofizyolojisine bakildiginda renal fibrozun 6nemi goriiliir. Renal fibroz,
tekrarlayan kronik yaralanmalar sonucu bobrek dokusunun basarisiz yara iyilesmesini gosterir
ve glomeriloskleroz,  tubiler atrofi  ve interstisyel fibroz ile  karakterizedir.
Glomerilosklerozun tetiklenmesi, diiz kas hicrelerinin ve mezengial hicrelerin proliferasyonu,
endotel hasar1 ve disfonksiyonu ve normalde glomeriiler bazal membrani kaplayan
podositlerin yikimi ile ger¢eklesir. Hipertansiyon ve dislipidemi glomeriilosklerozun ilerlemesi
icin birer risk faktoriidiir. Renal fibrozun diger karakteristik Ozellikleri olan tlbdler atrofi,
interstisyel fibroz ve skar olusumu ise proteiniiri ve GFH ile yakindan iligkilidir. Sitokinler ve
albiimin basta olmak iizere hasarlanan bobrekte anormal sekilde filtrelenen idrar proteinleri
tibller epitel hiicrelerini uyarirlar. Uyarilan tiibiiler epitel hiicreleri, inflamatuar stregleri
tetikleyen reaktif oksijen turleri ve kemokinleri sentezler. Bu ajanlar, inflamatuar hicrelerin
renal interstisyuma cekilmesine ve interstisyel miyofibroblastlar ile etkilesimlerin baglamasina
neden olur. Fibrozun olugmasi ve gelismesiyle hasarlanan tiibiiler epitel, rejeneratif kapasitesini
kaybeder. Boylece tiibiiller atrofiye ugrar ve fonksiyonel olmayan glomeriller ortaya gikar.
Tiibiiler hiicre alan1 6l¢timleri GFH ile yakindan iliskilidir ve histolojik olarak gosterilebilir.

Bobrek fonksiyonundaki degisimi izlemek i¢in basit ve wucuz olan GFH
kullanilmaktadir. GFH’nin hesaplanmasinda ise yaygin olarak kreatinin kullaniimaktadir.

Kreatinin, genellikle sabit bir oranda uretilen ve glomerulus tarafindan serbestce filtrelenen kas


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/urinary-tract
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/uremia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerulosclerosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/idiopathic-pulmonary-fibrosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mesangial-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mesangial-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerulus-basement-membrane
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/podocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/podocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/reactive-oxygen-species
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/reactive-oxygen-species
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemokine
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interstitium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interstitium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myofibroblast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerulus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glomerulus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/muscle-metabolism

metabolizmasinin bir yan {iriiniidiir. Kreatinin diizeyi bobrek dis1 bir¢ok faktorden etkilenebilir.
Ozellikle asir1 s1vi yiiklenmesi veya dolasim hacminin azalmasi, kas kayb1 ve sepsis gibi
durumlarda kreatinin ve idrar ¢ikis degerleri yaniltici olabilir. Ayrica Kreatinin konsantrasyonu
ek faktorler olan et tiiketimi veya protein takviyelerinin kullanimi ve fiziksel aktiviteden de
etkilenmektedir. Bir diger 6nemli husus ise kreatininin nefronlarin 6nemli bir kismi
etkilendikten sonra yukselmesidir (1,11).

Bébrek hasarinin gostergelerinden olan proteiniiri, SEBH riskinin artisiyla ve erken
oliimle iligkilidir (27). Saglikli bireyler her giin idrarda 150 mg'dan az protein ve 30 mg'dan
az alblimin kaybederler. Bu degerlerin iizerindeki protein ve albiiminin kalic1 kayiplari, artan
glomeriiler gegirgenlik ile dolasimda kalmasi gereken makromolekdllerin suzilmesine izin
veren bobrek hasarini gostermektedir (Tablo 3). Ayrica proteiniirinin azalmasi tedavi yanitinda
bobrek hastaliginin daha yavas ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (27).

ABH ve KBH tan1 ve takibinde serum kreatinin, GFH, proteiniiri kullanilsa da son
yillarda hastaligin daha erken tespiti, bu belirteclerin kisitlamalarinin getirdigi gecikmeleri
engellemek veya bu belirtegleri desteklemek amaciyla yeni belirtegler saptanmaktadir (28). Bu
yeni belirteclerden biri olan calprotectin, nétrofillerde ve monositlerde bulunan bagisiklik
sisteminin aract bir proteinidir. Calprotectin, inflamasyon sirasinda olusan reaktif oksijen
radikallerini temizleyerek oksidatif strese karsi koruma gorevi goriir (29,30). inflamasyon
bolgesinde ylksek konsantrasyonlarda tespit edilmistir ve bu nedenle lokal inflamasyon
reaksiyonlarimin gostergesi olarak goriilmektedir (31,32). Bobrek toplayici kanal epiteli
tarafindan da tretilen calprotectin, bobrek hasari sonrasi idrarda tespit edilebilir (29). Yapilan
calismalar 6zellikle prerenal ile intrinsik ABH’nin ayirt edilmesinde calprotectinin 6nemli bir
role sahip oldugunu géstermektedir (33,34). Bir diger belirte¢ olan endocan veya endotelyal
hicreye 6zgu molekil 1 (ESM-1), esas olarak akcigerler ve bobrekler olmak iizere vaskiiler
endotelyal hiicrelerden kana salinan bir dermatan stilfat proteoglikandir (35,36). Endotel hasari
ile endocanin kana salgilanmasi artis gostermektedir (37,38). Sayisi az olsa da yapilan
calismalar ABH’de serum endocan seviyelerindeki artis1 gostermektedir (39,40). Glomertler
hasar meydana geldiginde glomeriillerden yiiksek oranda eksprese edilen endocanin, klirensi
azalir ve seviyesi artar. Glomertiler hasarin 6n planda oldugu KBH hastalarinda yiiksek endocan
seviyelerinin sebebi bu sekilde agiklanmaktadir (41). Bu nedenle serum endocan seviyesi
ABH'li hastalarda glomertler/vaskiler-endotelyal hasarin boyutunu yansitabilir (42). Ayrica
GFH ile ters orantili olan serum endocan diizeylerinin KBH evresinin tahmininde yardimci

olabilecegi disiiniilmektedir (43,44).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/muscle-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/albumin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dermatan-sulfate

FRUKTOZ

Fruktoz sebzelerde, meyvelerde ve balda bulunan, yag ve glikojenin depolanmasinda
rolii olan bir monosakkarittir. Fruktoz tiiketimine bakildiginda, insanlar uzun yillar boyunca
fruktozu ortalama 16-20 g/giin olarak g¢ogunlukla taze meyveler araciligiyla tiiketirken batili
tarzda beslenmeyle birlikte fruktoz tiikketiminde artis goriilmustiir. Glintiimiizde ise yaklasik 85-
100 g/giin fruktozun tiiketildigi ve giinliik enerjinin %15-20’sinin fruktoz kaynakli oldugu
tespit edilmistir (45,46). Fruktoz, tatliligi nedeniyle islenmis yiyecek ve igeceklere yaygin
olarak eklenmektedir. Fruktozun 6nemli kaynaklarindan biri yiiksek fruktozlu misir surubudur
(HFCS). Enerji veren ve tatlandirici olan HFCS, konserve regeller, kahvaltilik gevrekler, unlu
mamiiller, gazli icecekler ve meyve suyu, soguk c¢ay gibi alkolsiiz hazir iceceklerin ¢ogunda
oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Almman besinlerdeki fruktoz yiizdeleri Sekil 1’de
gosterilmistir (47). Fruktozun gida treticileri tarafindan yaygin olarak kullanilmasinin sebebi
olarak fruktozun giiclii bir tatlandirict olmasi, ¢abuk kristallesmesi, lezzet artirici etkisi ve ucuz

olmasi gosterilmektedir (48-51).

m Alkolsiiz icecekler m Tahil Uriinleri ® Meyve ve Meyve Uriinleri
Seker ve Tatlandiricilar W Siit ve Siit Uriinleri W Diger

B Sebze ve Sebze Uriinleri

Sekil 1. Alinan besinlerdeki fruktoz ylzdeleri (47).

Fruktozun Emilimi ve Hiicreye Girisi
Fruktoz emilim, metabolizma, yikim, yikim iirtinleri ve diizenleyici mekanizmalariyla

glukozdan oldukga farklidir. Diyetle alinan fruktoz ince bagirsagin firca kenarindan glukoz



tasiyict 5 (GLUTY) ile kolaylastirilmig difiizyon yoluyla enterosit igine emilir. Glukoz ise
bagirsaktan sodyum bagimli glukoz tasiyicist 1 (SGLT) ile aktif olarak emilmektedir.
SGLT1’in ¢alismasi i¢in gerekli Na* bagirsak epitel hiicresinin bazolateral kutbunda bulunan
Na*/K*- ATPaz tarafindan saglanmaktadir (52)(Sekil 2). Enterosit icine emilen fruktoz ve
glukoz, enterositin bazolateral kutbunda bulunan glukoz tagiyici 2 (GLUT?2) tarafindan sistemik

dolasima tasinir.

Bazolateral

Fircamsi
¢ membran

kenar

Glikoz
2K*
Glikoz Sl
Fruktoz =
Fruktoz

_

Sekil 2. Glukoz ve fruktozun ince bagirsak epitel hiicresinden emilimi (52).
SGLT: Sodyum bagimh glukoz tasiyicisi 1; GLUTS: Glukoz tasiyic1 5; GLUT2: Glukoz tasiyici 2
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Fruktozun Hiicre ici Metabolizmasi

Sistemik dolasima verilen fruktozun %350'den fazlasi karacigerde metabolize edilir (53).
Bagirsaktan emilen fruktoz, portal dolagim yoluyla karacigere gelir ve GLUT?2 ile hepatositlere
alimir (54). Ardindan fruktoz fruktoliz ile karacigerde metabolize edilir. Fruktoz glikolitik
yolagin diizenleyici basamagini atlayarak glikolitik yolaga girer ve karacigerde glukoza gore
daha hizli metabolize edilir. Fruktokinaz (KHK) enzimi ilk fosforilasyon reaksiyonunu hizli bir
sekilde katalize eder ve fruktoz-1-fosfat (fruktoz-1-P) tiretilir. Boylelikle fruktoz katabolizmasi
baslar (55). Ardindan fruktoz-1-P, Aldolaz B enzimi ile trioz fosfatlarin iki ana bileseni olan
dihidroksiaseton fosfat (DHAP) ve gliseraldehite parcalanir. DHAP ve gliseraldehitin bir kismi1
glukoneogenez ile glukoza doniistiirtiliirken bir kismi laktata dontistiiriiliir ve dolagima salinir
(56). Bir kismu ise gliserol-3-fosfata (gliserol-3-P) metabolize edilebilir. Bu arada, gliserol-3-
P’den lipogenez yoluyla serbest yag asitleri (FFA) ve trigliserid (TG) yapilir. TG {iretimi
sirasinda lipid ara maddesi olan diagilgliserol (DAG) {iretilir. Daha sonra iiretilen TG, gok
diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL)-TG iiretimi ve salgilanmasinda goérevli apolipoprotein
B100 (ApoB100) ile paketlenir. Fruktoliz sonucunda birincil ve yan Grunler olarak glukoz,
laktat, FFA, VLDL- trigiliserit (TG), iirik asit (UA) ortaya ¢ikmis olur. Ayrica gliseraldehit bir
dizi enzimle (gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, fosfogliserat kinaz, fosfogliserat mutaz,
enolaz, piruvat kinaz ve piruvat dehidrojenaz tarafindan ardisik olarak) katalizlenerek
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine katilmak iizere asetil-CoA'ya da dontistiiriilebilir (Sekil
3).

Fruktoz ekstrahepatik olarak da metabolize edilir ve emilir. GLUTS’in, yag dokusu,
bobrek, kas iskelet dokusu, testis ve beyinde yaygin olarak bulunmasi, diistik afiniteli bir
fruktoz tasiyicis1 olan GLUT2’nin bdbrek ve ince bagirsakta onemli Ol¢lide bulunmasi
nedeniyle fruktoz ekstrahepatik olarak emilir ve metabolizmasi  gergeklesir
(53). Glomeriillerden siiziilen fruktozun bir kism1 GLUT2 ve GLUTS5 ile proksimal tiibiillerden

geri emilerek yikimi gergeklesir. Geri kalani ise idrarla atilir (57).
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Fruktoz

o
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Fiiktos urik asit sentezi
ATP
Fruktokinaz <A
I ADP > AMP
Fruktoz-1-fosfat :
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/ \ 5 //
Gliseraldehit Dihidroksiaseton fosfat
(DHAP) 1
Gliseraldehit-3-fosfat Gliserol-3-fosfat
v v }
Laktat «—» Piruvat Trigliserit (TG) —lpogenez  VLDL
. NED 7))
..y Asetil COA ..--=" ’ y -

Sekil 3. Fruktoz metabolizmasi.
VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein

Fruktozun Patofizyolojik Etkileri

Fruktolizin hizli gerceklesmesinden dolayr ATP tiikenmesine yol acar ve bu durum
metabolik strese neden olur (58). ATP tukenmesi, oksidatif strese, inflamatuar yanitlara ve
anormal instlin, inflamatuar sitokin, leptin, adiponektin ve endotoksin tretimine neden olur.
Bu durum doku ve organlardaki metabolik yiikii kotiilestirir, istah1 ve gida alimini bozar (59).

Fruktoliz sonucu olusan metabolik trlnler olan glukoz, laktat, FFA, TG, VLDL-TG,
DAG, UA asint dretilir ve ardindan sistemik dolasima katilir. Olusan metabolitlerin
ekstrahepatik dokulara iletilmesi ve metabolizmasiyla da enerji hemostazi etkilenir ve doku -
organ fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur. Bu nedenle yiksek fruktoz seviyesi ve
fruktoliz sonucu olusan metabolitlerin yiiksek seviyeleri tehlikeli faktorler olarak kabul
edilmektedir (59).

Yiiksek fruktoz tiikketimiyle hepatik lipogenezin artis1 metabolik yiik olusturmaktadir.
Artan lipogenez sonucu olusan artan plazma TG ve VLDL-TG seviyeleri, hiperlipidemiye ve
ekstrahepatik doku ve organlarda TG birikimine neden olur (60). Ayrica fruktozla beslenme

hepatik karbonhidrat yanit eleman1 baglayici proteini (ChREBP) yukari regiile ederek glikolitik
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akis1 artirabilir ve glukoz homeostazint bozucu etki gosterebilir (61). ChREBP'nin yukari
diizenlenmesi de karacigerde tekli doymamis yag asitleri ve ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA) iiretimini artirmak i¢in gerekli enzimleri aktive eder. FFA asir1 Gretimi, mitokondriyal
islev bozukluguna da aracilik eder. Fruktozla beslenen hayvanlarin farkli dokular
incelendiginde mitokondriyal kiitlede artis, mitokondriyal elektron tasima kapasitesinde
azalma, mitokondriyal membran potansiyeli kaybi ve antioksidan savunmada bozulma
ile karakterize edilen mitokondriyal disfonksiyon saptanmistir (62-65).

Karacigerdeki kontrolsiiz fruktoz katabolizmasinin ATP tukenmesine ve sistemik
dolagimda asir1 UA iiretimine neden olarak insanlarda ve deney hayvanlarinda hiperiirisemiye
neden oldugu gosterilmistir (66). Yapilan ¢aligmalar, Fruktozun neden oldugu serum UA
yiikselmesinin ekstrahepatik dokularda ROS olusumuna neden oldugunu ve hiperiiriseminin

kronik bobrek hastaliklarini tetikledigini ortaya koymaktadir (59,67).

Fruktoz ve Bobrek Hasar1

Son yiizyillda fruktoz tiiketimindeki artisla beraber obezite, diyabet ve bobrek
hastaliklarinin goériilme sikliginda artis saptanmistir. Yapilan bir kohort ¢alismasinda, daha
yiiksek sekerle tatlandirilmis icecek tliketiminin, artmis KBH olasiligr ile iligkili oldugu
gosterilmistir (68). Buna bagli olarak bobrek hastaligi gelismesinde yiiksek miktarda fruktoz
tiketiminin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (5). Yapilan ¢alismalarda yiiksek fruktozlu
icecekleri diizenli tiiketen insanlarda, KBH gelisme riskinin yaklasik %60 arttig1 bildirilmistir
(4). KBH olusmasinda artan fruktolize bagli olarak inflamatuar etki gosteren (rik asit
tiretimindeki artig, mitokondriyal stres ve fibroz sorumlu tutulmaktadir (5). Gersch ve
arkadaglar1 (69) yaptiklari ¢alismada %60 fruktoz iceren diyet uygulamasimin bdbrek
fonksiyonlarmi1  koétiilestirdigini, proteiniiriyi  alevlendirdigini ve glomerilosklerozu
hizlandirdigini, glukoz igeren diyetle beslenen siganlarda ise bu bulgularin ortaya ¢ikmadigini
gostermislerdir. Morfolojik olarak ise, yliksek fruktozlu diyetin bobrek agirliginda artisa ve
sican bobreginde hafif tubulointerstisyel hasara neden oldugu bildirilmistir. Olasi
mekanizmanin proksimal tiibiiler hiicre ¢ogalmasinin fruktoz ile dogrudan uyarilmasi

olabilecegi disiiniilmistiir (70).

Fruktoz katabolizmasini baslatan fruktokinaz enzimi ekstrahepatik olarak bobrekte de
eksprese edilir. Ancak gosterilmistir ki fruktokinaz enzimi nefronun tiim segmentlerinde degil
sadece prokismal tubilde eksprese edilmektedir (71,72). Proksimal tibadl hicrelerinin apikal
tarafinda bulanan GLUTS araciligiyla sitozole giren fruktoz fruktokinaz enzimiyle metabolize

edilir (72). Ardindan yine proksimal tiibllde eksprese edilen aldolaz B ile Gliserol-3-P, DHAP
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ve gliseraldehite yikilir. Fruktokinaz enziminin fruktozu katalizlemesi ATP tikenmesine yol
acarak UA tiretimi ile sonuglanir. Asirt UA {iretimi ise hiperiirisemiye neden olur (66). Yiksek
fruktoz tiiketimi ve metabolize olmasi sonucu artan UA, oksidatif stresi tetikler. Hiperiirisemiye
ek olarak fruktoz metabolizmasi sonucu meydana gelen hiperlipidemi ile birlikte ROS Gretimi
organ hasarina neden olmaktadir (59). Sonug olarak lokal meydana gelen oksidatif stres bobrek
fonksiyonlarinda bozulmaya neden olur (73). Ayrica UA’nin tiibllointerstisyel hasar disinda
endotel disfonsiyonuna, glomeriiler hipertansiyona yol agan inflamasyona neden oldugu
disiiniilmektedir (66,67,70,74-76).

Sonug olarak bakildiginda, fruktozun kronik tiiketimi tiibiilointerstisyel hastaliga neden

olur ve renal otoregiilasyonu degistirici rol oynar (70,77).

FERROPITOZ

Hiicre 6limi hiicrenin temel yasam siireclerinden biridir. Fizyolojik veya patolojik
kosullarda hiicrenin yagsaminin sonunu ifade eder. Tanimlanmig bir¢ok hiicre 6liim sekli vardir
ve hiicre 6liim sekilleri morfolojik, islevsellik (fizyolojik - patolojik), enzimolojik, immunolojik
ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Her gegen giin hiicre 6liim yollarini1 diizenleyen yeni
mekanizmalar kesfedilmektedir ve bu durum siniflandirmada karmasaya neden olmaktadir. Son
yillarda Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi (NCCD), hiicre liimiiniin siniflandirilmasi ve
yorumlanmasi i¢in kilavuzlar formiile etmistir. NCCD, hiicre 6liimlerini kaza sonucu hiicre
6lumu (accidental cell death (ACD)) ve diizenlenmis hiicre 6liimii (regulated cell death (RCD))
seklinde iki ana alt baslikta tanimlamistir. ACD, plazma zarinin parcalanmasiyla meydana
gelen ve genellikle anlik olup kontrol edilemeyen hiicre Slimiinii ifade eder. RCD ise
farmakolojik veya genetik olarak diizenlenebilen ve sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonuyla
meydana gelen hiicre 6liim seklini ifade eder (78). RCD’nin bir formu olan ferropitoz, lipid
peroksidazyon mekanizmas: ve demir homeostazindaki degisiklikler sonucunda ortaya

cikmaktadir.

Ferropitozdan ilk olarak 2003 yilinda Dolma ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
erastin ile indtklenen apopitotik olmayan hicre 61imu olarak bahsedilmis ancak ilk olarak 2012
yilinda Dixon ve arkadaslar1 tarafindan ferropitoz demirle indiiklenen ve apopitotik olmayan
hiicre 6liimii olarak tanmimlanmistir (79,80). Ferropitoz hiuicre morfolojisi ve biyokimyasal
ozellikler olarak diger RCD tiirleri olan apopitoz, nekroz ve otofajiden farklidir. Hiicre
kiigiilmesi, kromatin yogunlagsmasi, apopitotik cisimlerin olusumu ve ardindan hiicre iskeletinin
pargalanmasi gibi tipik apopitotik hiicre 6liminin morfolojik 6zellikleri, nekrozun morfolojik
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ozellikleri olan sitoplazma ve organellerin sismesi ve hiicre zarinin yirtilmasi veya otofajide
gorulen otofajik vakuoller ferropitozda gorilmez. Morfolojik olarak ferropitotik hiicre
6luminde mitokondriyal kristanin azalmasi veya kaybolmasi, mitokondriyal hacimde azalma,
mitokondri membran yogunlugunda artig goriilir. Bu degisiklikler meydana gelirken hiicre
¢ekirdegi normal boyuttadir, kromatin kondensasyonu gerceklesmez ve hiicre zar1 saglam kalir.
Biyokimyasal olarak ise nekrozda goriilen ATP seviyelerinde azalma, otofajide goriilen artmis
lizozomal aktivite, apopitozda goriilen DNA parcalanmasi ferropitozda goriilmez. Ferropitotik
hiicre oliimiinde ferropitoza Ozgii olarak demir (Fe?*) birikimi ve lipid peroksidasyonu
gerceklesir (80-82).

Ferropitozda Demir Birikimi

Demir, canlilar i¢in Onemli bir temel metaldir. DNA replikasyonu, onarimi ve
translasyonu, eritropoez, oksidatif metabolizma gibi birgok biyolojik sure¢ igin gereklidir.
Demirin Fe** (ferrdz) veya Fe** (ferrik) olarak iki oksidasyon durumu vardir. Gidalar genellikle
ferrik demir icerir ve emilebilmesi i¢in ferr6z demire indirgenmesi gerekir. Fe** serumdaki
transferrine (TF) baglanarak taginir. Demire bagli (Fe*") transferrin hiicre zarindaki transferrin
reseptor 1’e (TFR1/TFRC) baglanir ve ferrik demir hiicre igine girer (83). Endozom iginde
ferrik demir ferrdz demire indirgenir. Ferr6z demir endozomdan iki degerlikli metal tastyici 1
(DMT1) yoluyla sitozole birakilir (81). Hiicre igine salinan ferr6z demir, mitokondride oksijen
tasinmast (hem yapimi) ve enerji metabolizmasi gibi hiicresel islevlerde kullanilir. Ayni
zamanda kofaktor olarak demir gerektiren enzimlerin aktivitesini diizenleyerek oksidatif streste
rol oynar (84). Hucre i¢i proteine bagli olmayan redoks aktif demir (sitozolik ve mitokondriyal
kararsiz demir havuzu (LIP)) hiicresel islevlerde kullanilabilir veya ferritin olarak
depolanabilir. Demir alimi, depolanmasi veya kullanimi arasindaki dengesizlik sonucu artan
hicre igi kararsiz demir fenton reaksiyonu ile dogrudan reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
iiretimine rol acar. Olusan ROS lipid peroksidasyonuna neden olur. Boylece oksidatif hasari
artirabilir (80). Hem hiicre i¢i kararsiz demirin artist hem de demir aracili ROS diretimi
ferropitozis indiikleyicilerine duyarlilig1 artirir (80,85-90).

TFRC/TFR1 hucre ytzeyinde bulunur ve demir yuklt TF icin dimerik bir glikoprotein
reseptoridiir. Yiksek demir ihtiyacinin karsilanmast gereken durumlarda TFR1’in
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (91). TFR1 ekspresyonunun artisi hiicreleri hiicre i¢i
demir havuzunu artirarak erastin kaynakli ferropitoza duyarli hale getirmektedir (81)(Sekil4).

TFR1’in y1ikilmasi veya gen ifadesinin azalmasinin ise ferropitotik hiicre 6liimiinii inhibe ettigi

15



gosterilmigstir (92). Feng ve arkadaslar1 ise TFR1 birikiminin ferropitoza 6zgii oldugunu

gostermis ve ferropitoz belirteci olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (93).

Ferropitozda Lipid Peroksidasyonu

Yag asitleri hiicresel lipid metabolizmasinin temelini olusturur. Enerji temini, hiicre zar1
olusumu gibi hiicresel islevleri yerine getirirler. Ayn1 zamanda ¢esitli sinyal molekiilleri i¢in
bir dncu gorevi gorurler (94). Uzun zincirli yag asitleri ikiden fazla ¢ift bag i¢erdiginde ¢oklu
doymamis yag asidi (PUFA) olarak adlandirilir (95). PUFA’da bulunan yiiksek sayidaki ¢ift
bag, PUFA’nin oksidasyona karsi duyarliligini artirmaktadir (96). Ayrica membranlarda
bulunan PUFA’lar ROS saldirilarinin ilk hedefidir (97). Hiicre membraninda bulunan
PUFA’larin oksidasyon reaksiyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanmaktadir. PUFA’lar
lipid peroksidasyonuna duyarlidir ve lipid peroksidasyonu ferropitozun ayirt edici 6zelligidir
(98). PUFA’larin oksitlenmesinde dogrudan demir rol alabildigi gibi demir igeren lipooksijenaz
(Lox) enzimi de rol alabilir ve sonucunda lipid ROS’lar1 olusur (99). Lipid peroksidasyounun
son drunlerinden biri t¢ karbonlu bir dialdehit olan malondialdehittir (MDA). Bu 6énemli son
uriin hicre membran gegirgenligini arttiran enzimlerin aktivitelerinin bozulmasina, DNA
yapisindaki baz degisimlerine ve kirilmalara neden olmaktadir. Ayrica membranlardaki iyon
aligverisine etki eder ve lipidlerin ¢apraz baglanmasina neden olur. Boylece hiicre i¢i iyon
dengisi bozulur. MDA diizeylerindeki artis serbest radikallerin iiretimini arttir, antioksidan
aktiviteyi ise azaltir. Bu durum hiicre i¢i antioksidanlar ile serbest radikaller arasindaki
dengenin bozulmasiyla sonuglanir (100-102).

Aragidonik asit (AA) ve adrenik asit (AdA) lipid peroksidasyonunun ana substratlaridir
ve bu nedenle ferropitozu indiikleyen baslica PUFA’lardir (103). Acil-CoA sentetaz uzun
zincirli aile tiyesi 4 (ACSL4) ve lizofosfatidilkolin asiltransferaz 3 (LPCATS3) hiicrelerde lipid
peroksit substratlarinin birikmesine neden olan pro-ferropitotik diizenleyicilerdir. ACSL4 Once
serbest AA/AdA'nin CoA'ya biyokimyasal reaksiyonunu katalize ederek AA/AdA-CoA
tiirevlerini olusturur. Ardindan LPCAT3 AA/AdA-CoA ve membran fosfatidiletanolaminin
(PE) biyosentezini katalize eder ve AA/AdA-PE olusturur (103-105). Olusan AA/AdA-PE’ler
enzimatik olarak Lox yoluyla veya otooksidasyon yoluyla PE-AA-OOH olusumuna
ilerleyebilir. Bu reaksiyonlar mitokondriyal zarda ya da hem mitokondriyal hem endoplazmik
retikulum zarinda gergeklesebilir (80,98,103). Sonug olarak olusan sitotoksik lipid peroksitler
(L-OOH) hiicre oliimiine neden olur. Ayrica glukozun Krebs déngust urinleri de lipidlere
doniiserek ROS iiretimine katilir (106)(Sekil 4). Tekli doymamis yag asidi (MUFA)

molekiillerinin ise PUFA’larin aksine ferropitozdan kurtarici etkiye sahip oldugu, disardan
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MUFA takviyesinin hiicrelerin ferropitoza yenik diisme egilimini azalttigi bildirilmistir
(98,107,108).

Yapilan ¢alismalarda ACSL4’{in genetik kaybi1 veya farmakolojik inhibisyonunun uzun
zincirli PUFA’larin MUFA’lara doniisiimiine neden olarak ferropitoza gidisi engelledigi
gosterilmigtir (103,109,110). Tam tersi olarak ACSL4’iin artan ekspresyonu/aktivitesi hiicreyi
ferropitotik hiicre 6lumune gdétirebilir (111,112). Sonug olarak ferropitozun diizenlenmesinde
rol oynayan ACSL4 veya LPCAT3'lUn inhibisyonu veya ekspresyonunun azaltilmasi hiicrelerde

lipid peroksit substratlarinin birikmesini azaltarak ferroptozu inhibe eder (103).

Ferropitozda Antioksidan Mekanizma

Ferropitozda iki 6nemli antioksidan mekanizma dikkat cekicidir. Birincisi huicrelerdeki
O6nemli bir antioksidan sistemin parcasi olan  sistin ve glutatyonun (GSH) hucresel
duzenleyicisi sistin-glutamat antiporter X  sistemidir.  Sistem X, fosfolipid cift
katmanlarinda bulunan transmembran protein kompleksidir ve iki temel alt bilesenden olusur:
hafif zincir alt birimi SLC7A11 ve agir zincir alt birimi SLC3A2 (113). Bu kompleks sayesinde
hiicre icine sistin alinirken hiicre digina glutamat atilir ve bu degisim 1:1 oraninda gergeklesir.
Hiicre dis1 glutamat birikimi sistem X ¢ ’yi inhibe eder ve hiicre igi sistin tikenmesi ferropitozu
indukler (80,114). Ayrica X ¢ sisteminin alt brimi olan SLC7A11'in yukar1 diizenlenmesinin,
disardan indiiklenen ferropitozu inhibe ettigi bildirilmistir (115). Hiicre i¢ine alinan sistin
endojen antioksidan olan GSH iiretimine katilir (92,116). GSH dretimi hiicre igi sistein
varligina baghdir ve glutatyon peroksidazlarin (GPX) ROS’u azaltmasinda gorevli
kofaktorudur (117).

Ikinci énemli antioksidan mekanizma ise bir glutatyon peroksidaz olan GPX4 tiir.
GPX4, lipid peroksitlerin azalmasimi katalizleyen ferropitozdan koruyucu ana diizenleyici
enzim olarak gosterilmektedir (118). GPX4 aktivitesi selenyum ve GSH tarafindan kontrol
edilir. GPX4’iin kofaktérii olan GSH’1in tiikenmesi ferropitozun tetiklenmesine neden olur.
Yapilan bir ¢alismada selenyumun GPX4’{in ferropitozdan koruyucu aktivitesini artirabilecegi
gosterilmistir. (119). Ferropitozun baslamasi, dolayli olarak sistem X ¢ ’nin inhibisyonu ile
GPX4’iin islev gorememesi ve ferropitoz belirteci olan lipid peroksidlerinin birikimiyle
meydana gelir (80). GPX4 ekspresyonunun indiklenmesi ferropitozu inhibe edici etkiye
sahiptir (81). GPX4 ekspresyonun azalmasi ise ferropitozu indikleyici bir etki gosterir
(120)(Sekil 4).
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TFR1: Transferrin reseptor 1; DMT1: Endozomdan iki degerlikli metal tasiyic1 1; ACSL4: Acil-
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o
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CoA sentetaz uzun zincirli aile Uyesi 4; LPCATS3: Lizofosfatidilkolin asiltransferaz 3; GSH:

Glutatyon; Se: Selenyum; GPX4: Glutatyon peroksidaz 4.

Ferropitoz ve Bobrek Hasar:

Ferropitozun hastaliklardaki rolii net olmamakla birlikte bircok hastalikla
iligskilendirilmektedir. Her gecen giin ferropitozun maligniteler, norodejeneratif hastaliklar,
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar;, akut bdbrek hasari, karacifer ve kalp hastaliklari,
hemokromatoz, noropsikiyatrik hastaliklar (bipolar bozukluklar, depresyon, sizofreni ve
Huntington hastalig1) ve daha bir¢ok hastalik ile iliskili oldugu bildirilmektedir (121-124).
Bir¢ok organ hasarinda ferropitoz goriilse bile ferropitoza en duyarli organ olarak bdébrek
gosterilmektedir (125)(Sekil 5).
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Sekil 5. Ferropitoz ile iliskili olan hastaliklar. (124).

I/R: iskemi/reperfiizyon Hasar

Son yillarda ABH ve ABH’nin KBH’ye ilerlemesinin nedeni olarak demir birikimiyle
beraber demir metabolizmasi ile ilgili proteinlerin bozulmus ekspresyonu ve renal kortekste
yuksek hemoglobin maruziyeti gosterilmektedir (126,127). Ayrica bobrek hastalarindaki lipid
metabolizmasindaki bozulma ve ferropitoza gidiste hiperlipidemi, yag asidi alim bozukluklari,
yag asidi oksidasyonu bozuklugu ve obezite sorumlu tutulmaktadir (128-130). ABH’ nin
patogenezi olduk¢a karmasiktir. Nefronlarin hasarlanmaya en duyarli kismi proksimal
tibdllerdir (131). ABH’de bobrek hasarmin olugsmasinda ana neden ROS olusumu olarak
gosterilmektedir (116,132-134). Yapilan bir ¢alismada GPX4’iin yoklugunda yogun bdbrek
tiibiiler hiicre olimii gergeklesmis ve ardindan farelerin ABH’ye bagli olarak o6ldiigi
gozlemlenmistir (125). Baska bir ¢calismada ise GPX4 lin indiiklenmesiyle iskemi reperflizyona
bagli olusan hasar engellenerek ABH gelisiminin 6nlendigi goriilmiistiir (135).

ABH progresyonunu belirlemede demir 6nemli bir rol oynar ve plazma ferr6z demir
seviyeleri ABH riski ile pozitif iligkilidir (136,137). Ferroportin hicre i¢i demirin hiicre digina
atiliminda gorevli tek proteindir. Bu nedenle plazma demir seviyesinin diizenlenmesinde
onemli bir role sahiptir. Ferroportin proksimal tiibiillerin bazolateral membraninda yer alir ve
renal demirin geri emiliminde goérevlidir. Yapilan bir ¢aligmada ABH’li farelerde ferroportin
geninin susturulmasi sonucu GPX4 ve ferritin ekspresyonunda artis gozlemlenmis ve bobrek

fonksiyonlarinda iyilesme tespit edilmistir (85). Bu durum hiicre i¢i kararsiz demiri sinirlamak
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icin ferritinin ekspresyonunda artis oldugu ve bdylelikle akut bobrek hasarini azalttigr seklinde
yorumlanabilir. Bu goriisii destekler sekilde bagka bir calismada ise ferritin geninin proksimal
tubiillerde susturuldugu ABH’li farelerde hayatta kalma orani azalmis olarak bulunmustur
(138). Demirin fenton reaksiyonuyla ROS Uretebilmesi bébrek proksimal tubullerinde oksidatif
hasar agisindan Onemlidir. Ayrica demir yikiindeki artis lipid peroksidasyonunui da
siddetlendirecegi i¢in bobrek fonksiyonlarini koétiilestirici etki gosterir (139). Bu nedenle
ABH’de kararsiz demirin uzaklastirilmasi veya selasyonu ABH tedavisine katki saglayabilir.

Bobrekte lipid birikimi ABH ilerlemesine katkida bulundugu gibi mevcut ABH nin
kotiilesmesine de neden olur (140-143). Ozellikle ABH nin ana nedenlerinden biri olan iskemi
reperfiizyon hasarinda bobreklerdeki yag asidi alim-kullanim dengesi bozulur ve yag asidi
oksidasyonunun diizenlenmesi zorlasir. Bunun sonucunda lipid birikimi meydana gelir ve bu
durum lipid peroksidasyonunu hizlandirarak ROS olusumuna neden olur (140). Lipid
peroksidasyonuyla ortaya ¢ikan oksidatif hasar bobrek hasarinda artisa neden olur. Buna karsin
lipid peroksidasyonunu inhibe edecek bir miidahale ise bobrek hasarmi hafifletici etki
gosterebilir ve ABH’de olasi bir tedavi segenegi olabilir (144).

Bir diger ABH nedeni olan rabdomyolizde (RM) olusan bobrek hasari incelendiginde
miyositlerin pargalanmasi ile agiga ¢ikan miyoglobinin (Mb) bobrekte birikmesi goriiliir. Mb
metabolizmasi tarafindan iiretilen demir hem proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde dogrudan
lipid peroksidasyonunu indlkler hem de fenton reaksiyonu ile ROS (retimine neden olur.
Yapilan calismalarda RM ile indiiklenen ABH’de demir selatérlerinin kullaniminin Mb’lerin
neden oldugu toksisiteyi azaltabildigi ve bobrek hasarimi hafifletebilidigi gosterilmistir
(138,139,145). Guerrero-Hue ve arkadaslari ise RM ile indiiklenen ABH’de ferropitozun rolii
oldugunu ve ferropitozun inhibe edilebilecegini gostermistir (146).

Bir baska ABH nedeni folik asit (FA) yiiklenmesidir (147). FA bdbrek lumeninde ve
bobrek tubiler epitel hiicrelerinde hasara neden olur (148,149). FA ile indiklenen ABH hayvan
modellerinde bobrekte lipid peroksidasyonu olugsmus ve bir ferropitoz inhibitorii olan
ferrostatin-1 ile tedavi edilen hayvanlarda bobrek hasarinin azaldigi ve bobrek fonksiyonunun
diizeldigi gosterilmistir (6).

Diger bir ABH nedeni ise yaygin olarak kullanilan anti-tumar bir ilag olan sisplatindir.
Sisplatin ile indiiklenen ABH’de demir diizeylerindeki artis dikkat ¢ekicidir ve demir selatorii
ile muamele bobrek hasarina karst koruma saglar (150). Bir baska calismada ise proksimal
tiibiilde ferritin ekspresyonu susturulmus farelerde sisplatin uygulamasi sonrasi siddetli bobrek

hasar1 goriilmustiir (138). Bu ¢alismalar sisplatine bagli olusan bobrek hasarinda ferropitozun
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rolii oldugunu gostermektedir. Sonug olarak bircok ABH modelinde patofizyolojik siireclerde
ferropitozun énemli bir rolii bulundugu gosterilmistir.

Kronik bobrek hastaligi (KBH) bobrek fonksiyonlarinin kademeli olarak aylar veya
yillar igerisinde kaybi ile giden bir bobrek hastaligidir. KBH’de uzun siireli yaralanmayi
gosteren renal fibroz yaygin goriilen bir patolojidir (23). Renal fibrozun meydana gelmesinde
uzun sureli renal tibuler hasar sorumludur. Literatirde renal fibroz ile ferropitozun dogrudan
iliskisini gosteren kanitlar olmasa da KBH’de goriilen lipid ve demir metabolizmasindaki
bozulma KBH’de ferropitozun rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Saglikli bir bobrekte renal demir birikimi goriilmezken KBH’de tubiiler demir birikimi
ROS olusumuyla oksidatif hasara neden olur (126,151). Biriken demirin uzaklastiriimasi
oksidatif stresi azaltarak hem ferropitotik hiicre 6liimiine gidisi durdurur hem de renal fibrozun
azalmasina katkida bulunur (152-154). Bu nedenle KBH’nin ilerlemesini geciktirmek icin
demir selasyon tedavileri kullanilmasi oksidatif hasar1 azaltarak fibroz olusumun engelleyebilir
(152).

KBH’de goriilen renal lipid birikiminin nedeni hiperlipidemi ve/veya obezite olarak
goriilmektedir. KBH nin ilerlemesi lipid birikimi artisi ile koreledir (155-158). Hiperlipidemi
ve/veya obezitede adipoz dokudan adipoz olmayan dokulara ektopik lipid birikimi olarak
adlandirilan lipid taginmasi artar (159). KBH’de hiperlipidemi ve/veya obeziteye bagl ektopik
lipid birikimi ya da kendiliginden ektopik lipid birikimi gorilebilir (159,160). Yiiksek yagh
diyetle beslenmeye bagli olarak da bobreklerde lipid birikimi goriilebilir (161). Bu renal lipid
birikimi lipid peroksidasyonunu ve ROS olusumunu artirarak organellere zarar verebilir ve
ferropitoz olusabilir. Olusan oksidatif stres renal tiibiller ve glomeriiler yapilarin
hasarlanmastyla sonuglanir (129). Bu nedenle KBH’de doku hasarini hafifletmek i¢in ektopik
lipid birikimini onlemek ve lipid metabolizmasini diizenlemek esastir. Ancak KBH’de

ferropitozun rolii net degildir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismaya Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
TUHADYEK-32 protokol no’lu ve 2021.10.03 karar numarast ile etik onay almmustir (Ek-1).
Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde iiretilen ve
standart laboratuvar kosullarinda (22 = 1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan 2-2,5
aylik Spraque-Dawley erkek sicanlar kullanildi. Tiim deney asamalarinda ayni birimde tutulan
sicanlara standart sigan yemi verildi.

Calismamizda; 34 erkek sican kullanildi. Sicanlar 4 gruba ayrildi. Deney siiresince
kontrol grubu ¢esme suyu verilirken yiiksek fruktoz gruplar1 %20 fruktoz igeren gesme suyu
verildi.

Kontrol Grubu (n=8) siganlara ¢esme suyu verildi.

F4 Grubu (n=9) si¢anlara 4 hafta boyunca % 20 fruktoz igeren ¢esme suyu verildi.

F8 Grubu (n=8)siganlara 8 hafta boyunca % 20 fruktoz i¢eren ¢esme suyu verildi.

F12 Grubu (n=9) siganlara 12 hafta boyunca % 20 fruktoz igeren ¢esme suyu verildi.

Siganlar deney stirelerinin son giiniinde metabolik kafese alinarak 24 saatlik idrarlari
toplandi. Sigcanlarin 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda kanlar1 ve her iki
bobregi alindi, eksanguinasyon yontemi ile 6tenazi uygulandi. Bobrekler uzunlamasina ikiye
bollnerek bobregin bir yaris1 histopatolojik inceleme i¢in %10’lu formalin soliisyonuna
konuldu, diger yaris1t ELISA kitlerine uygun tampon ile soguk sartlarda homojenize edilip
ependorf tiiplere konularak analizler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Diger bobrek
uzunlamasina ikiye boliinerek yedek olarak -80°C’de saklandi. Kan 6rnekleri tiiplere alinarak
sogutmali santrifiij ile +4°C’de 1000 g’de 15 dk, idrar 6rnekleri +4°C’de 1000 g’de 20 dk
santrifiij edildikten sonra laboratuvar calismalar1 yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
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Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre
Hassas terazi
Sogutmali santriflj
Su banyosu

Otomatik pipetler

Vorteks

Derin dondurucu
pH metre

Manyetik karistirict
Homojenizator
Otoanalizor

Distile su cihazi
Cam malzemeleri
Elisa plaka okuyucu

Elisa plaka yikayici

: Spectronic Unicam Helios «, ingiltere

: Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

: MPW 350R, Polonya

: Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

: Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvicre

Eppendorf Multipipette/Repeate(Xstream), Amerika

: Heidolp, Almanya

: Thermo Elektron Corporation, USA

: InoLab, Level 1, Almanya

: Remi Equipments, Hindistan

: Polytron Kinematica AG, Isvigre

: C16000, Architect, ABBOTT, Amerika
: Millipore, France

: Deney tupleri, beherler vb.

: Bio Tek Instruments, Inc (USA)

: Bio Tek Instruments, Inc (USA)

Kullamlan Kimyasal Malzemeler

NaOH

NaCl

DTNB

EDTA

KCI

Na2HPO4
Na2CO3

CuSO4

GPX4 ELISA kit
TFR-1 ELISA kit
CALP ELISA kit
ESM-1 ELISA kit
ACSL4 ELISA kit
Iron Assay kit
Fruktoz

: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Riedel de Haen, Almanya

: Panreac, Ispanya

: Bioassay Technology Laboratory Katalog No: E2195Ra-96T

: Bioassay Technology Laboratory Katalog No: E1656Ra-96T

: Bioassay Technology Laboratory Katalog No: E1210Ra-96T
: Bioassay Technology Laboratory Katalog No: E0961Ra-96T
: Bioassay Technology Laboratory Katalog No: E2932Ra

: Elabscience Biotechnology Inc. Katalog No: E-BC-K139-M

: Biomatik D-Fructose Katalog No: A2419
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Biyokimyasal Calismalar

Serum numunelerinde dre, kreatinin, rik asit, kalsiyum (Ca*™), potasyum (K*) ve demir
diizeyleri incelendi. Bu parametreler bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kullanildi.
Olguimler Trakya Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvari’nda
bulunan otoanalizor (AU5800; Beckman Coulter Inc., CA, USA) kullanilarak 6lgiildii.

Idrar numunelerinde kreatinin ve sodyum (Na*) dlgiimleri Trakya Universitesi Saglik
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvari’nda bulunan otoanalizoér (AU5800; Beckman

Coulter Inc., CA, USA) kullanilarak olgtldii.

Kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gore hesaplandi (162).

Idrar kreatinin (mg/dl) x Giinliik idrar hacmi

Kreatinin Klirensi (ml/dk) =
Serum kreatinin (mg/dl) x 1440

Fraksiyonel sodyum atilim1 (FeNa) % asagidaki formiile gore hesaplandi.
Idrar Na (mmol/L) x Serum kreatinin (mg/dl)

FeNa (%) = x 100
Idrar kreatinin (mg/dl) x Serum Na (mmol/L)

Bobrek Homojenizasyonu

Bobrek dokular1 kesilerek tartildi. Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu.
Malondialdehitin (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri i¢in 0.15 M KCI soliisyonu %10’luk
(w:v) olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan homojenatlar 1500 g 15 dk +4°C’de santrifiij edildi.
Stipernatant kismi1 ayrildi. Ayrilan slipernatantlar MDA ve GSH diizeyi 6l¢limlerinde kullanildi.
Elisa calismalarinda kullanilan doku homojenatlar1 ise 0.01 M PBS (pH 7.2) tamponu ile
%10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlanarak 5000 g 5 dk +4°C’de santrifiij edilerek hazirlandi.

Glutatyon Diizeyinin Olguimii
Glutatyon igeriginin belirlenmesi ic¢in, doku homojenatlarindaki serbest siilfidril

gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu renk spektrofotometrik olarak belirlendi (163,164).

24



Cozeltiler:
1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum
EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢oziildii.
2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na2HPO4 )
3. 1 mM Elman ayiract: 4 mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml

%1°lik sodyum sitrat ¢cozeltisinde ¢oziildii.

Deneyin yapihisi:

300 uL 0.15 M KCI ve 600 pL proteinsizlestirme ¢ozeltisi, 100 uL. doku homojenati
tizerine eklendi. Bu karisim 3000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Ardindan 400 pL silipernatant
aliarak {izerine 1600 pL. M Na2HPO4 ve 400 pL Ellman ayiraci eklendi. Absorbanslar
homojenat icermeyen ayira¢ koriine karst 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon
katsayis1 (3 =1.36 104 M-1cm-1 ) kullanilarak hesaplandi. Sonug¢lar umol GSH/mg protein

olarak belirtildi.

MDA Duizeyinin Olguimi
Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin sicak ve asidik ortamda
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi neticesinde ortaya c¢ikan pembe renk

spektrofotometrik yontemle 6lguldu (163,164).

Cozeltiler:
1. %8.1’lik Sodyum dodesil sulfat (SDS)
2. %?20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5 olarak ayarlandi)
3. %0.8’lik Titobarbitiirik asit (TBA)
4. N-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapilisi:

100 uL doku homojenati; 100 pL %8.1°1lik SDS, 750 uL %20’lik asetik asit, 750 pL
%0.8’lik TBA ve 300 pL distile su ile karistirildi. Karigim 1 saat siire ile 95 °C’deki sicak su
banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra tizerine 500 puL distile su ve 2500
uL butanol/piridin eklenerek 1 dABHka vorteksle karistirildi. Organik fazin ayrilmasi i¢in 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda ayira¢ koriine karsi
absorbanslar okundu. Sonuglar MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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Bobrek Doku Protein Duizeyinin Olguilmesi

Doku protein diizeyleri, alkali bakir tartarat ayiracinin peptid baglar1 ile kompleks
yapmasi prensibine dayanan Lowry yontemi ile saptandi (165). Her 7 yada 8 amino asit artig1
1 bakir atomunu baglar. Fenol ayiract; bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde
mavi-mor renk olusur. Olusan renk 660 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Cozeltiler:

Fenol ayiraci: 2 N folin ayiracindan 2,5 ml alinarak distile su ile 45 ml’ye tamamlanir.
Bu ayirag her kullanim i¢in taze hazirlanmalidir.

Alkali bakir ayiraci: 10 g NapCOs, 0.25 g Na-K Tartarat, 0.05 g CuSOg; ayr1 ayri
tartilarak 0.5 N NaOH i¢inde balon jojede ¢oziiliir ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100 ml’ye
tamamlanir. Bu ¢ozelti 4°C’de 1 ay saklanabilir.

Albumin standardinin hazirlanmasi: 20 mg/ml standart albiimin stogu hazirlandi.
Ardindan 20 mg/ml, 15 mg/ml, 10 mg/ml, 7,5 mg/ml, 5 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml,
0,5 mg/ml, 0,025 mg/ml olacak sekilde standartlar hazirlandi. Elde edilen standartlar 660 nm
dalga boyunda okundu.

Deneysel islemler: Doku siipernatantlari 1/20 oraninda distile su ile sulandirilip vorteks
yardimi ile iyice karistirilarak protein 6lgiimii i¢in elverisli hale getirildi. Numaralandirilmis
deney, kor ve standart tlipleri hazirlandi. Deney tiipiine sulandirilmis olan siipernatanttan 0.5
ml standart tiipiine %2’lik standarttan 0.5 ml ve kor tiipiine de 0.5 ml distile su konuldu.
Ardindan her tiipe 0.5 ml alkali bakir ayiraci ilave edildi. Tipler vortekslenerek iyice
karigmalart saglandi. 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra her tiipe 2 ml fenol ayiract
eklendi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika 37°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra; tiiplerin

kore kars1 absorbanslart 660 nm. dalga boyunda spektrofotometre ile okundu.
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Protein Diizeyinin Hesaplanmasi
Orneklerden elde edilen absorbans degerleri standart albiimin grafigine gore

okunmustur (Sekil 6).

20

Ah=zorbance

03

1 2 3 4 5 B 7 8 9 1M 1M 12 13 14 15 16 17 15 19 20

Concentration

4 Parameter [y = (& - D)7 01 + (2B + D)
A=-00157 B=07360 C=307501 D=4 9963 R-Sgusre = 0.9997

Sekil 6. Lowry standart grafigi

GPX4 Miktar Tayini

Bobrek homojenat Orneklerinde yapilan GPX4 olclimleri Bioassay Technology
Laboratory Rat GPX4 ELISA Kit (Katalog No: E2195Ra) ticari test kiti kullanilarak yapildi.
Prosediirde belirtildigi gibi calisildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 7’de

verilmistir. Doku 6rneklerinin sonuglari pU/mg protein olarak verildi.

Ahsorhance

100

Concentration
Linear flog v = Aflog x) + B)

A=08820 B=-1.8577, R-Sguare = 09930

Sekil 7. GPX4 standart calismasi regresyon grafigi
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ACSL4 Miktar Tayini

Bobrek homojenat 6rneklerinde yapilan ACSL4 o6lclimleri Bioassay Technology
Laboratory Rat ACSL4 ELISA Kit (Katalog No: E2932Ra) ticari test kiti kullanilarak yapildi.
Prosediirde belirtildigi gibi ¢alisildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 8’de

verilmistir. Doku drneklerinin sonuglar1 ng/mg protein olarak verildi.

Ahsorhbance

Concentration

4 Parameter (y = (& - 007 (1 + (28 + D)
A=7 6714 B=-1.1626 C=171.6702 D=0.0307, R-Square = 1.0000

Sekil 8. ACSL4 standart calismasi regresyon grafigi

TFR-1 Miktar Tayini

Bobrek homojenat Orneklerinde yapilan TFR-1 6l¢imleri Bioassay Technology
Laboratory Rat TFR-1 ELISA Kit (Katalog No: E1656Ra) ticari test kiti kullanilarak yapildi.
Prosediirde belirtildigi gibi c¢alisildi. Caligmanin standart regresyon grafigi Sekil 9°da

verilmistir. Doku 6rneklerinin sonuglar1 ng/mg mg protein olarak verildi.

-

Ab=zorbance

Concentration

Linear (log v = Aflog =)+ B)
A=0.7883 B=-05216, R-Square = 0.9933

Sekil 9. TFR1 standart calismasi regresyon grafigi
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Demir Miktar Tayini

Bobrek homojenat 6rneklerinde yapilan demir dlgiimleri Elabscience Biotechnology
Inc. Iron Assay Kit (Katalog No: E-BC-K139-M) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Prosediirde
belirtildigi gibi ¢alisildi. Caligmanin standart regresyon grafigi Sekil 10°da verilmistir. Doku

orneklerinin sonuglar1 ng/mg protein olarak verildi.

a0

Abzorbance

0.05

0.06

0.04

n.oz

1 2 3 4 5 5 7 g 9 10
Concentration (Interpolation Fesul: (0.0917)

Linear (y = Ax + B)
A=001ET B=-00015, R-Sguare = 093397

Sekil 10. Doku demir standart ¢alismasi regresyon grafigi

Calprotectin Miktar Tayini

Bobrek homojenat 6rneklerinde yapilan Calprotectin dlgiimleri Bioassay Technology
Laboratory Rat CALP ELISA Kit (Katalog No: E1210Ra) ticari test kiti kullanilarak yapildi.
Prosediirde belirtildigi gibi calisildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 11°de

verilmistir. Doku 6rneklerinin sonuglar1 ng/mg protein olarak verildi.

-

Ahzarbance

10 100
Concentration (Interpolation Result: (2.0097)

4 Parameter (y = (& - D) 001 + (18] + D)
£=101731 B=-0.8920 C=51263587 D=-00725 R-Sgjuare =1.0000

Sekil 11. Calprotectin standart calismasi regresyon grafigi
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Endocan Miktar Tayini

Bobrek homojenat Orneklerinde yapilan Endocan Olgiimleri Bioassay Technology
Laboratory Rat ESM-1 ELISA Kit (Katalog No: E0961Ra) ticari test kiti kullanilarak yapildi.
Prosediirde belirtildigi gibi c¢alisildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 12’de

verilmigtir. Doku drneklerinin sonuglar1 ng/mg protein olarak verildi.

Ab=orbance

10
Concentration

4 Parameter [y = (& - DO S0+ (aCE) + D)
A=q4 5731 B=-1.2321 C=49.3745 D=0.0586, R-Square = 1.0000

Sekil 12. Endocan standart calismasi regresyon grafigi

Histopatolojik Degerlendirme

Isik mikroskobik inceleme: Sagital olarak ikiye bdliinen sag bobrek dokularinin birer
yarist %10’luk tamponlu formalin soliisyonunda 24 saat boyunca fikse edildi. Dokular parafin
bloklara gomiilerek, 4 um kalinliginda kesitler alind1. 70 cc’lik etiivde 1 saat, oda sicakligindaki
ksilen icerisinde 45 dakika bekletilerek deparafinizasyon islemi gerceklestirildi. Lamlar Leica
ST 5020 marka otomatik boyama cihazina alinarak su prosediirler uygulandi. Kesitler al¢alan
dereceli etil alkolden gegirildi. (%96, %80, %70) Su ile durulandi. Mayer hematoksilende 5
dakika bekletildi. Musluk suyunda durulandi. %1 lik asit alkolde diferansiye edildi. Su ile
durulandi. %96’lik etil alkolden gecirildi. %1’lik alkol bazli eozinde 20 saniye bekletildi.
Yikselen dereceli etil alkolden gegirildi. (%70, %80, %96) Lamlar kurutuldu. Ksilende 1
dakika bekletildi. Leica CV 5030 otomatik lam kapama cihazinda ksilen bazli kapaticiyla
kapatildi. Renal hasarin derecesini degerlendirmek ic¢in semikantitatif bir skala ile skorlama
yapildi. Renal hasarin derecesi; tiibiiler epitel hiicrelerinin dejenerasyonu, tiibiiler dilatasyon,

tikanik dilate glomertiler ile peritiibliler genisleme ve kapillerde tikaniklik, kapillerde
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inflamatuar infiltrasyon ve tubiiler cast formasyonu degerlendirilerek belirlendi (166). Ayrica
glomertiler ¢ap 0lciildii. Skala degerlendirmesi:

0: Normal bobrek

1: Hafif hasar

2: Siddetli hasar olarak degerlendirilmistir.

Immiinohistokimyasal cahsmalar: Lamlar Ventana Medical System -Benchmark
XT/ISH Staining modiiliine yerlestirildi ve UltraView Universal DAB Detection Kit
((ROCHE/Ventana; R 05269806001) kullanilarak su prosediir uygulandi. Parafin bloklardan
kesitler 4 mikron kalinligindaki pozitif sarjli lamlara alindi. 70°C’lik etiivde 1 saat bekletildi.
Lamlar Benchmark XT marka immiinohistokimya cihazina alind1. Etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) ile ph:8°’de (CC1) antijen geri kazanim yapildi. Antikor inkiibasyonu 48 dakika
boyunca uygulandi. Arka plan boyama i¢in mayer hematoksilen 8 dakika boyunca uygulandi.
Bluing reagent (mavilestirme soliisyonu) 4 dakika uygulandi. Lamlar deterjanli suyla yikandi.
Lamlar absolii alkolde 2 kez ¢alkalandi. Lamlar tekrar deterjanli suyla yikandi. Lamlar tekrar
absolii alkolde 2 kez ¢alkalandi. Lamlar kurutulup ksilol bazli kapaticiyla kapatildi. GPX4 ve
ACSL4 ekspresyonu igin immdunohistokimyasal boyama, GPX4 antikoru (Santa Cruz sc-
166570; GPX4 [E-12] C. Lig. 1ml (1:50-500)), ACSL4 antikoru (Santa Cruz sc- 365230;
ACSLA4 [F4] C. Lig. 1ml (1:50-500)) kullanilarak parafin kesitlerinde yapildi (125). Boyanma
yogunlugunu, diisiik-zay1f boyanma 1, yiiksek dereceli- yaygin ve siddetli boyanma 2 olarak

skorlandi.

Istatistiksel Analiz
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda
Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel

anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Sicanlarda yiiksek fruktozdan zengin beslenmeyle olusturulan bobrek hasart modeli, 4
grupta 34 sigan lizerinde galigildi. Deney siiresinde ¢esme suyu alan kontrol grubu ve %20
fruktoz igeren ¢esme suyu alan gruplardaki siganlar deney siirelerinin son giiniinde metabolik
kafese alindi. 24 saatin sonunda idrar hacimleri 6lgiildii ve idrar 6rnekleri alindi. Ardindan
anestezi altinda kan ve bobrek doku 6rnekleri alindi. Gruplarda herhangi bir 6lim gortilmedi.

Tim gruplardaki siganlara ait serum kreatinin diizeyi mg/dl, serum tire diizeyi mg/dl,
serum Urik asit duzeyi mg/dl, serum potasyum diizeyi mmol/l, serum kalsiyum duzeyleri mg/dl,
serum demir diizeyi pg/dl 6lcildi. FeNa dizeyi % ve kreatinin Klirensi ml/dk hesaplandi.
Bobrek dokularinda MDA diizeyi nmol/ml mg protein, GSH duizeyi pmol/mg protein, GPX4
duzeyi pU/mg protein, ACSL4 duzeyi ng/mg protein, TFR1 dlzeyi ng/mg protein, demir
duzeyi pg/L/mg doku agirligi, calprotectin diizeyi ng/mg protein, endocan diizeyi ng/mg protein
olarak hesaplandi. Gruplarin serum, idrar ve bobrek dokularina ait bulgular ve istatistiki

degerlendirmeler sirastyla Tablo 4, 5 ve 6’da verilmistir.
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Tablo 4. Gruplarin serumlarina ait parametreler

Parametreler

Kontrol

F4

F8

F12

P degeri

ORT+SD

ORT+SD

ORT+SD

ORT+SD

One way anova

Coklu karsilagtirmalar

Serum Kreatinin
mg/dL

0,266 + 0,023

0,281 + 0,024

0,293 + 0,029

0,338 + 0,035

<0,0001

K-F4: p=0,698

K-F8: p=0,261

K-F12: p<0,0001

F4-F8: p=0,837

F4-F12: p=0,001

F8-F12: p=0,012

Serum Ure mg/dL

47,63 + 3,926

17,11+ 4,314

19,75+ 4,833

18,78 £ 5,63

<0,0001

K-F4: p<0,0001

K-F8: p<0,0001

K-F12: p<0,0001

F4-F8: p=0,665

F4-F12: p=0,878

F8-F12: p=0,974

Serum Urik asit mg/dL

1,113+0,323

1,022 + 0,156

0,975 +0,139

1,111 £ 0,145

p=0,433

K-F4: p=0,795

K-F8: p=0,534

K-F12: p>1,00

F4-F8: p=0,963

F4-F12: p=0,788

F8-F12: p=0,519

Serum Potasyum

mmol/L

6,075 £ 0,565

5,867 + 0,240

6,088 + 0,356

6,089 + 0,588

p=0,690

K-F4: p=0,788

K-F8: p>1,00

K-F12: p>1,00

F4-F8: p=0,758

F4-F12: p=0,737

F8-F12: p>1,00
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Tablo 4. Devami Gruplarin serumlarina ait parametreler

Serum Kalsiyum
mg/dL

10,35+ 0,49

10,06 + 0,643

9,713+ 0,352

10,06 + 0,283

p=0,078

K-F4: p=0,569

K-F8: p=0,048

K-F12: p=569

F4-F8: p=0,440

F4-F12: p<1,00

F8-F12: p=0,440

Serum Demir pg/dL

156,9 + 18,01

176,9 + 39,39

154,8 + 16,08

145,7 £ 19,43

p=0,119

K-F4: p=0,400

K-F8: p=0,998

K-F12: p=0,838

F4-F8: p=0,313

F4-F12: p=0,102

F8-F12: p=0,906
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Tablo 5. Gruplarin idrarlarina ait parametreler

Parametreler

Kontrol

F4

F8

F12

P (p<0,05 ise anlamlr)

ORT+SD

ORT+£SD

ORT+SD

ORT+SD

One way anova

Coklu karsilagtirmalar

idrar Hacmi mL

13,310 £ 1,999

30,610 £ 7,210

17,000 + 5,874

23,830 + 8,993

p<0,0001

K-F4: p<0,0001

K-F8: p=0,688

K-F12: p=0,014

F4-F8: p=0,001

F4-F12: p=0,159

F8-F12: p=0,173

FeNa %

0,619 +0,077

0,436 + 0,058

0,403 + 0,100

0,290 + 0,096

p<0,0001

K-F4: p=0,001

K-F8: p=0,0002

K-F12: p<0,0001

F4-F8: p=0,868

F4-F12: p=0,009

F8-F12: p=0,067

Kreatinin Klirensi mL/dk

1,999 + 0,096

2,164 £ 0,375

2,360 + 0,283

2,199 + 0,252

p=0,162

K-F4: p=0,642

K-F8: p=0,115

K-F12: p=0,493

F4-F8: p=0,550

F4-F12: p=0,994

F8-F12: p=0,693

Kreatinin Klirensi/Vicut
agirh@ mL/dk/g

8,628 + 0,949

7,586 + 1,258

7,792 £1,271

6,251 £ 0,726

p=0,001

K-F4: p=0,211

K-F8: p=0,417

K-F12: p=0,0004

F4-F8: p=0,979

F4-F12: p=0,059

F8-F12: p=0,029

FeNa: Fraksiyonel sodyum atilim1
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Tablo 6. Gruplarin bobrek dokularina ait parametreler

Parametreler Kontrol F4 F8

F12

P (p<0,05 ise anlamli)

ORT+SD ORT+SD ORT+SD

ORT+SD

One way anova

Coklu karsilagtirmalar

GSH

. 5877+153
pmol/mg protein

4,914 + 0,958 4,12 + 0,656

4,149 + 0,612

p=0,005

K-F4: p=0,276

K-F8: p=0,009

K-F12: p=0,010

F4-F8: p=0,441

F4-F12: p=0,472

F8-F12: p>1

MDA 1,678 0,272

- 1,940 £ 0,327
nmol/ml mg protein

2,082 +£0,327

2,275+0,372

p=0,027

K-F4: p=0,501

K-F8: p=0,168

K-F12: p=0,020

F4-F8: p=0,815

F4-F12: p=0,187

F8-F12: p=0,655

GPX4 puU/mg protein 7,903 + 1,022 6,031 + 0,940 6,394 + 0,628

6,14 +0,810

p=0,002

K-F4: p=0,002

K-F8: p=0,019

K-F12: p=0,003

F4-F8: p=0,835

F4-F12: p=0,993

F8-F12: p=0,935

ACSL4 ng/mg protein 2,112 + 0,392 1,67 £0,317 1,778 0,4

1,828 + 0,262

p=0,141

K-F4: p=0,106

K-F8: p=0,295

K-F12: p=0,434

F4-F8: p=0,923

F4-F12: p=0,796

F8-F12: p=0,991
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Tablo 6. Devam Gruplarin bobrek dokularina ait parametreler

TFR1 ng/mg protein

0,263+0,111

0,168 + 0,047

0,237 £ 0,039

0,22 +£0,028

p=0,108

K-F4: p=0,081

K-F8: p=0,917

K-F12: p=0,887

F4-F8: p=0,339

F4-F12: p=0,809

F8-F12: p=0,993

Demir pg/L/mg doku
agirhgi

35,83 +£23,15

33,78 £31,92

30,20 + 25,00

29,28 +18,14

p=0,955

K-F4: p=0,999

K-F8: p=0,972

K-F12: p=0,961

F4-F8: p=0,992

F4-F12: p=0,987

F8-F12: p=1,000

Calprotectin ng/mg
protein

2,991+0,674

2,324 +£0,340

2,435+0,312

2,291 0,256

p=0,007

K-F4: p=0,014

K-F8: p=0,059

K-F12: p=0,009

F4-F8: p=0,948

F4-F12: p=0,998

F8-F12: p=0,895

Endocan ng/mg protein

1,103 £ 0,291

0,956 + 0,391

0,991 +£0,433

0,971 +0,285

p=0,836

K-F4: p=0,832

K-F8: p=0,924

K-F12: p=0,882

F4-F8: p=0,997

F4-F12: p=1,000

F8-F12: p=1,000

GSH: Glutatyon; MDA:

Malondialdehit; GPX4: Glutatyon peroksidaz 4; ACSL4: Acil-CoA sentetaz uzun zincirli aile Uyesi 4; TFR1: Transferrin reseptor 1
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Gruplar arast serum kreatinin diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p<0,0001). Serum kreatinin dlzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil
13’te gosterildi.

Serum Kreatinin

0.4

0.3 = mig—
|
=
m 0 2"
£

0.1

0.0- T

& <& <@
«

Sekil 13. Gruplar arasi serum kreatinin diizeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
# F4 ile karsilastirildiginda p<0,05
¥ F8 ile karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar arasit serum iire diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p<0,0001). Serum (re diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 14’te

gosterildi.

Serum Ure
60-

) <& <®
e
Sekil 14. Gruplar arasi serum iire diizeylerinin dagilimi
*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar arast serum {irik asit diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmedi (p=0,433). Serum Urik asit dizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil
15°de gosterildi.

Serum Urik Asit

2.0+
1.54
-l
3 T T =
O
<& <& &

Sekil 15. Gruplar arasi serum iirik asit diizeylerinin dagilimi

Gruplar arasi serum potasyum diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmedi (p=0,690). Serum potasyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil
16’da gosterildi.

Serum Potasyum

8-
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Sekil 16. Gruplar arasi serum potasyum diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 serum Kalsiyum diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p=0,078). Serum kalsiyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 17°de

gosterildi.

Serum kalsiyum

Sekil 17. Gruplar arasi serum kalsiyum diizeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar arasi serum demir diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmedi (p=0,119). Serum demir dlizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 18’de

gosterildi.

Serum Demir

T

Sekil 18. Gruplar arasi serum demir diizeylerinin dagilim
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Gruplar arasi idrar hacim diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gdzlendi (p<0,0001). idrar hacim diizeylerinin gruplara goére dagilimi Sekil 19°da

gosterildi.
idrar Hacmi
40+ *
30- T 4
'E 20- T
10+
0- : :
&@\ <> <@ Q\"'

Sekil 19. Gruplar arasi idrar hacim diizeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
# F4 ile karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar arasi fraksiyonel sodyum atilimi (FeNa) diizeylerinin dagiliminda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gozlendi (p<0,0001). FeNa dizeylerinin gruplara gére dagilimi
Sekil 20°de gosterildi.

FeNa
0.8

: bemped
A ™ o)
%o‘&o ¢ ¢ Q\W

Sekil 20. Gruplar arasi FeNa diizeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
# F4 ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar aras1 kreatinin klirensi diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlaml
bir degisiklik gozlenmedi (p=0,162). Kreatinin klirensi diizeylerinin gruplara gére dagilimi
Sekil 21°de gosterildi.

Kreatinin Klirensi

3-
S
3 -
g 4 ==
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0" T T
«

Sekil 21. Gruplar arasi kreatinin klirensi diizeylerinin dagilimi

Gruplar aras1 kreatinin klirensi diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik gozlendi (p=0,001). Kreatinin klirensi duzeylerinin gruplara gére dagilimi
Sekil 22°de gosterildi.

Kreatinin Klirensi / Viicut Agirhgi

15+
T * ¥
=T

Sekil 22. Gruplar arasi kreatinin klirensi/ viicut agirhg diizeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
¥ F8 ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar aras1t GSH diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

go6zlendi (p=0,005). GSH diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 23°te gosterildi.

GSH
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Sekil 23. Gruplar aras1 GSH duzeylerinin dagilimi
*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar arast MDA diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlendi (p=0,027). MDA duzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 24°te gosterildi.

MDA
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Sekil 24. Gruplar aras1t MDA duzeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar aras1 GPX4 diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlendi (p=0,002). GPX4 diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 25°de gosterildi.

GPX4
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Sekil 25. Gruplar aras1 GPX4 dizeylerinin dagilim
*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar aras1 ACSL4 diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (p=0,140). ACSL4 duzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 26’da gosterildi.

ACSL4

(3]
1
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L

w
1

ng/mg protein
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Sekil 26. Gruplar aras1 ACSL4 dizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 TFR1 diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmedi (p=0,108). TFR1 duzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 27°de gosterildi.

TFR1
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Sekil 27. Gruplar aras1 TFR1 dizeylerinin dagilim

Gruplar aras1 bobrek dokusundaki demir diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik gézlenmedi (p=0,955). Bobrek dokusundaki demir diizeylerinin gruplara
gore dagilimi Sekil 28°de gosterildi.

Bobrek Demiri

D) go-

=

'S 60-

=

=

O 401

°

o

£ 207 o

~ | Ol I BE===

-

—

2 o - -
<& <@ &

«

Sekil 28. Gruplar arasi1 bobrek doku demir dizeylerinin dagilimi
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Gruplar arasi calprotectin diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gozlendi (p=0,007). Calprotectin diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 29°da

gosterildi.
Calprotectin
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Sekil 29. Gruplar arasi calprotectin duzeylerinin dagilimi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar arasi1 endocan diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gozlenmedi (p=0,836). Endocan diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 30°da

gosterildi.
Endocan
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Sekil 30. Gruplar arasi endocan dizeylerinin dagilim
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Histopatolojik Bulgular

Isik Mikroskobik Inceleme

Calismamizda siganlarin bobrek kesitlerinin histopatolojik incelemesi, tubuler epitel
hiicrelerinin dejenerasyonu, tiibiiler dilatasyon, tikanik dilate glomeriiler ile peritiibiiler
genisleme ve kapillerde tikaniklik, kapillerde inflamatuar infiltrasyon ve tubiiler cast
formasyonu degerlendirilerek semikantitatif bir skala ile skorlama yapildi. Renal hasar 0 ile 2

arasinda skorlanarak hesaplanirken; glomertiler ¢cap 6lculdi. Hesaplanan bu degerler Tablo 7°de

goOsterilmistir.
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Tablo 7. Gruplarm histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmesi

Parametreler

Kontrol

F4

F8

F12

P (p<0,05 ise anlamlr)

ORT+SD

ORT+SD

ORT+SD

ORT+SD

One way anova

Coklu karsilagtirmalar

Renal Hasar Skoru

0,222 + 0,441

1,250 +0,462

1,778 £ 0,441

p<0,0001

K-F4: p=0,652

K-F8: p<0,0001

K-F12: p<0,0001

F4-F8: p<0,0001

F4-F12: p<0,0001

F8-F12: p=0,045

Glomerdler Cap

pm

116,0 + 1,069

116,2 + 0,667

117,3 £ 0,707

118,2+0,972

P<0,0001

K-F4: p=0,952

K-F8: p=0,035

K-F12: p<0,0001

F4-F8: p=0,092

F4-F12: p=0,00

F8-F12: p=0,120

GPX4

(Boyanma yogunlugu)

2,00 + 0,000

2,00 + 0,000

1,875 £ 0,354

1,889 + 0,333

p=0,576

K-F4: p>1

K-F8: p=0,733

K-F12: p=0,782

F4-F8: p=0,715

F4-F12: p=0,766

F8-F12: p=0,999

ACSL4

(Boyanma yogunlugu)

1,125 + 0,354

1,00+ 0,00

1,125 + 0,354

1,111+ 0,333

p=0,779

K-F4: p=0,821

K-F8: p>1

K-F12: p=1,00

F4-F8: p=0,822

F4-F12: p=0,856

F8-F12: p=1,000
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Gruplar arasi renal hasar skoru dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlendi (p<0,0001). Renal hasar skor dizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 31°de

gosterildi.

Renal Hasar Skoru
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Sekil 31. Gruplar arasi renal hasar skorlamasi

*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
# F4 ile karsilastirildiginda p<0,05
¥ F8 ile karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar aras1 glomertiler ¢ap (Um) dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlendi (p<0,0001). Glomeriler cap dlzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 32’de

gosterildi.
Glomeriiler ¢cap
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Sekil 32. Gruplar arasi glomeriiler ¢ap diizeylerinin dagilimi
*Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,05
# F4 ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar arasi immiinohistokimyasal GPX4 boyanma yogunlugu istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p=0,576). Immiinohistokimyasal GPX4 boyanma
duzeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 33’te gosterildi.

immiinohistokimya GPX4
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Sekil 33. Gruplar aras1 immunohistokimyasal GPX4 boyanma dizeylerinin dagilimi

Gruplar aras1 immiinohistokimyasal ACSL4 boyanma yogunlugu istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p=0,779). Immiinohistokimyasal ACSL4 boyanma
duizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 34°te gosterildi.

immiinohistokimya ACSL4
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Sekil 34. Gruplar aras1 immunohistokimyasal ACSL4 boyanma diizeylerinin dagilimi

Glomeriil ve tiibul hasar1 goriintiileri Sekil 35, immiinohistokimyasal GPX4 goriintiileri

Sekil 36 ve immiinohistokimyasal ACSL4 goriibtiileri Sekil 37°de gosterilmistir.
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A: Glomertil ¢ap1: 115 pm (normal), B:Glomeriil ¢ap1: 115 pum (normal), C:glomeriil ¢api:
116 pm (hafif dilate), D: Glomeriil ¢ap1: 150 pum (dilate), E: Glomeriil gap1: 150 um (dilate),
F: Tubiil hasar1

Sekil 35. Bobrek kesitleri (x400).
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A: Zayif-orta siddetli boyanma, B: Kuvvetli boyanma, C: Kuvvetli boyanma, D: Kuvvetli
boyanma

Sekil 36. Immiinohistokimyasal GPX4 boyanma (x400)
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A: Zayif-orta siddette boyanma (x200), B: Zayif-orta siddette boyanma (x400), C: Zayif-orta
siddette boyanma (x400)

Sekil 37. immiinohistokimyasal ACSL4 boyanma

Caligmamizda kullandigimiz hayvanlara ait genel veri dokiimii Ek 2°de (CD halinde)
verilmisgtir.
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TARTISMA

Akut bobrek hasar1 ve kronik bobrek hastaliginin diinya genelinde yayginligi giin
gectikce artmaktadir. Bu nedenle bu hastaliklarin mekanizmalarini aydinlatmak {izere gesitli
calismalar yapilmaktadir. Calismamizda fruktozdan zengin beslenmeye bagli olarak bébrek
hasar1 gelistigi biyokimyasal ve histolojik olarak gosterildi. Bobrek hasariin gelisim siireci
ve siddeti 4, 8 ve 12. haftalarda zamana bagl olarak karsilastirildi. Olusan bobrek hasarinin
olas1 mekanizmasi olarak ferropitoz belirtecleri degerlendirildi.

Calismamiz fruktozdan zengin beslenmeye bagli bobrek hasari olustugunu ve bu
hasarm olugmasinda ferropitozun rol oynayabilecegini gostermistir.

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde serum kreatinin seviyesi Onemli bir
belirtectir. Gruplarin serum kreatinin seviyesine bakildiginda 12 hafta fruktozla beslenen grupta
kontrol, F4 ve F8 gruplarina gore anlamli olarak ylksek bulundu (Tablo 4, Sekil 13). Serum
kreatinin diizeyi sonuglarimiz deneysel modelin basariyla uygulandigimi gostermektedir.
Calismamizin bulgular1 mevcut edebiyat bulgulariyla ve daha 6nce laboratuvarimizda bu
modelde yapilan ¢alismalarla uyumludur (167-170). Diger gruplarda zamana bagli olarak
yiiksek tespit edilen serum kreatinin diizeyleri istatistiksel anlamlilik géstermemistir. Bobrek
fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in kullandigimiz diger bir parametre olan serum tre duzeyi
incelendiginde fruktozla beslenen gruplarda kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik, F4, F8,
F12 gruplar arasinda benzer bulunmustur (Tablo 4, Sekil 14). Serum Ure dizeyindeki bu
bulgularin fruktozla beslenen gruplardaki su tiikketiminin artmasma baghh oldugu
distiniilmistiir. Fruktozla beslenmeye bagli bobrek hasariin gosterildigi Kaya ve ark. (170)
yaptig1 calismaya bakildiginda ¢alismamizla benzer sekilde 8 hafta %20 fruktozlu suyla

beslenen grupta serum tre duzeyleri anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bir
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baska calismada 8 hafta %60 fruktozlu su ile beslenen grup ile kontrol grubu arasinda serum
tire diizeyi bakimindan fark saptanmamistir (167). Baska bir ¢calismada 8 hafta boyunca %30
fruktozlu su ile beslenen siganlarda serum iire diizeylerinde anlamli bir degisiklik gériilmemistir
(171). Bilim ve ark.’nin (168) yaptigi benzer bir ¢alismada ise 15 hafta boyunca %20 fruktozlu
su igen grupta kontrol grubuna gore serum iire seviyeleri diigme egiliminde olsa da istatiksel
olarak anlamlilik saptanmamistir. Serum iire diizeyindeki bu farkliliklar hayvan tiiriiniin ve
verilen fruktoz yiizdelerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek i¢in kullandigimiz diger bir parametre olan
serum irik asit diizeyleri incelendiginde bulgularimiz benzer c¢aligsmalarla uyumlu olarak
gruplar arasinda benzerdi (167,168)(Tablo 4, Sekil 15).

Calismamizda serum kalsiyum diizeyleri F4 ve F12 gruplarinda kontrolle benzer, F8
grubunda ise kontrole gore disiiktii (Tablo 4, Sekil 17). Hiperglisemik kosullarda (Tip 2
Diabetes Mellitus gibi) serum kalsiyumunda diisiis goriilebilmektedir (172). Insiilin
salgilanmasini kalsiyum tarafindan diizenlenmektedir. Glikozun hiicre i¢ine girisiyle artan
metaboliza olarak ATP {iretilir. Hiicre igi ATP artigi, potasyumu igine disina gikaran potasyum
iyon kanallarini kapatir ve bunun sonucunda hiicre zar1 potansiyeli degisir. Bu durum voltaj
kapil1 kalsiyum iyon kanallar1 aktiflesir. Bu kanallarin aktiflesmesiyle hiicre i¢ine kalsiyum
akis1 olur ve insiilin salgilanmasi igin ¢ekirdekte insiilin gen ifadesini uyarir (173). Fruktozdan
zengin beslenene hayvanlarimizda olasi hiperglisemik durum, insiilin salgilanma
mekanizmasinda kalsiyumun rolii diislintildiiglinde serum kalsiyum diizeyinde diislise neden
olmus olabilir.

Calismamizda serum potasyum dizeyleri incelendiginde gruplar arasi anlamli fark
goriilmemistir (Tablo 4, Sekil 16). Hiperkalemi KBH ile iliskilidir ve KBH’de idrar potasyum
atilim1 azalmasi hiperkalemi ile sonuglanabilir. Calismamizda hiperkalemi gorilmemesi ileri
seviyede bobrek hasart olmadigini veya potasyum homeostazinda bozulma olmadigini
diistindiirmektedir (174).

Serum demir seviyeleri gruplar arasinda benzerdi (Tablo 4, Sekil 18). Serum demir
seviyelerinde farklilik olmamasit demirin biiylik cogunlugunun transferrine baglanarak
taginmasi ya da ferropitozun etkin oldugu bir durumda doku igine alinmasi nedeniyle olabilir
(105,175).

Idrar hacmi ABH tanisinda kullanilan parametrelerden biri olmasina karsin duyarlilig
diistiktiir. ABH’de idrar hacminde azalma goriilebildigi gibi idrar hacminde herhangi bir

degisiklik gortilmeyebilir ve bu durum tan1 koymada idrar ¢ikis miktarinin yetersiz oldugunu

55



gostermektedir (176). Literatiir incelendiginde fruktozdan zengin beslenmeye bagli olusturulan
bobrek hasart modellerinde idrar ¢ikisinin artis1 dikkat ¢ekicidir ve verilerimizle uyumludur
(177-179). Fruktozun tadi nedeniyle artan su tiiketimi idrar ¢ikisini arttirmis olabilir. Fruktozun
verilis sekli (suya katilarak veya fruktozdan zenginlestirilmis yem olarak verilmesi), fruktozun
yiizdesi veya calismanin siiresi ile iliskili olarak Idrar c¢ikis miktarlarinda dalgalanmalar
olusabilir. Bu durum fruktozdan zengin beslenmeyle olusturulan modellerde ABH tanisi igin
idrar hacminin degerlendirilmesinin yaniltict olabilecegini gostermektedir. (180). Polilri,
KBH’de sik goriilen bir durumdur (181). F4 ve F12 gruplarinda anlamli sekilde artmis géziiken
idrar hacmi, KBH gelisiminin gostergesi olarak da degerlendirilebilir (Tablo 5, Sekil 19). KBH
gelistigini gosteren diger bir parametre ise kreatinin klirensi/viicut agirligidir. Zamansal olarak
bobrek hasarmin siddetini inceledigimiz calismamizda hayvanlarimizin yas ve kilolariin
baslangi¢ degerlerine gore artmis olmasi Ve kreatinin diizeylerinin yas ve kiloya bagli degisim
gostermesi nedeniyle kreatinin klirensinin viicut agirhigina boliinmesiyle bulunan sonucu
dikkate aldik (69,182). F12 grubunda bu parametrenin diisiik bulunmasi 12 hafta %20 fruktozlu
suyla beslenen si¢anlarda bobrek fonksiyonlarinin bozuldugunu gostermektedir (Tablo 5, Sekil
22).

FeNa bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde onemli parametrelerden biridir.
Calismamizda F4, F8 ve F12 gruplarinda kontrole gore, F12 grubunda F4’e gore anlamli olarak
diistik bulundu (Tablo 5, Sekil 20). FeNa diizeylerindeki diistis literattirle uyumludur (180,183).
Diyetle alinan fruktoz, bagirsakta ve bobrekte tuz emilimini artirici etki gosterir (184). Fruktoz
bobrek proksimal tibdllerinde sodyum hidrojen degistirici 3 (NHE3) aktivitesini artirarak
sodyum emilimini artirir (185). Bunun sonucunda idrarla sodyum atilimini azaltir ve viicutta
sodyum tutulmasina neden olur (180,186).

Calismamizda bobrek dokusunda oksidatif stresi degerlendirmek igin MDA duzeyini
inceledik. Gruplar aras1 MDA diizeyleri karsilagtirildiginda F12 grubunda kontrole gore artis
tespit edildi (Tablo 6, Sekil 24). F12 grubunda MDA artis1 oksidatif stresin bu grupta arttigini
gostermektedir. Mevcut literatlrle ile karsilagtirildiginda fruktozdan zengin beslenmeye bagl
olusan bobrek hasart modellerinde MDA artist mevcut olup calismamizla uyumludur
(187,188). Caligmamizda bobrek dokusundaki antioksidan 6zellikleri degerlendirmek amaciyla
GSH diizeylerini inceledik. GSH, hiicreleri oksidan stresten dogrudan ve/veya glutatyon
peroksidaz enzimlerinin kofaktorii olarak koruyan bir peptittir (189). Fruktoz tiiketiminin
bdbrekteki antioksidan enzimlerin aktivitesini azalttig1 bildirilmistir (178,190). Bu bilgilerle

uyumlu olarak F8 ve F12 grubunda kontrole gére anlamli olarak GSH seviyelerinde diisiis tespit
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edildi (Tablo 6, Sekil 23). Sonug¢larimiz literatiirle uyumlu olarak fruktozdan zengin
beslenmeye bagl antioksidan kapasitenin azaldigini gostermektedir (191).

Bobrek hasarimi erken tespit etmek i¢in her gegen giin yeni biyobelirtegler
saptanmaktadir. Biz de ¢alismamizda bu yeni biyobelirteclerden olan endocan ve calprotectini
fruktozdan zengin beslenmeye bagli bobrek hasari modelinde bdbrek dokusunda
degerlendirdik. Calprotectin bobrek toplayict kanallarinda {iretilir ve bobrek hasarinda idrarda
tespit edilebilir (29). F4 ve F12 gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli azalma tespit
edilmesi, bobrekte olusan hasar nedeniyle bobrek dokusundan idrara salinmasi sonucu olmus
olabilir (Tablo 6, Sekil 29). Bobrek dokusunda inceledigimiz endocan diizeylerinde ise gruplar
aras1 anlamlilik tespit edilmedi (Tablo 6, Sekil 30). Endotel hasari sonrasi kana salgilanmasinda
artis goriilen endocanin bobrek dokusu diizeylerinde degisiklik gdstermemesi olusturdugumuz
deneysel modelin siiresinin yetersiz olmasindan olabilir (37). Bu durum fruktozdan zengin
beslenme modelinde endocanin biyobelirteg olarak kullanilabilmesi i¢in serum endocan
diizeyinin de degerlendirilmesi gerektigini diistindiirmektedir.

Calismamizda bobrek dokusunun histolojik incelemesinde renal hasar skoru F8 ve F12
gruplarinda hem kontrol grubuna gére hem de F4 grubuna gore yiiksek tespit edildi (Tablo 7,
Sekil 31). Ayrica F12 grubunda, F8 grubuna gdre anlamli olarak daha yiiksekti. Fruktozdan
zengin beslenme thbdiler epitel hiicrelerinde dejenerasyona ve tubuler dilatasyona neden
olmustur. Ayrica glomeriillerde dilatasyon, peritiibiiler genisleme ve tiibiiler cast formasyonu
olusumu goézlenmistir. Yapilan bir baska histolojik degerlendirme ise glomertiler captir. F8 ve
F12 gruplarinda kontrole gore, F12 grubunda F4 grubuna gore glomeriiler ¢capta anlamli artis
goriilmistiir (Tablo 7, Sekil 32). Renal hasar skoru ve glomeruler ¢aptaki 6zellikle F8 ve F12
gruplarindaki anlamli artig fruktoza bagli bobrek hasart modelinin basarili oldugunu gostermis
ve bu bulgu diger labaratuvar bulgulariyla uyumluluk gostermistir. Fruktozdan zengin
beslenmenin siiresi uzadikca histolojik hasarin arttig1 tespit edilmistir. Bulgularimiz mevcut
literatiirle uyumluluk gostermektedir (70,170,192).

Calismamizda ferropitoz belirteglerinden GPX4 ve ACSL4 bobrek dokusunda
incelendi. GPX4 dlizeyi, yiiksek fruktoz alan gruplarda kontrole gore diisiik bulundu (Tablo 6,
Sekil 25). Wu ve arkadaslarinin si¢anlara %10 fruktoz igeren su verdikleri ¢alismada da 12 ve
16. haftada GPX4 diizeyi diisiik bulunmustur (169). Yiiksek fruktoz verdigimiz gruplarda
ferropitozun anahtar aracilar1 olan GSH ve GPX4 diizeylerindeki diisiikliikk, bu gruplarda
biyokimyasal ve histolojik olarak gdsterilen bobrek hasarinda ferropitozun rol oynayabilecegini

diistindiirmiistiir. Calismamizda inceledigimiz bir diger ferropitoz gostergesi olan ACSL4
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diizeyi gruplar arasinda benzerdi (Tablo 6, Sekil 26). Magtanong ve ark. ACSL4'lin sadece
belirli durumlarda ferroptoz igin gerekli oldugunu ve ACSL4’den bagimsiz yolaklarla da
ferropitozun olusabilecegini  bildirmislerdir (193). Bobrek dokularindaki ferroptozu
degerlendirmek igin inceledigimiz demir ve TFR1 diizeyi gruplar arasida benzer tespit edildi
(Tablo 6, Sekil 27, Sekil 28). Bobrek dokusundaki GPX4 ve ACSL4’iin immiinohistokimyasal
boyanmalari da gruplar arasinda benzerdi (Tablo 7, Sekil 33, Sekil 34). Calismamizin siiresi ve
kullanilan fruktoz dozu immiinolojik boyanma i¢in yetersiz kalmis olabilir. Calismamizin
ferroptozla iliskili bulgular1 toplu olarak degerlendirildiginde ¢eligkili oldugu goriilmektedir.
Bu sonuglar 1s18inda ve literatirde Wu ve ark.’nin (169) calismasi disinda fruktozdan zengin
beslenmeye bagli olusan bobrek hasarinda ferropitozun roliinii arastiran baska c¢alisma
olmamasi nedeniyle ferropitozun fruktoza bagli olusan bobrek hasarindaki roliiniin tespiti i¢in
degisen fruktoz dozlarinin daha uzun siireyle kullanilacagi ve daha detayli molekiiler analizlerin

yapilacagi arastirmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniildi.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yiksek fruktozlu
beslenmeye bagli olusan bobrek hasarinda ferropitozun roliinii aragtirdigimiz ¢alismamizda su
sonuclar elde edilmistir:

1- Calismamiz ile fruktozdan zengin beslenmenin bobrek fonksiyon ve histolojisini
olumsuz etkiledigi ve fruktozdan zengin beslenme siiresinin uzamasinin bu etkileri arttirdigi
gosterilmistir.

2- Yiiksek fruktoz alimina bagli olusan bobrek hasarinda ferropitozun anahtar aracilari
olan GSH ve GPX4 diizeylerindeki diistikliik, biyokimyasal ve histolojik olarak gosterilen
bobrek hasarinda ferropitozun rol oynayabilecegini diistindliirmiistiir.

3- Diger ferropitoz belirtecleri olan ACSL4, demir ve TFR1 diizeylerinde degisiklik
olmamasi uyguladigimiz modelde ferropitozun rolii konusunda net bir sonuca ulagilamamasina

neden olmaktadir.
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OZET

Calismamizda yiiksek fruktozlu beslenmeye bagli olusan bobrek hasarinda ferropitozun
rolunii ve yuksek fruktozlu beslenmenin bobrek fonksiyon ve histolojisindeki degisimini
zamana bagli olarak incelemeyi amagladik.

Etik onay alindiktan sonra 4 grupta toplam 34 adet Spraque-Dawley erkek sigan
kullanildi. Deney siiresince kontrol grubuna ¢esme suyu, diger gruplara %20 fruktoz igeren
¢esme suyu verildi. Kontrol grubu 1 hafta, F4 grubu 4 hafta, F8 grubu 8 hafta ve F12 grubu 12
hafta takip edildi. Deney siirelerinin son giiniinde siganlar metabolik kafese alinarak 24 saatlik
idrarlar1 toplandi. Ardindan anestezi altinda kan Ornekleri ve bobrekleri alindi. Serum
numunelerinde Ure, kreatinin, drik asit, kalsiyum ve potasyum dizeyleri, idrar numunelerinde
kreatinin Klirensi ve FeNa duzeyleri, bobrek dokusunda glutatyon (GSH), malondialdehit
MDA, glutatyon peroksidaz 4 (GPX4), acil-coa sentetaz uzun zincirli aile tyesi 4 (ACSL4),
transferrin reseptor 1 (TFR1), doku demir diizeyleri, histopatolojik degisiklikler ve
immunohistokimyasal GPX4 ve ACSL4 boyanma diizeyleri incelendi.

Calismamizda 12 hafta fruktozla beslenen grupta tiim gruplara gére serum kreatinin
seviyesinde anlamli artis gozlenirken serum (re seviyesinde kontrol grubuna goére tim
gruplarda anlamli diisiis gozlendi. Serum kalsiyum dlizeyinde F8 grubunda kontrole gore
anlamli azalma goriildii. Kreatinin klirensi / viicut agirligt seviyelerinde F12 grubunda, FeNa
seviyelerinde ise kontrol grubuna gore tiim gruplarda anlamli azalma gozlendi. 24 saatlik idrar
hacminde F4 ve F12 gruplarinda kontrole gore anlamli arti, F8 grubunda F4 grubuna gore
anlamli azalma go6zlendi. Bobrek dokusunda GSH diizeylerinde F8 ve F12 gruplarinda kontrole
gore anlamli azalma goriilirken MDA seviyelerinde gruplar arasi farklilik goézlenmedi.

Ferropitoz belirteclerinden GPX4 seviyelerinde kontrole gore tiim gruplarda
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anlamli azalma, diger ferropitoz belirteclerinde anlamli farklilik gézlenmedi. Histolojik olarak
renal hasar skoru ve glomeriiler cap F8 ve F12 gruplarinda anlaml yiiksekti.

Tiim bu sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde fruktozdan zengin beslenmenin
bobrek fonksiyon ve histolojisini olumsuz etkiledigi ve fruktozdan zengin beslenme siiresinin
uzamasinin bu etkileri arttirdigr goriildii. Yiiksek fruktoz alimina bagli olumsuz etkilerde
ferropitozun roliinii inceledigimizde bulgularimizin geliskili olmasi sebebiyle yiiksek fruktozlu
beslenmeye bagli olusan hasarda ferropitozun rolii konusunda net bir sonuca ulasilamadi.
Uygulanan modelde fruktoz dozunda c¢esitlilik ve caligma siiresi artirilarak ek c¢aligsmalar
yapilmasinin uygun olacagi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Ferropitoz, fruktozlu, beslenme, oksidatif stres
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THE ROLE OF FERROPTOSIS IN HIGH FRUCTOSE DIET-INDUCED
RENAL DYSFUNCTION

SUMMARY

In our study, we aimed to examine the role of ferroptosis in kidney damage caused by
high fructose nutrition and the change of high fructose nutrition in kidney function and
histology over time.

After ethical approval, a total of 34 Spraque-Dawley male rats were used in 4 groups.
During the experiment, tap water was given to the control group and tap water containing 20%
fructose was given to the other groups. The control group was followed for 1 week, the F4
group for 4 weeks, the F8 group for 8 weeks, and the F12 group for 12 weeks. On the last day
of the experimental period, the rats were taken into the metabolic cage and their 24-hour urine
was collected. Then, blood samples and kidneys were taken under anesthesia. Urea, creatinine,
uric acid, calcium and potassium levels in serum samples, creatinine clearance and FeNa levels
in urine samples, glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), malondialdehyde (GPX4),
acyl-coa synthetase long chain family member 4 (ACSL4), transferrin receptor 1 (TFR1), and
tissue iron levels in kidney tissue samples, histopathological changes and immunohistochemical
GPX4 and ACSLA4 staining levels in kidney tissue were examined.

In our study, a significant increase was observed in serum creatinine level in the group
fed with fructose for 12 weeks compared to all groups, while a significant decrease was
observed in serum urea level in all groups compared to the control group. There was a
significant decrease in serum calcium level in the F8 group compared to the control. A
significant decrease was observed in creatinine clearance / body weight levels in the F12 group,

and in FeNa levels in all groups compared to the control group. A significant increase
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in 24-hour urine volume was observed in the F4 and F12 groups compared to the control group,
and a significant decrease was observed in the F8 group compared to the F4 group. There was
a significant decrease in GSH levels in the kidney tissue in the F8 and F12 groups compared to
the control, but no difference was observed between the groups in MDA levels. A significant
decrease was observed in GPX4 levels, one of the ferroptosis markers, in all groups compared
to the control, and no significant difference was observed in other ferroptosis markers.
Histologically, renal injury score and glomerular diameter were significantly higher in the F8
and F12 groups.

When all these results were evaluated collectively, it was seen that fructose-rich diet
negatively affected kidney function and histology, and prolonged fructose-rich diet increased
these effects. When we examined the role of ferroptosis in the negative effects of high fructose
intake, we could not reach a clear conclusion about the role of ferroptosis in the damage caused
by high fructose nutrition, since our findings were contradictory. In the applied model, it was
thought that it would be appropriate to carry out additional studies by increasing the diversity
and working time in fructose dose.

Keywords: Ferroptosis, fructose, diet, oxidative stress
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