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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek hasar1 (ABH), kombine iskemik tiibiiler hasar (prerenal yaralanma) ve
direkt miyoglobin toksisitesi (bobrek hasar1) sonucu ortaya ¢ikan, glomeriiler filtrasyon
hizinda (GFH) ani bir azalma ile karakterize, kan iire azotu ve kreatinin gibi nitrojenli
atiklarin kanda birikimi ile sonuglanan bir sendromdur (1,2). Rabdomiyoliz, bobrek iskemisi,
dolagim bozukluklari, karaciger fonksiyon bozukluklari, sepsis ve toksik ajanlara maruz
kalma ABH’ye neden olabilir (3). Su ana kadar ABH'yi 6nlemek veya tedavi etmek i¢in etkili
bir farmakolojik tedavi bulunmamaktadir (4).

Rabdomiyoliz, travma veya travma dist nedenlerle iskelet kasi hiicrelerinin
parcalanmasi ile potasyum ve miyoglobin gibi toksik sarkoplazmik igerigin, diger hiicre igi
proteinler ve elektrolitlerle birlikte dolasima salinmasiyla karakterizedir. Siddetli
rabdomiyolizin akut klinik tablosunda hiperkalemi, hiperfosfatemi ve hipokalsemi gibi
elektrolit bozukluklari, yasami tehdit eden aritmiler ve hemodinamik dengesizlik hakimdir
(2,5).

Akut bobrek hasari, rabdomiyolizin en sik goriilen sistemik komplikasyonudur (6).
Rabdomiyolizli hastalarin %10-40''nda ABH gelisir. Rabdomiyoliz, tiim akut bobrek hasari
olgularinin %7-10'una neden olur. ABH olmayan rabdomiyolizli hastalarda 6liim oraninin
%?20’lerde oldugu ancak bu hastalarda ABH gelistiginde oliim oraninin %59'a kadar
yiikseldigi bildirilmistir (7).

Miyoglobiniirik akut bobrek hasart (MABH) iskelet kaslarinin travma veya travma dist
nedenlerle hasarlanmasi sonucu kas hiicrelerindeki miyoglobinin 6nemli diizeylerde dolasima

ge¢mesiyle olusan liremik bir sendromdur. Deneysel MABH olusturmak i¢in, dehidrate



hipertonik gliseroliin intramiiskiiler enjeksiyonu yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Bu
model insanlarda gelisen MABH’ye 6zdes olarak kabul edilmektedir. Hipertonik gliseroliin
intramiiskiiler enjeksiyonu ile ciddi kas hasar1 olusur. Kas hasar1 sonucu agiga cikan
miyoglobin ve hemoglobinin igerigindeki demir, bobreklerde serbest radikal olusumuna, lipid
peroksidasyonuna, bobrek fonksiyonlarinda azalmaya, oksidatif stres parametrelerinde
artmaya, nitrik oksit diizeylerinde azalmaya ve histopatolojik olarak bobrek hasarinin
artmasina neden olarak MABH patogenezinde 6nemli rol oynar (8-11).

Endokannabinoid sistemin bobrek fizyolojisi ve patofizyolojisindeki onemli rolii
biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Endokannabinoid sistemin MABH’deki rolii, ABH’deki tedavi
stratejisine yeni bir yaklasim saglayabilir. Kannabinoid tip 1 reseptér (CB1) ve kannabinoid
tip 2 reseptor (CB2) aktivasyonu, gesitli biyolojik fonksiyonlar gosterebilir ve bunlarin
dagilimi bobrekte farkli hiicre tipleri icin farklilik gosterir. CB1 reseptorleri, nefron ve
vaskiilatiirin tiim bdliimlerinde, CB2 reseptorleri ise oOncelikle renal kortekste, ozellikle
glomerulustaki mezangial hiicrelerde, podositlerde ve proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde
tespit edilmistir (12-14). CB2 reseptorii, CB1 reseptorii aktivasyonu ile baglantili psikotropik
etkilerinin olmamasindan dolay1 ¢ekici bir farmasoétik hedeftir (15). Daha onceki ¢aligmalar
kannabinoidlerin bobrek fonksiyonu iizerinde hem yararli hem de zararli etkileri olabilecegini
gostermistir. Secici farmakolojik ajanlar kullanilarak CB1 reseptoriiniin antagonizmasi veya
CB2 reseptorlerinin  aktivasyonunun, kronik bobrek hastaliginin deneysel ve genetik
modellerinde bobrek yapisi ve fonksiyonunu iyilestirdigi bildirilmistir (4,16). Kronik bobrek
hastaligr kemirgen modellerinde CB2 reseptoriiniin segici aktivasyonunun, diyabetle iligkili
nefropatik etkilerde veya diyet kaynakli obezitede bobrek mimarisini ve nefron islevini
korudugu gosterilmistir (17). Tersine, CB2 reseptorii antagonistlerinin bobrek fonksiyonlarini
bozdugu ve bobrek hasarii siddetlendirdigi gosterilmistir (18). Bu ¢alismalar kronik bobrek
hastaligr formlarin1 tedavi etmede potansiyel klinik yarar1 gostermektedir ancak ABH’den
sonra CB1 ve CB2 reseptor sisteminin faydasini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir. Literatiir arastirmalarimiza gore kannabinoid reseptor agonist ve antagonistlerinin
deneysel MABH nin fizyopatolojisindeki rolii ile tedavi edici etkilerinin arastirildigi herhangi
bir ¢aligmaya rastlanmadi.

Calismamizda kannabinoid reseptorii agonist ve antagonistlerinin  MABH’de
biyokimyasal ve histopatolojik parametreler {izerine etkilerini ve bu etkilerin oksidatif stres

belirtegleriyle iliskisini incelemeyi amacladik.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Yakin zamanda geleneksel tanimlama olan akut bobrek yetmezliginin yerini alan
ABH, diinya ¢apinda milyonlarca hastay1 etkileyen biiyiik bir halk sagligi sorunudur (3,19).
ABH, GFH’de ani bir azalma sonucu serum kan iire azotu ve kreatinin seviyelerinde
yiikselme, idrar miktarinda azalma ile birlikte hiicre dis1 s1v1 elektrolit dengesi, asit baz ve iki
degerlikli katyon regiilasyonunda anormallikler ile karakterizedir (1,20).

Akut bobrek hasar1 sonrasi hayatta kalan cogu hastada bobrek fonksiyonlari geri
doner. Ancak mortalitenin yaklasik %50'nin {izerinde olmasi, Onlenebilmesi veya tedavi
edilebilmesi i¢in etkili bir yontemin heniiz bulunmamasi endise vericidir (3). ABH, kronik
bobrek hastaligi veya son donem bobrek hastaligimin gelismesine yol acabilir, diger
hastaliklarin gidisatini etkileyebilir (21). Bu nedenle hastanede kalig siiresinin uzamasina ve
yiiksek tibbi maliyetlere neden olabilir (22).

Akut bobrek hasarina bagli mortalite ve diger olumsuz sonuglar, hastaligin siddeti ile
orantili olarak artmaktadir. Bu nedenle, ABH’nin standart bir tanimimin olmasi, tanisini
koymak, siddetini simiflandirmak ve hastalar1 daha iyi tedavi edebilmek i¢in Onemlidir.
ABH’nin siddetinin teshisi ve degerlendirilmesi i¢in ii¢ siniflandirma kullanilmaktadir: 2004
yilinda Akut Diyaliz Kalite Grubu (ADQI) tarafindan RIFLE (Risk, Yaralanma, Ariza, Kayip,
Son donem bobrek hastaligr) kriterleri yaymlanmustir (Tablo 1). RIFLE kriterleri 2007 yilinda
AKIN (Akut Bobrek Hasar1 Agi) tarafindan gelistirilmistir (Tablo 2). Son olarak 2012 yilinda
RIFLE ve AKIN kriterlerinin ¢esitli yonleri, KDIGO simiflandirmas: ile tek bir tanimda

birlestirilmistir (Tablo 3). Bu ii¢ siniflandirmada kullanilan kriterler serum kreatinin seviyeleri



ve idrar cikigindaki degisikliklere dayanmaktadir. ABH i¢in giliniimiizde en yaygin olarak
kullanilan smiflandirma KDIGO’dur (23,24).

Tablo 1. Akut Bobrek Hasarmin Siniflandirilmasi: RIFLE Kriterleri (25)

RIFLE Serum Kreatinin Diizeyi Idrar Cikis Miktar1
Serum Kreatinin diizeyinde 1.5 kat
Risk artis 6 saat siireyle idrar ¢ikisi
veya <0.5ml/kg/saat
GFH’de > %25 azalma
Serum Kreatinin diizeyinde 2 kat 12 saat siireyle idrar gikist
Yaralama artiy < 0.5 ml/kg/saat
veya
GFH’de > %50 azalma
Serum Kreatinin diizeyinde 3 kat
32;/2 24 saat siireyle idrar ¢ikist
Hasar Serum Kreatinin diizeyinin > 4 je(z;: m/kg/saat
mg/dl (en az 0.5 mg/dl akut artis ) 12 saat saat siireyle aniri
veya
GFH’de > %75 azalma
Kayip Tam bobrek fonksiyon kaybi >4 hafta
Son Dénem Bobrek | Tam bobrek fonksiyon kayb1 >3 ay
Hastalig1

Tablo 2. Akut Bobrek Hasarmn Smmiflandirilmasi: AKIN (Acute Kidney Injury
Network) Kriterleri (25)

ml/dl)

veya

Renal replasman
baslanmasi

tedavisi

AKIN Serum Kreatinin Diizeyi Idrar Cikis Miktar
Serum Kreatinin diizeyinde
1,5-2 kat artig 6 saat siireyle idrar ¢ikisi
AKIN1 veya <0.5ml/kg/saat
Serum Kreatinin diizeyinin
> 0.3 mg/dl
AKIN? Serum Kreatinin diizeyinde | 12 saat siireyle idrar ¢ikis1
2-3 kat artig < 0.5 ml/kg/saat
Serum Kreatinin diizeyinde
3 kat artis
veya
Serum Kreatinin diizeyinin | 24 saat siireyle idrar ¢ikis1
AKIN3 >4 mg/dl (akut artis >0.5 | < 0.3 ml/kg/saat

veya
12 saat saat siireyle aniiri




Tablo 3. Akut Bobrek Hasarimin Simmiflandirilmasi: KDIGO (Kidney Disease Improving
Global Outcomes) Kriterleri (24)

KDIGO Serum Kreatinin Diizeyi Idrar Cikis Miktar

Serum Kreatinin diizeyinde

1.5- 1.9 kat artis1 6 -12 saat stireyle idrar ¢ikisi
KDIGO1 veya < 0.5 ml/kg/saat

Serum Kreatinin diizeyinin
>0,3 mg/dl artis1

Serum Kreatinin diizeyinde | 12 saat veya daha uzun
KDIGO2 2.0- 2.9 kat artis1 siireyle idrar ¢ikisi
< 0.5 ml/kg/saat

Serum Kreatinin diizeyinde

3 kat artis1
veya
Serum Kreatinin diizeyinin | 24 saat veya daha uzun
>4 mg/dl olmasi stireyle idrar ¢ikist
KDIGO3 veya | < 0.3 ml/kg/saat
Renal replasman tedavisi | veya
baglanmasi 12 saat veya daha uzun
veya stireyle antiri

18 yasindan kiigiik
hastalarda GFH’de
<35 ml/min/1.73m? azalma

Bu ii¢ smiflandirmanin 6nemli kisitlamalari:

Serum kreatinin konsantrasyonuna gore ABH’nin ciddiyetinin tanimi  ve
degerlendirilmesi (kas kiitlesi kaybi, serum kreatinin konsantrasyonunun analitik 6l¢limiinii
etkileyen madde konsantrasyonunun artmasi, bobrek fonksiyon bozuklugu ve karaciger
fonksiyon bozuklugu)

Bazal serum kreatinin konsantrasyonunun tanimlanmasi (ABH’den hemen 6nce serum
kreatinin konsantrasyonu)

Renal replasman tedavisi ile tedavinin baslatilmasina karar vermedir (26).

Risk Faktorleri

Ileri yas, sepsis, hipovolemi/sok, kalp cerrahisi, kontrast ajanlarm infiizyonu, diabetes
mellitus, 6nceden var olan kronik bobrek hastaligi, kalp yetmezligi, karaciger yetmezligi vb.
risk faktdrlerinin tanmmasi onemlidir (27). Ozellikle akut hastaliga sahip ve bilyiik cerrahi
operasyon gecirmis hastanede yatan hastalar arasinda ABH nin insidansi giderek artmaktadir.
Bu artis giiniimiizde ABH'nin daha iyi taninmasina, veri kayitlarinin daha diizenli olmasina,

tan1 ve siiflandirma semalarinin daha hassas olmasina baglanabilir (28).



Epidemiyoloji

Geligmis tilkelerde ABH yayginlig1 hizla artarken gelismekte olan iilkelerde hastaligin
yetersiz raporlanmasi, gergek etkisi hakkinda dogru bilgilere ulasmay1 engellemektedir (29).
Gelismis tilkelerde ABH’li yaklasik 2 milyon hastanin %10-15’inin 61diigii, hayatta kalanlarin
ise %10'unda son donem bobrek hastaligi, %20'sinde kronik bobrek hastaligi gelistigi rapor
edilmistir (30). ABH, Avrupa'da her y1l 1000 kisinin ikisinde goriilmektedir. Ancak hastanede
yatan hastalarda hastane enfeksiyonlari nedeniyle ABH daha sik goriiliir (tim yatan hastalarin
%10-20'si) (31). Ayrica yogun bakim, kalp cerrahisi, onkoloji ve nakil merkezleri gibi
spesifik hastane birimleri incelenirse ABH oranlar1 %50 veya daha fazla olabilir (32).

Etiyoloji

Akut bobrek hasarinin nedenleri, gelismekte olan iilkeler ve gelismis iilkeler arasinda
biiyiik farkliliklar gostermektedir. ABH’ye, gelismekte olan iilkelerin kentsel bolgelerinde
hastane kaynakli hastaliklar (renal iskemi, sepsis ve nefrotoksik ilaglar), kirsal alanlarda ise
daha yaygin olarak toplum kaynakli hastaliklar (ishal, dehidratasyon, bulasici hastaliklar,
hayvan zehirleri vb.) neden olmaktadir (29).

Akut bobrek hasarmin nedenleri prerenal, renal ve postrenal olmak {izere ii¢

kategoriye ayrilmaktadir (27).

Prerenal Akut Bobrek Hasar:

Akut bobrek hasarinin yaklagik %50-70’ini olusturan prerenal ABH, ABH nin en sik
nedenidir (33). Prerenal ABH, bobrek parankimine zarar vermeden bdobrek perflizyon
basincindaki azalmaya bagl olarak GFH'de bir azalma ile karakterizedir. Bobrekler kardiyak
cikisin %25'ini alir ve bu nedenle genel dolasimdaki herhangi bir yetmezlik veya sadece
intrarenal dolagimdaki yetmezlik bobrek perfiizyonu iizerinde siddetli bir etkiye sebep olabilir
(2).

Hipovolemi (kanama, ciddi yaniklar, ishal, kusma), azalmis kardiyak output
(kardiyojenik sok, masif pulmoner emboli, akut koroner sendrom) ve sistemik
vazodilatasyonun (septik sok, anafilaksi, anestezi uygulamasi, hepatorenal sendrom) neden
oldugu hipotansiyon prerenal ABH’nin olusmasina sebep olabilir. Ayrica renal
vazokonstriksiyon (non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar, iyotlu kontrast maddeler,
amfoterisin B, kalsinérin inhibitorleri) ve glomeriiler efferent arteriolerin vazodilatasyonu
(anjiyotensin doniistiiricii enzim inhibitorleri, anjiyotensin reseptor blokerleri) gibi nedenler

etkili olabilir (34).



Akut bobrek hasarinin prerenal nedenleri genellikle orta ve uzun siireli bdbrek
hasarina yol agar. Bu duruma akut hipovolemiye bagli sok, ardindan gelisen akut tiibiiler
nekroz (ATN) oOrnek olarak verilebilir. Bobregin korteks ve medulla kavsaginin, 6zellikle
dolasim bozukluklarina bagli gelisebilecek hasara duyarli bir bolge olmasi, sok durumlarinda
glomeriillerin biiyiik 6lgiide korunmasina, tiibiiler hiicreler ve fonksiyonlarmin ise ciddi
bi¢imde bozulmasina neden olur (31). Bu nedenle geri doniisiimsiiz ATN gelismeden 6nce
prerenal durumlar i¢in hizli teshis ve tedavi gereklidir (20). Bobregin prerenal ABH
sebeplerine normal yaniti, intravaskiiler hacmi korumak/arttirmak, renal perflizyonu
normallestirmek i¢in idrar1 maksimum diizeyde konsantre etmek ve sodyumu geri emmektir.
Genel olarak bobrek perflizyonunu hizla diizeltmeyi amaglayan tedaviler, bobrek

fonksiyonunu da hizli bir sekilde iyilestirecektir (1).

Renal Akut Bobrek Hasar:

ABH vakalarinin %25'ini olusturan renal ABH’nin nedeni; tiibiiler, glomeriiler,
interstisyum ve intrarenal kan damarlarindan olusan bobregin dort ana yapisinin zarar
gormesidir (1,33).

Akut tiibiiler nekroz, tiibiiler hasardan kaynaklanan ABH'yi tanimlamak i¢in kullanilan
bir terimdir (1). Renal ABH’nin %60'mn1 olusturur. Morfolojik olarak, hiicrelerde epitelyal
hiicre diizlesmesi, firca kenar kaybi, ¢ekirdek kaybi ve apoptoz/nekroz gibi bazi degisiklikler
gozlemlenir (35). Tibiiler hasar kaynakli ABH’ye genellikle iskemi, antimikrobiyaller ve
nefrotoksik ilaglar neden olmaktadir. Iskemik ATN'ye hipovolemik durumlar, kalp
yetmezliginde diisiik kardiyak output, sepsis ile sistemik vazodilatasyon; nefrotoksik ATN'ye
ise ilaglar, multipl miyelom, rabdomiyoliz ve kontrast madde neden olabilir (36).

Glomeriiler hasar kaynakli ABH’ye, kan damarlarinin ve glomeriillerin akut
inflamasyonu neden olmaktadir. Glomeriilonefrit genellikle sistemik bir hastaligin veya
pulmoner bobrek sendromlarin (Goodpasture sendromu, Wegener graniilomatozu gibi) bir
gostergesidir (27).

Akut interstisyel nefrit, hem renal tiibiilleri hem de interstitiumu etkileyebilir.
Interstisyel enflamatuar infiltratlar ve 6dem ile karakterizedir. Glomeriiller ve damarlar,
etkilenmedikleri i¢in normal goriiniimdedir. Hastalarin sadece %10-30'unda akut interstisyel
nefrit ile iligkili ates, dokiintii ve eozinofili tigliisii goriiliir (25).

Vaskiiler hasardan kaynaklanan ABH, intrarenal damarlarin yaralanmasi sonucu
bobrek perflizyonunun azalmasi ile GFH’nin azalmasina bagl olarak ortaya ¢ikar (1). ABH'ye

neden olabilen bobrek vaskiiler bozukluklar1 arasinda wvaskiilit, malign hipertansiyon,
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skleroderma, trombotik trombositopenik purpura/hemolitik iiremik sendrom, trombotik
mikroanjiyopatiler, yaygin intravaskiiler pithtilasma, mekanik renal arter okliizyonu ve renal

vendz tromboz bulunur (36).

Postrenal Akut Bobrek Hasar

Tiim akut bobrek hasarmin %5’ini olusturan postrenal ABH, intratiibiiler basinci
arttirtpp GFH'yi azaltan akut idrar yolu tikaniklig1 sonucu olusur (1,33). Her iki bobregin veya
tek islevli bir bobregin idrar yolunun tikanmasi bobrek pelvisinden iiretraya kadar herhangi
bir yerde ortaya ¢ikabilir (37). Tek tarafli bir tikaniklik her zaman ABH’ye neden olmaz,
ozellikle tikaniklik timor gibi kademeli ise normal fonksiyonlu bir kontralateral bobrek
etkilenen bobregin islevini telafi edebilir. Bu nedenle, postrenal ABH'nin en sik etiyolojisi
mesane boynu obstriksiyonudur (34). Idrar yolu tikamikligi, oligiiri ile degisen poliiiri gibi
aralikli idrar akis1 veya aniiri olarak goriilebilir. Ancak noktiiri veya oligiirik olmayan ABH
olarak da goriilebilir (29).

Postrenal ABH'nin nedenleri arasinda erkeklerde iyi huylu prostat hiperplazisi,
kanserler (6zellikle erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda servikal kanser), retroperitoneal
fibroz, lireteral taslar, papiller nekroz, nérojenik mesane, asiklovir veya indinavir gibi g¢esitli

maddelerin ¢okelmesinden dolayi intratiibiiler tikaniklik yer alir (1).

RABDOMIYOLIZ

Rabdomiyoliz, iskelet kas1 hiicrelerinin pargalanmasi ile potasyum ve miyoglobin gibi
toksik sarkoplazmik icerigin, diger hiicre i¢i proteinler ve elektrolitlerle birlikte dolasima
salinmasiyla karakterize, potansiyel olarak hayati tehdit eden bir sendromdur (2).
Rabdomiyolizin nedenlerini belirlemek genellikle kolaydir. Crush sendromu ve uzun siireli
immobilizasyon gibi dogrudan kas hasarlar1 rabdomiyolizin temel nedeni olmakla birlikte
ilaclar, kalitsal sendromlar, malign hipertermi, noroleptik malign sendrom, diyabetik
ketoasidoz, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar gibi kas hasarini tetikleyen etkenler de
rabdomiyolize neden olabilmektedir (6).

Rabdomiyolizin patagonezinde yer alan hiicre yikim mekanizmalar1 hiicre membran
hasari, kas hiicre hipoksisi, enerji (adenozin trifosfat) yetersizligi ve elektrolit bozukluklaridir.
Bunlar Na'/K'/ATPaz pompa bozukluklarina ve serbest oksijen radikallerinin ortaya
¢ikmasina yol agar. Rabdomiyolizin patogenezinde bulunan direkt hiicre membran hasar1 ve
ATP’nin tiikenmesi, hiicre i¢inde kalsiyum birikmesine neden olur. ATP yetersizligi

durumunda Na'/K*/ATPaz ve Ca*?/ATPaz pompalar1 calisamaz, kalsiyum hiicre ici
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depolarina geri donemez. Sitozolde bulunan yiliksek konsantrasyondaki kalsiyum, kas
kontraksiyonlarina, asir1 enerji tiiketimine ve hiicre hasarina neden olur. Sitozoldeki kalsiyum
artis1 proteaz, fosfolipaz gibi proteolitik enzimleri de uyararak miyofibrilleri lizise ugratir ve
rabdomiyolize neden olur. Ayrica bu enzimler, hiicre i¢i kalsiyum artisina ve mitokondri
fonksiyon bozukluguna bagli enerji iiretim eksikligi nedeniyle kalsiyumun disar1 atilmasinda
bozukluga yol agarak hiicre membran biitiinliiglini bozar. Kalsiyumun hasara ugrattigi
mitokondrilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ortaya ¢ikar. ROS, hiicresel diizeyde yikima ve
lipit peroksidasyonuna neden olur, hiyaluronik asit ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi
hiicresel elemanlara zarar verir ve makrofajlar1 hasara ugratabilir (38).

ABH, rabdomiyolizin en ciddi komplikasyonudur. Rabdomiyolizde ABH'in gercek
insidansint belirlemek, tanimlar ve klinik senaryolardaki c¢esitlilik nedeniyle zordur.
Rabdomiyoliz hastalarinin %10-40'lmda ABH gelistigi tahmin edilmektedir. Bobrek hasari
bulunmayan hastalarda mortalite orani yaklasik %20 iken ABH varliginda % 59°dur (39,40).

Rabdomiyolize bagli ABH’nin klinik sendromunu anlamak ve patogenezinin
arastirilmasi i¢in kas igine gliserol enjekte edilerek iskelet kasinin pargalanmasina sebep olan
hayvan modeli yaygin olarak kullanilmaktadir (41). 100 gramdan fazla iskelet kasi
yaralanmasi, miyoglobinin plazma proteinlerine baglanma kapasitesini asar. Bu durum
miyoglobinin glomertiillerden filtre edilmesiyle bobrek distal tiibiillerinde serbest
miyoglobinin ¢okelmesine ve proksimal renal tiibiillerin hiicreleri tarafindan miyoglobinin
daha yiiksek reabsorbsiyonuna yol agar (39).

Rabdomiyolizin klinik goriiniimii, asemptomatik kreatinin kinaz yiikselmesinden
hipovolemi, asidoz, ABH ve yaygin intravaskiiler pihtilasma dahil olmak iizere ¢oklu organ
fonksiyonlarmin diizensizligine kadar degisebilir. Serum kreatin kinaz seviyeleri
rabdomiyoliz siddeti ile iligkilidir ancak ABH riskini tahmin etmek icin ideal bir belirteg
olmayabilir (40). Tipik olarak rabdomiyoliz, kas agrisi, halsizlik ve idrarin kirmizimsi
kahverengi renk degisikligi ile kendini gosterir (42). Siddetli rabdomiyolizin akut klinik
tablosunda elektrolit bozukluklar1 (hiperkalemi, hiperfosfatemi ve hipokalsemi), hayati tehdit

eden aritmiler ve hemodinamik instabilite bulunmaktadir (2).

Crush Sendromu
Travmatik rabdomiyoliz veya ezilme sendromu olarak da adlandirilan crush sendromu
(CS); dogrudan travma, yaralanma veya kompresyon sonrasi olusan ani ve hizli kas hasarinin

neden oldugu sistemik bir bozukluktur (43,44). ABH’ye yol acan CS, oOnlenebilen veya



tersine cevrilebilen ezilme yaralanmalarinin hayati tehdit eden birka¢ komplikasyonundan
biridir (45).

Crush sendromu ilk kez Bywaters ve Beall tarafindan 1941'de Londra’nin
bombalanmasi sirasinda tanimlanmistir. Enkazdan ¢ikarilan hastalar, baglangigta zarar
gérmemis gibi goriinseler de daha sonra hastalarda ilerleyici uzuv sismesi ve sok gelismis,
birka¢ giin sonra bobrek yetmezliginden &lmiislerdir. Oliim sonrast muayenede renal
tiibiillerde kas nekrozu ve kahverengi pigment atiklar1 saptanmistir (45).

Crush sendromu siklikla kazalarda, sporda ve en 6nemlisi deprem gibi dogal afetlerde
goriiliir (46). Deprem sonrasi olusan CS insidansi yaklasik %10 iken mortalite oran1 %40’dir
(47). Tirkiye’de en fazla 1999 Marmara depremi ve 2011 Van depreminde goriilmiistiir (44).
CS, travmatik etiyolojilerle sinirli degildir. Uzun siireli sikisma ve uzun siireli hareketsizlige
neden olan herhangi bir durum (inme veya zehirlenme sonrasinda insanlarin kendi viicut
agirliklarn tarafindan ezilmeleri) ezilme yaralanmasina neden olabilir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde ise eroin yaygin bir etiyolojidir ve alkoliin bircok sanayilesmis iilkede CS,
kompartman sendromu ve rabdomiyolizin en yaygin etiyolojisi oldugu bildirilmistir (45).

Ezilme yaralanmasi geciren kisilerde, bir kas grubu iizerinde uzun siireli bir basing
iskemik kas nekrozunun olusumuna neden olur. Kisinin kurtarilmasi ile gerg¢eklesen
revaskiilarizasyon sirasinda hasarli kas hiicrelerinden potasyum, fosfat, laktik asit, miyoglobin
ve kreatin kinazin kaybi; kalsiyum, sodyum ve suyun ise hasarli kas hiicrelerine difiizyonu
goriiliir. Sonug olarak kas siser ve rabdomiyoliz meydana gelir. Potasyum kalp ritmini bozar.
Kalsiyum daha sonra emildiginde hipokalsemi olusabilir. Miyoglobin, glomerulusta siiziiliir
ve bobrek distal kivrimli tiibiillerinde ¢okelir. Reabsorpsiyon bozukluguna neden olur ve
intrarenal basinci arttirarak akut bobrek nekrozuna neden olur. Bu degisiklikler asidoz, ABH,
coklu organ disfonksiyonlar1 ve hipovolemik soka yol agabilir. Bu hastalarda hiperkalemi en
onemli ve oliimciil elektrolit dengesizligidir. Siddetli hiperkalemi; disritmiye, kalp durmasina

ve ani 6liime yol agabilir (48,49).

MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK HASARI

Miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 iskelet kaslarinin travma veya travma dist
nedenlerle hasarlanmasi sonucu olusan {iremik bir sendromdur (5). MABH’de mortalite
oraninin (vakalarin % 15-40'1) yiliksek olmasi1 nedeniyle hastaligi hizli bir sekilde tanimak ve

tedavi etmek onemlidir (50).
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Miyoglobiniirik akut bobrek hasari patofizyolojisinde yer alan temel mekanizmalar:
1- Renal vazokonstriksiyon ve iskemi
2- Distal kivrimli tiibiillerde miyoglobin kast formasyonu
3- Miyoglobinin proksimal kivrimli tiibiillerin epitel hiicreleri iizerinde dogrudan sitotoksik
etkisi

Renal vazokonstriksiyon ve iskemi: Kas dokusunun nekrozu, biiyiik miktarda sivinin
biriktigi ve hipovolemiye neden olan bir “li¢lincii bosluk™ yaratir. Hipovolemi; sempatik sinir
sistemini ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemini aktive eder, endotelin 1, vazopressin gibi
vazokonstriktor molekiillerin iiretimini arttirir, vazodilatdr prostaglandinlerin iiretimini
engeller. Kas hasari, vazokonstriksiyonu da destekleyen endotoksinlerin ve sitokinlerin
sistemik dolagima salinmasina neden olur. Olii kas hiicreleri tarafindan salinan miyoglobin, en
giiclii endojen vazodilator faktér olan nitrik oksidi parcalar. Bobrek tiibiiler hiicrelerine
oksijen iletiminin azalmasi, bobrek vazokonstriksiyonuna, bobrek iskemisine ve daha sonra
ATP iiretiminin azalmasina yol acar (51).

Miyoglobin kast formasyonu: Distal kivrimli tiibiillerin i¢indeki miyoglobin
kastlarinin varligi, MABH'de yaygin bir bulgudur. ATP'nin tiikkenmesi epitel hiicre nekrozuna,
tibliler limende o6li hiicrelerin birikmesine ve ardindan miyoglobinin ¢dkelmesine ve
miyoglobin kastlarinin olusmasina neden olur. Bu kast olusumu, filtrelenmis miyoglobin
konsantrasyonuna baglidir. Kas hasarinin boyutu ne kadar biiyiikse serumdaki miyoglobin
konsantrasyonu o kadar yiiksek olur. Sonugta bobrek glomeriillerinde filtrelenen miyoglobin
miktar1 da o kadar yiikselir. Asidik bir pH’a ulagmis artan miyoglobin filtrasyonu, distal
kivrimli tiibiillerin i¢inde miyoglobin birikimini arttirarak miyoglobin kast formasyonunu
olusturur (51).

Miyoglobinin direkt sitotoksik etkisi: Kast olusumunun yani sira miyoglobin,
proksimal kivrimli tiibiillerin tiibiiler hiicrelerinde lokal oksidatif stresi artirarak direkt bir
sitotoksik etki gosterir. Glomerulusta filtrelenen miyoglobin konsantrasyonu normal seviyeyi
astiginda, proksimal kivrimli tiibiillerin tiibiiler hiicreleri, miyoglobinin idrara atilmasini
smnirlamak ve bobregi nefrotoksik etkisinden korumak igin reabsorbsiyon kapasitelerini
arttirtr.  Endositoz  yoluyla miyoglobinin artmis reabsorbsiyonu ve sonrasinda olusan
proteinlerin hem ve demire yikilimi, 5.6'dan daha diisiik bir idrar pH''n1 meydana getirir ve
tiibiiler hiicrelerin asir1 serbest demir yliklenmesine yol agar. Serbest demir, kendi basina
serbest oksijen radikallerinin iiretimini kolaylastiran veya kendi basina serbest radikal gorevi
goren bir oksidatif metaldir. Tibiiler hiicrelerin sitoplazmasinda meydana gelen oksidatif

stres; lipidlerin, proteinlerin ve deoksiriboniikleik asitin peroksidasyonuna neden olarak
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ATN’ye yol acar. Hem’in kendisi de hiicresel oksidatif stresi artirabilir. ATP azalmasi,
miyoglobinin proksimal kivrimli tiibiillerin epitel hiicreleri iizerindeki toksik etkisini daha da
kolaylastirir ve hiicrelerde morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olur. Bu durum
membran gegirgenligini degistirerek hem'in hiicre i¢ine girmesine izin verir. Miyoglobin
kastlarmin neden oldugu distal tiibiil tikanikligi, nefrotoksik miyoglobinin intratiibiiler
konsantrasyonunu ve proksimal kivrimli tlibiillerin  tlibliler hiicreleri tarafindan

reapsorbsiyonunu arttirir ve ATN'yi siddetlendirir (51).

SERBEST RADIKALLER

En distaki atomik veya molekiiler orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron igeren serbest molekiillerdir (52). Kismi yanmaya maruz kalmis, hiicresel zarlarin
yiizeyinde ve hatta hiicrelerin i¢inde agresif oksidasyon reaksiyonlarini1 baglatabilen oksijen
gruplarina sahip olan eksik oksitlenmis bilesiklerden tiiretilirler (53). Serbest bir radikalin
eslesmemis elektronu; kararsiz, kisa omiirlii ve yiiksek derecede reaktif olmasina neden olur
(54). Diger molekiillere bir elektron verebilir veya bir elektron alabilir. Bu nedenle oksidan
veya indirgeyici olarak davranirlar (55). Biyolojik sistemlerde siiperoksit ve nitrik oksit en sik
ortaya ¢ikan radikallerdir (56).

Serbest radikallerin baslangicta reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan
oksijen merkezli radikaller oldugu diistiniilmiistiir. Ancak giiniimiizde reaktif azot tiirlerinin
(RNS) bir alt grubunu da igerdigi bilinmektedir. ROS ve RNS normal hiicresel
metabolizmanin bir triinidiir (57). Hem ROS hem de RNS iki bilesik grubuna ayrilabilir:
radikaller ve radikal olmayanlar. Radikal olmayan tiirler serbest radikal degildir ancak canli
organizmalarda serbest radikal reaksiyonlarinin kolayca gelismesine yol agabilirler (54).
Radikaller ise radikal olmayan tiirlerden daha az kararlidir ancak reaktiviteleri genellikle daha
gliclidiir (58).

Reaktif oksijen tiirleri ve RNS olusumundan endojen kaynaklar (mitokondri,
peroksizomlar, endoplazmik retikulum, fagositik hiicreler vb.), ekzojen kaynaklar (kirlilik,
alkol, tiitiin dumani, agir metaller, gecis metalleri, endiistriyel ¢oziiciiler, pestisitler, halotan,
parasetamol ve radyasyon) ve fizyolojik faktorler (stres, duygu vb. ruhsal durum ve hastalik
kosullar1) sorumludur (54,59). Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz,
miyeloperoksidaz (MPO) ve nitrik oksit sentaz (NOS) gibi hiicresel enzimler tarafindan
tiretilirler (60).

Insan viicudunda serbest radikallerin hem faydali hem de zararl etkileri vardir (53).

ROS/RNS'nin biyolojik hasara yol agan zararli etkisi oksidatif stres ve nitrozatif stres olarak
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adlandirtlir. Oksidatif/nitrozatif stres, artan ROS ve RNS seviyeleri ile karakterize edilir. RNS
ve ROS; DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi molekiillere biyolojik olarak zarar veren
hiicrelerin zarlarinda ve c¢ekirdekte yiliksek derecede reaktiftir. Baglica hedefleri arasina
lipitler, niikleik asitler ve proteinler olmak iizere viicuttaki her tiirlii molekiilii igerir. Membran
lipitlerinin peroksidasyonunu, mitokondriyal solunum zinciri enzimlerinin dogrudan
inhibisyonunu, DNA, enzim ve protein gibi molekiillerin pargalanmasi veya rastgele ¢apraz
baglanmasi gibi ¢ok cesitli toksik oksidatif reaksiyonlar1 baglatabilir ve kanser, amfizem,
siroz, ateroskleroz, hipertansiyon, astim, diabetes mellitus, Alzheimer, Parkinson, romatoid
artrit gibi bircok farkli dejeneratif hastaligin ortaya c¢ikmasina neden olabilir. ROS ve
RNS’nin diisiik veya orta seviyelerdeki konsantrasyonlar1 yararli etkiler gosterir. Viicutta
tiretilen serbest radikaller; organizmanin mikrobiyal saldirilara karsi savunulmasi (fagositoz
islemi sirasinda bakterisidal etki ile), hiicre biiyiimesi ve proliferasyonun uyarilmasi, hiicre
apoptozu, vaskiiler tonus, insiilin sentezi gibi c¢esitli fizyolojik siire¢lerde rol oynar. Canli
organizmadaki serbest radikallerin faydali ve zararli etkilerinin yeterli dengesi, “redoks

regiilasyonu” adi verilen bir mekanizma ile saglanir, boylece redoks homeostaz1 saglanir

(55,57,58,60-63).

Malondialdehit

Lipid peroksidasyonun en dnemli son iiriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA);
hiicre membranlarinin gegirgenligini arttiran enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin
yapisinda kirilmalara ve baz degisimlerine neden olan t¢ Kkarbonlu bir dialdehittir.
Membranlarin iyon aligverisine etki ederek lipidlerin ¢apraz baglanmasina neden olur ve
boylece hiicre i¢i 1iyon dengesini bozar. MDA seviyesindeki artis serbest radikal iiretimini
arttir ve antioksidan aktiviteyi azaltir. Antioksidanlar ile serbest radikaller arasindaki
dengenin bozulmasina neden olur. Serbest halde ya da doku igerikleriyle kompleks
olusturmus formda bulunan MDA ; mutajenik, hiicre kiiltiirlerinde genotoksik ve karsinojenik

etkilere sahiptir (64-66).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMI

Antioksidanlar, oksitlenebilir substratlara kiyasla diisiik konsantrasyonlarda maddenin
oksidasyonunu onemli Ol¢iide geciktiren veya inhibe eden maddelerdir (67). Oksidasyon,
elektronu bir maddeden oksitleyici bir maddeye aktaran ve serbest radikaller iiretilmesine
neden olabilen kimyasal bir reaksiyondur. Antioksidanlar, hiicrelere saldirmadan 6nce serbest

radikallerin deaktive edilmesinde Onemli bir rol oynarlar (61). Antioksidan savunma
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sistemleri toplayici, baskilayici, zincir kirici ve onarict olmak tizere 4 etki mekanizmasindan
olusmaktadir: Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini tutarak onlar1 yeni ve daha zayif
molekiillere dontistiirmesi (Kiigiik molekiiller, trakeobronsial mukus ve antioksidan enzimler)
toplayici eki, antioksidanlarin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girdiginde radikallere
hidrojen aktararak etkilerini azaltmasi veya etkisiz hale getirilmesi (vitaminler,
antosiyanoidler, flavanoidler ve trimetazin) baskilayici etki, antioksidanlarin serbest oksijen
radikallerini kendilerine baglayip zincirlerini kirarak radikallerin fonksiyonlarini engellenmesi
(mineraller, seruloplazmin ve hemoglobin) zincir kirici etki ve antioksidanlarin serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu hasar1 onarmasi onarici etki olarak adlandirilmaktadir (68).

Hiicrelerdeki endojen bilesikler enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak siiflandirilabilir  (58). GPx (glutatyon peroksidaz), PRX
(peroksiredoksin), CAT (katalaz) ve SOD (sliperoksit dismutaz) gibi antioksidan enzimler,
oksidatif toksik ara maddeleri metabolize eder. Maksimum katalitik aktivite i¢in selenyum,
demir, bakir, ¢inko ve manganez gibi mikrobesin kofaktorleri gereklidir (61). Boylece
antioksidanlar ve enzimler, ROS fliretimi ve eliminasyonu arasindaki dengeyi korurlar.

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise metabolik antioksidanlara ve besin
antioksidanlarina ayrilir. Endojen antioksidanlara ait metabolik antioksidanlar, viicutta
metabolizma tarafindan iretilir. Ekzojen antioksidanlara ait besin antioksidanlari, viicutta
tiretilemez ve E vitamini, C vitamini, karotenoidler, eser metaller (selenyum, manganez,
¢inko), flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asidi gibi gida veya takviye yoluyla alinmasi
gereken bilesiklerdir (58).

Glutatyon

Glutatyon (GSH), neredeyse biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenir ve sitoplazmada
(yaklagik olarak %85-90’1), mitokondride, ¢ekirdekte, peroksizomda ve endoplazmik
retikulumda bulunur. GSH, endojen enzimatik olmayan bir antioksidan ve suda ¢6ziiniir bir
tripeptiddir. Serbest radikalleri etkisizlestirerek hiicrelerin redoks durumunu korumasinda,
radyasyona karsi korunmada, bazi ilaglarin inaktive edilmesinde, lenfositleri aktive ederek
bagisiklik sisteminin giliclenmesinde, dstrojen, prostaglandin ve l6kotrienler gibi bazi endojen
bilesiklerin metabolik siireglerinde, hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen
ekspresyonunda, apoptozisde ve plazma membranindan aminoasit gecisini saglayarak bazi

antioksidanlarin yeniden olusmasinda gorev alir (69-71).
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Glutatyon, iki asamada sentezlenir. Birinci asamada glutamin-sistein ligaz (GCL),
glutamin ve sisteini baglayarak y-glutamilsisteini olusturur. Ikinci asamada ise glutatyon

sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiiliinii meydana getirir (70).

KANNABINOIDLER

Kannabinoidler, Cannabis bitkisinden eclde edilen, ¢esitli fizyolojik siiregleri
diizenleyen ve spesifik davraniglarin olusumunu degistiren lipid habercilerdir (72). Cannabis
bitkisi tiirleri arasinda en ¢ok bilinenleri Cannabis sativa, Cannabis indica ve Cannabis
ruderalis’tir. Esrar olarak bilinen ve yiizyillar boyunca eglence ve/veya tibbi amagclar igin
yaygin olarak kullanilan Cannabis bitkisi i¢in ilk kayitlar, bitki 6zlerinin kramp ve agrilardan
kurtulmak i¢in kullanildigi milattan 6nce 4000 yilina, eski Cin'e kadar uzanmaktadir.
Tetrahidrokannabinol ve kannabidiol, Cannabis sativa'dan iretilen en yaygin bilesiklerdir.
Kannabidiol, 1896 yilinda izole edilen ilk kannabinoiddir. 1964 yilinda ise Israil'de Raphael
Mechoulam tarafindan yaklasik 70 fitokannabinoidin ana psikoaktif bileseni olan ikinci
kannabinoid tetrahidrokannabinol izole edilmistir. Bu bilesiklerin kesfi, fitokannabinoidlere
benzer veya farkli yapilara sahip c¢esitli sentetik kannabinoidlerin iiretilmesine olanak
saglamistir. Bu ¢aligmalarin sonucunda kannabinoid reseptorleri, dnce CB1 ve daha sonra
CB2 izole edilmis ve basarili bir sekilde klonlanmistir. Dogal kannabisin ve kannabinoid
reseptorlerinin (CB1, CB2) kesfedilmesinden sonra birgok farkli kannabinoid reseptor agonist
ve antagonisti tedavi amagh tretilmistir (73-76).CB1 ve CB2 reseptorleri agonist ve

antagonistleri ile ilgili bilgiler Tablo 4’te yer almaktadir.
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Tablo 4. Kannabinoid Reseptor Agonist ve Antagonistleri (73)

0-1812

2-Aragidonil gliserol eter

Selektif CB1 Reseptor Methananandamid

Agonistleri Aragidonil-2-kloroetil
anandamid (ACEA)

AMZ281

JWHO015
Kannainoid Reseptor

o JWH133
Agonistleri Selektif CB2 Reseptor

. ) JWH139
Agonistleri

AM1241

HU-308

HU-210

Non-selektif CB1/CB2 CP-55,940

Reseptor Agonistleri R-(+)-WIN55,212-2

CP55940
SR141716A
Selektif CB1 Reseptor AM251
Kannainoid Reseptor Antagonistleri AM281
Antagonistleri LY320135
Selektif CB2 Reseptor SR144528
Antagonistleri AMG630

Kannabinoidler {i¢ ana gruba ayrilarak, fitokannabinoidler, sentetik kannabinoidler ve
endojen kannabinoidler olarak siiflandirilmaktadir (75). Fitokannabinoidler ve analoglart;
tetrahidrokannabinol, kannabivarin (CBV), kannabidiol (CBD), kannabigerol (CBG),
kannabisromene (CBC), kannabisiklol (CBL), kannabiyelsoyin (CBE), kannabinol (CBN),
kannabinodiyol (CBND), kannabitriyol (CBTL) ve ajulemik asit gibi Cannabis sativa’dan ve
ilgili tlirlerinden dogal olarak elde edilen kimyasal bilesiklerdir. Sentetik kannabinoidler;
endokannabinoid sistemini etkileyebilen, endokannabinoid veya fitokannabinoidlerin dogal
yollarla elde edilemeyen yapisal analoglaridir. Klasik sentetik kannabinoidler, klasik olmayan
sentetik kannabinoidler, aminoalkindiol, eikozanoidler ve digerleri olmak iizere bes gruba

ayrilir. Klasik kannabinoidler: HU-210, nabilone, (+) HU-221, JWH-133, JWH-139, HU-308,
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L-759633, L-759656; klasik olmayan sentetik kannabinoidler: WIN55,212-2, CP55940,
CP55244, CP47497; aminoalkindioller:  R-(+)-WIN55212, JWH-015, L-768242;
eikozanoidler: methanandamid, arasidonil-2-kloroetilamid (ACEA), arasidonilsiklopropilamid
(ACPA); digerleri SR141716A, SR144528 gibi kimyasal bilesiklerden olusur.
Endokannabinoid olarak adlandirilan endojen kannabinoidler ise anandamid (AEA), 2-
arasidonil gliserol (2-AG), 2-arasidonil gliserol eter, O-arasidonil ethanolamin, N-arasidonil
dopamin gibi endokannabinoid sistemi etkileyen ve canli organizmalar tarafindan dogal
olarak {iretilen kimyasal bilesiklerden olusur (73,77).

Eglence ve kotii amagl tiiketilen kannabinoidlerin ortak ismi olan marijuhana (esrar),
bugiin diinyada en ¢ok fiiretilen yasa dis1t maddedir. Tibbi esrar, hastalig1 tedavi etmek veya
semptomlar1 hafifletmek amaciyla kullanilir. Glinlimiizde antiemetik, analjezik, antikonvulsan
ve intraokiiler basinci diisiiriicii etkileri ile kullanilan kannabinoidler; immiin sistem, istah,
zevk hissi, duygu durum ve hafiza gibi ¢esitli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde de rol
oynar. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan kanser kemoterapisinde bulant1 ve
kusmay1 azaltacak, AIDS hastalarinda istahi arttiracak ve kronik agri tedavisine yardimeci
olacak kannabinoid analoglari onaylanmistir. Ayrica mevcut ¢alismalar kannabinoidlerin;
multipl skleroz, epilepsi, Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklarda,
postmenopozal osteoporoz, kanser, obezite, diyabet, karaciger hastaliklari, kardiyometabolik
komplikasyonlari, alkol-ilag bagimliligi gibi hastaliklarda faydali olabilecegini bildirmistir
(78,79).

Endokannabinoid Sistem

Endokannabinoid sistem, enerji dengesi ve homeostazda 6nemli rol oynayan bir
endojen lipid sinyal sistemidir. Bu sistem endojen yagl asitlestirilmis ligandlar
(endokannabinoidler), ligandlarin baglandig1 kannabinoid reseptérler ve endokannabinoidlerin
biyosentezi, yikilmasi ve geri alimindan (re-uptake) sorumlu enzimler ve/veya proteinlerden
olusmaktadir. Ilk tanimlanan endokannabinoid N-arasidonil etanolamin (anandamid,
AEA)’dir. Ardindan 2-AG tanimlanmistir. Arasidonik asit tiirevi olan bu bilesikler en fazla
bulunan ve en iyi bilinen endokannabinoidlerdir. Bu molekiiller, hiicre i¢i kalsiyum artig1 veya
metabotropik reseptdr aktivasyonu gibi uyaranlara cevap olarak membran fosfolipidlerinin
metabolizmasi tarafindan iiretilir. Uretimden sonra, yerel kannabinoid reseptdrlerine otokrin
veya parakrin sekilde baglanirlar. Bu endokannabinoidler, CB1 ve CB2 reseptorlerine
baglanir ve onlar1 aktive ederek bir¢ok hiicresel yolu uyarir. Hiicreler tarafindan alindiktan

sonra, hidroliz ve/veya oksidasyon yoluyla yikilabilirler. AEA, sadece yag asidi amid hidrolaz
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(FAAH) tarafindan serbest aragidonik asit ve etanolamine; 2-AG, monoagilgliserol lipaz

(MAGL) tarafindan arasidonik asit ve gliserole hidrolize edilir (75,76,80-82).

Kannabinoid Reseptorler ve Etkileri

CB1 ve CB2 kannabinoid reseptorleri, adenilat siklaza negatif ve mitojenle aktive
edilen protein kinaza (MAPK) pozitif sekilde baglanan, G-proteini kenetli reseptor ailesinin
en 1yi bilinen iki tiyesidir. Son yillarda GPR55, GPR119, TRPV1, PPARs olarak adlandirilan
yeni reseptorler tanimlanmustir. CB1 reseptoriiyle ilgili ilk arastirmalar, baskin olarak merkezi
ve periferik sinir sisteminde lokalize oldugu, burada transmitter salinimini inhibe ettigi ve
gida alimmi diizenledigi bildirilmistir. Daha yakin tarihli arastirmalar, CB1'in adipositler,
karaciger, iskelet kasi, tonsil, gastrointestinal sistem, bobrek {iistii bezi, kalp, akciger, lireme
organlar1 ve bobrek gibi dokularda da periferik olarak eksprese edildigini bildirmistir. CB2
reseptoriiniin ise ilk olarak bagisiklik sisteminin hiicrelerinde (baskin olarak dalagin marjinal
zonunda bulunan makrofajlarda) eksprese edildigi, sonraki ¢alismalarda ise iskelet kasi ve
bobrek de dahil olmak {izere diger dokularda da eksprese edildigi bildirilmistir (82-84).

Bobrek dokusunda endokannabinoidler, biyosentez ve bozunmalari igin gerekli
mekanizmalar ve kannabinoid reseptorler tespit edilmistir (80). CB1 reseptorleri, nefron ve
damarsal sistemin tiim boliimlerini igeren oldukca genis bir alanda yiiksek miktarda eksprese
edilir. CB2 reseptorleri ise Oncelikle renal kortekste, ozellikle glomerulustaki mezangial
hiicrelerde podositlerde ve proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde tespit edilmistir. CB2
reseptorii, CB1 reseptorii aktivasyonu ile baglantili psikotropik etkilerinin olmamasindan
dolay1 ¢ekici bir farmasotik hedeftir (16).

Kannabinoidlerin bobrek fonksiyonu iizerinde hem yararli hem de zararl etkileri
olabilecegini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Segici farmakolojik ajanlar kullanilarak
olusturulan kronik bobrek hastaligi deneysel ve genetik modellerinde, CB1 reseptdriiniin
antagonizmasi veya CB2 reseptorlerinin aktivasyonunun; diyabetle iliskili nefropatik etkilerde
ve diyet kaynakli obezitede bobrek yapist ve fonksiyonunu iyilestirdigi ve korudugu, CB2
reseptOrii antagonistlerinin ise bobrek fonksiyonlarini bozdugu ve bdbrek yetmezligini
siddetlendirdigi gosterilmistir. Ornegin, kimyasal olarak indiiklenmis diyabetik nefropatinin
fare modelinde, secici bir CB1 reseptor antagonisti olan AM251’in uygulanmasinin ardindan
glomeriiler podositler korunmus ve proteiniiri belirgin sekilde azaltilmistir. Iskemi-
reperfiizyon hasart veya nefrotoksik ajan kaynakli ABH’de, kannabinoid reseptoriiniin ve
ligandlarinin rolii ile ilgili ¢eligkili sonuglar bulunmaktadir. Yakin zamanli ¢alismalar, CB2

reseptor agonistlerinin bilateral renal iskemi-reperfiizyonu ve sisplatin kaynakli bobrek hasari
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belirteclerini azalttigini, CB1 reseptoriiniin  bloke edilmesi veya CB2 reseptoriiniin
aktivasyonunun ise renal oksidatif stres ve inflamasyonu hafifleterek tiibiiler hasara karsi
koruyucu oldugunu gostermistir. Ek olarak, CB2 reseptor aktivasyonunun, bagisiklik
hiicrelerinin, 6zellikle 16kositlerin bobrege infiltrasyonunun azalmasina ve enflamatuar sitokin
salimiminin azaltilmasina neden olarak antienflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. Bu
veriler, CB2 reseptdr agonistlerinin kronik bdbrek hastaligi formlarini tedavi etmek igin
potansiyel klinik faydasini gostermektedir ancak ABH'den sonra CB2 reseptOr sistemini

kullanmanin yararini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir (16,74,80).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismanizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde
tiretilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda)
tutulan 2-2,5 aylik Wistar disi siganlar kullanildi. Tiim deney asamalarinda ayni birimde
tutulan siganlara standart sigan yemi ve musluk suyu verildi. Calisma igin Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan (Ek-1) onay alindi (2019.10.02).

Calismamizda 56 adet disi sican kullanildi. Sicanlar gruplarda 8’er adet olmak iizere 7
gruba ayrildi. Kontrol grubu fizyolojik serum (FS), diger gruplar intramiiskiiler hipertonik
(%50) gliserol enjeksiyonundan 24 saat Once susuz birakildi. Gliserol veya FS
enjeksiyonundan sonra su alimi serbest birakildi. Kontrol grubuna FS, diger gruplara MABH
olusturmak i¢in % 50’lik gliserol soliisyonu, 5 ml/kg dozunda, toplam hacim ikiye ayrilarak
her iki arka bacak kaslarina enjekte edildi. Tiim gruplara verilecek intramiiskiiler ve
intraperitoneal enjeksiyon hacimleri esit tutuldu. Coziicii olarak %78 saline, %1 ethanol, %1
tween 80, %20 DMSO’dan hazirlanan s1v1 kullanild.

Kontrol Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda FS’nin intramiiskiiler enjeksiyonundan 60
dakika ve 75 dakika sonra 1 ml/kg dozunda ¢oziicii intraperitoneal yolla verildi.

ABH Grubu si¢anlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol enjeksiyonundan 60
dakika ve 75 dakika sonra 1 ml/kg dozunda ¢oziicii intraperitoneal yolla verildi

WIN Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol enjeksiyonundan 60
dakika sonra 1 ml/kg dozunda ¢oziicli ve 75 dakika sonra 5 mg/kg dozunda WIN55,212,2
intraperitoneal yolla verildi.
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AM 251 Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol enjeksiyonundan 60
dakika sonra 1 mg/kg dozunda AM251 ve 75 dakika sonra 1 ml/kg dozunda ¢oziicii
intraperitoneal yolla verildi.

SR 144528 Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol enjeksiyonundan
60 dakika sonra 1 mg/kg dozunda SR144528 ve 75 dakika sonra 1 ml/kg dozunda ¢oziicii
intraperitoneal yolla verildi.

WIN+AM251 Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiler gliserol
enjeksiyonundan 60 dakika sonra 1 mg/kg dozunda AM251 ve 75 dakika sonra 5 mg/kg
dozunda WIN55,212,2 intraperitoneal yolla verildi.

WIN+SR144528 Grubu siganlara 5 ml/kg dozunda intramiiskiiler gliserol
enjeksiyonundan 60 dakika sonra 1 mg/kg dozunda SR 144528 ve 75 dakika sonra 5 mg/kg
dozunda WIN55,212,2 intraperitoneal yolla verildi.

Siganlar intramiiskiiler serum fizyolojik veya gliserol enjeksiyonunu takiben metabolik
kafese alinarak 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Sicanlarin 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg
ketamin anestezisi altinda kanlar1 ve her iki bobregi alindi, eksanguinasyon yontemi ile
Otenazi uygulandi. Bobrekler uzunlamasina ikiye boliinerek bobregin bir yarisi histopatolojik
inceleme igin %10’luk formalin soliisyonuna konuldu, diger yarist ELISA kitlerine uygun
tampon ile soguk sartlarda homojenize edilip ependorf tiiplere konularak analizler yapilincaya
kadar —80°C’de saklandi. Kan érnekleri 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
caligmalar1 yapilincaya kadar —80 “C’de saklandh.

Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios a, Ingiltere

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvigre

Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Otomatik pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvicre
Eppendorf Multipipette/Repeate(Xstream), Amerika

Vorteks : Heidolp, Almanya

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistirict : Remi Equipments, Hindistan

Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre
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Otoanalizor : C16000, Architect, ABBOTT, Amerika

Distile su cihazi : Millipore, France

Cam malzemeleri : Deney tiipleri, beherler vb.
Elisa plaka okuyucu : Bio Tek Instruments, Inc (USA)
Elisa plaka yikayici : Bio Tek Instruments, Inc (USA)

Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Gliserol : Sigma, Almanya
WIN55,212,2 : Sigma, Almanya
AM 251 : Sigma, Almanya
SR 144528 : Sigma, Almanya
NaOH : Merck, Almanya
NaCl : Sigma, Almanya
DTNB : Sigma, Almanya
EDTA : Merck, Almanya
KCI : Merck, Almanya
NazHPO4 : Merck, Almanya
Na,COs : Riedel de Haen, Almanya
CuSO4 : Panreac, Ispanya

Malondialdehit ELISA kit  : Bioassay Technology Laboratory Katalog No: E0156Ra

Biyokimyasal Calismalar

Serum numunelerinde ire, kreatinin, sodyum (Na¥) diizeyleri incelendi. Bu
parametreler bobrek fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde kullanildi. Olgiimler Trakya
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvari’nda bulunan otoanalizor
(AU5800; Beckman Coulter Inc., CA, USA) kullanilarak 6l¢iildi.

Idrar numunelerinde kreatinin ve sodyum (Na*) 6lgiimleri Trakya Universitesi Saglik
Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvari’nda bulunan otoanalizér (AU5800; Beckman
Coulter Inc., CA, USA) kullanilarak 6l¢iildii.

Bobrek Homojenizasyonu
Bobrek dokulart kesilerek tartildi. Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu. Fosfat
tamponu (PBS) ile 1/10 sulandirilan dokular buz iizerinde tutularak homojenizator ile

homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 1500 g 15 dk +4°C’de santrifiij edildi.
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Stipernatant kismi ayrildi. Ayrilan silipernatantlar MDA ve GSH diizeyi Ol¢iimlerinde
kullanildi.

Malondialdehit Miktar Tayini
Bobrek homojenat orneklerinde yapilan malondialdehit Olglimleri Bioassay
Technology Laboratory Rat Malondialchehyche ELISA Kit (Katalog No: EO156Ra) ticari test

kiti kullanilarak yapildi. Doku 6rneklerinin sonuglari nmol/ml mg protein olarak verildi.

Glutatyon Diizeyinin Olciimii

Glutatyon igeriginin belirlenmesi i¢in, doku homojenatlarindaki serbest siilfidril
gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu renk spektrofotometrik olarak belirlendi (85).

Cozeltiler:

1. Proteinsizlestirme c¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum
EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢ozildii.

2. 0.3 M Disodyum fosfat (NazHPO4 )

3. 1 mM Elman ayiraci: 4 mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml
%1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

4. Glutatyon standardi: 10 mg/dl GSH

Deneyin yapilisi:

1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml proteinsizlestirme ¢6zeltisi, 0.5 ml doku homojenati
tizerine eklendi. Bu karisim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildi. Ardindan 0.5 ml siipernatant
aliarak iizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci eklendi. Absorbanslar homojenat
icermeyen ayirag korline karsi 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi

(>=1.36 104 M*cm™ ) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g doku olarak belirtildi.

Protein Miktar1 Tayini
Protein miktari tayini Lowry metoduna gore yapildi (86).
Cozeltiler:
A Cozeltisi: %2’lik Na,CO3’1n 0,1 N NaOH’teki ¢ozeltisi
B Cozeltisi: %1’°lik CuSO, ¢ozeltisi
C Cozeltisi: %2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi
D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi+1 hacim B ¢ozeltisi+1 hacim C ¢ozeltisi karigimi

E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci+1 hacim distile su karigimi
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Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan BSA 10
mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden 1, 2, 3, 5, 7, 5, 10 mg/ml’lik ¢ozeltileri hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:

Test ve standart tliplerine 490 pl, kor tiiptine 500ul distile su kondu. Tiim tiiplere 2,5
ml D ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 kat diliie edilmis numuneden 10ul;
standart tiiplerine de 10 ul her bir standarttan ilave edildi ve tiipler vorteks ile iyice karistirildi.
Karanlikta oda 1sisinda 10 dk. Bekletildikten sonra, tiim tiiplere 250 ul E ¢ozeltisi eklendi.
25°C’de 30 dk beklediltikten sonra, spektrofotometrede 650 nm’de kore karsi sifirlanarak

okuma yapildi.

Histolojik Calismalar

Deney sonunda sakrifiye edilen deneklerin bobrekleri c¢ikarilarak %10’luk notral
formalin ile fiksasyona tabi tutuldu. Ardindan parafin inkliizyonu uygulanan doku
bloklarindan Sum lik kesitler elde edildi. Hematoksilen ve eozin ile boyanan kesitler iizerinde
bobregin histopatolojik degerlendirilmesi, x100 biiylitmede, 5 alanda bobregin korteks, i¢
medulla, dis medulla ve papillar alanlar1 lizerinde, nekroz, tiibiiler dilatasyon ve kast birikimi
0-5 arasinda skorlanarak, semikantitatif olarak yapildi (Heyman ve ark. dan modifiye
edilmistir.) (87, 88).

Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi. Serum iire ve serum sodyum
parametreleri i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve gruplar arasi karsilagtirmalarda
Tukey testi kullanildi. Diger parametreler parametrik test sartlarini saglamadigi i¢in Kruskal-
Wallis ve gruplar arasi karsilastirmalarda Dunnett T3 testi kullanildi. P<0.05 degeri

istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Sicanlarda hipertonik gliseroliin intramiiskiiler uygulanmasiyla olusturulan deneysel
MABH modeli, 7 grupta 56 sican iizerinde calisildi. intramuskiiler serum fizyolojik veya
gliserol enjeksiyonunu takiben metabolik kafeslere alinan siganlarin 24 saat sonunda idrar
voliimleri 6lgtildi ve idrar 6rnekleri alindi. Ancak ABH grubunda 5 sigandan, WIN grubunda
3 sicandan; AM251, SR144528, WIN+AM251 ve WIN+SR144528 gruplarindaki 1’er
sicandan idrar Ornegi alinamadi. Ardindan anestezi altinda kan ve bdbrek doku ornekleri
alindi. Gruplarda herhangi bir 6liim goriilmedi.

Tiim gruplardaki siganlara ait serum iire diizeyi mg/dl, serum kreatinin diizeyi mg/dl,
serum sodyum diizeyi mmol/l, idar kreatinin diizeyi mg/dl, idrar sodyum mmol/l, bobrek
MDA diizeyi nmol/ml mg protein, GSH diizeyi pmol/mg protein olarak hesaplandi. Gruplarin
serum, idrar ve bobrek dokularina ait bulgular ve istatistiki degerlendirme sirasiyla Tablo 5, 6

ve 7’ de verilmistir.
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Tablo 5. Gruplarin serumlarina ait parametreler

SR WIN + WIN+ .
Parametreler | Kontrol ABH WIN AM 251 144528 AM251 | SR144528 p (p<0,05 ise anlaml)
ORT=SD | ORT=SD | ORT+SD | ORTSD | ORT+SD | ORT+SD | ORT%SD
K-ABH 0,001
K-WIN 0,001
Serum 0.48 4,75 3.87 4,56 4,14 4,28 279 K-AM251 0,001
Kreatinin
/dI = = = * = = * K-SR144528 0,001
mg 0,14 0.40 0,70 0,74 0,57 0.41 1,18 '
K-WIN+AM?251 0,001
K-WIN+SR144528 0,012
ABH-
0,029
WIN+SR144528
S%edr”l;?n 141,00 138,40 141,90 1411 138,10 1416 140,40
yl/l + + + + + + + P>0,05
mmo 2.00 176 294 274 3.27 3,58 3.37
K-ABH 0,001
K-WIN 0,001
K-AM251
S%r“m 23,10 331,90 346.9 320.9 291.80 358.60 302,30 0,001
m 72“ + + + + + + + K-SR144528 0,001
9 354 29,29 36,42 39,92 41,65 45,59 53,65 [ KoWIN+AMZEL 0001
K-WIN+SR144528 0,001
WIN-SR144528 0,013
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Tablo 6. Gruplarin idrarlarina ait parametreler

SR WIN + WIN+ .
Parametreler | Kontrol ABH WIN AM251 144528 AM?251 SR144528 p (p<0,05 ise anlamli)
ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD | ORT+SD

_ K-ABH 0,043

lgfe;at‘i'n 67,40 43,97 35,20 46,18 41,29 36,09 44,24 K-WIN 0,001

mg/d| * + & & + + = K-AM251 0,045

9,34 6,16 6,72 11,48 12,82 9,96 14,82 K-SR144528 0,020

K-WIN+AM251 0,001

K-ABH 0,006

, K-WIN 0,001

idrar 145,50 43,67 65,75 63,14 48,29 49,50 60,00 K-AM251 0.001
Sodyum + + + + + + +

mmol/l 26,64 18,01 8,99 10,85 12,24 8,59 11,92 | K-SR144528 0,001

K-WIN+AM251 0,001

K-WIN+SR144528 | 0,001
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Tablo 7. Gruplarin bobrek dokularina ait parametreler

Parametreler | Kontrol ABH WIN AM251 14??28 XVI\;IIEISZ SI;/\llzlllz\',IE:rZS p (p<0,05 ise anlaml)
ORT=SD | ORT£SD | ORTSD | ORTSD | ORT=SD | ORT+SD | ORT%SD
MDA
amoliel 1,;3 1,121 1,(3:51 1,i55 1i:'>6 1,186 1,133 SR144525. -
protein WIN+AM251 :
0,07 0,16 0,06 0,16 0,12 0,10 0,17
1\(43;;'11 166,30 | 220,80 230,30 | 19200 | 191,90 | 17010 3705
llproteing y * N * + + + p>0,05
43,05 192,90 163.60 | 192,00 52,18 45,78 189,50
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Gruplar arasi serum kreatinin diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p=0.00). Serum kreatinin diizeylerinin gruplara gére dagilimi Sekil 1°de

gosterildi.

Serum Kreatinin
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& &
) &

Sekil 1. Gruplar arasi serum kreatinin diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar aras1 serum sodyum diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gdzlenmedi (p>0.05). Serum sodyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil
2’de gosterildi.
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Serum Sodyum

1504

Sekil 2. Gruplar arasi serum sodyum diizeylerinin dagilim

Gruplar arasi serum {lire diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p=0.00). Serum iire diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 3’te
gosterildi.
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500-
*
400+ =
g
_ 3004
B =
g =
200+ 3:
e
1004 :
olomm LI ES 1| B
> 2 N N ® N
Q.
& &

Sekil 3. Gruplar arasi serum iire diizeylerinin dagilim
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
&WIN grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar arasi idrar kreatinin diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlendi (p=0.00). idrar kreatinin diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 4’te

gosterildi.
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Sekil 4. Gruplar arasi idrar kreatinin diizeylerinin dagilim

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
Gruplar arasi idrar sodyum diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gozlendi (p=0.00). Idrar sodyum diizeylerinin gruplara gére dagilimi Sekil 5’te

gosterildi.
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Sekil 5. Gruplar arasi idrar sodyum diizeylerinin dagilim

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Gruplar arast MDA diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlendi (p=0.003). MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 6’da gosterildi.
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Sekil 6. Gruplar aras1t MDA diizeylerinin dagilim
¥ SR144528 grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
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Gruplar arast GSH diizeylerinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gbzlenmedi (p>0.05). GSH diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 7°de gosterildi.
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Sekil 7. Gruplar aras1 GSH diizeylerinin dagilim

Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu bobrek dokularinda, korteks bolgelerinde normal histolojik goriiniime
sahip Malpighi cisimciklerinin yaninda firgamsi kenarli epitele sahip, eozinofilik boyanan
proksimal tiibiiller ile genis liimenli distal tiibiiller izlendi. Medulla ve papilla bolgelerinde
tiibiil yapilar1 normal histolojik goriiniime sahipti (Sekil 8).

Gliserol uygulanan gruplara ait bobreklerin korteks bdolgesinde tiibliler nekroz,
dilatasyon ve vakuolizasyon ile birlikte mikrovilli kaybi, tiibiiler liimende hiicresel debris
belirgin olarak izlendi. Siddetli tiibiiler nekroz ve kast birikimi i¢c medulladayken dig
medullada tiibiiler dilatasyon ve hiicresel debris izlenmekteydi. Peritiibliler 6dem 6zellikle
korteks bolgesinde belirgin olarak gozlendi. Glomeriillerde yer yer hafif derecede konjesyon
disinda degisiklik saptanmadi (Sekil 9-14).

Deney gruplarina ait korteks, i¢ medulla, dis medulla ve papilla bdlgelerinin histolojik

degerlendirme skorlar1 Tablo 8’de verilmistir.
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Renal hasar skoru
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Sekil 8. Gruplar arasi renal hasar skorlari

* Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05
#ABH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Tablo 8. Gruplarm histopatolojik degerlendirme skorlari

Gruplar WIN WIN

Kontrol | ABH | WIN | AM251 | SR144528 + +

rfolojik skor AM251 | SR14428

Kortikal nekroz 0 5 2.5 3.5 4.5 4 4
K_ortlkal tiibiiler 0 4 25 35 4 4 3
dilatasyon

Kortikal kast 0 4 25 3 3 3 3
birikimi

I¢ medullar 0 4 25 3 4 35 3.5
nekroz

I¢c medullar

tiibiiler dilatasyon 0 4 4 4 ° 4 35
I¢ medullar kast 0 5 | 35 | 45 45 4 35
birikimi

D15 medullar 0 4 | 35 4 35 4 35
nekroz

Dis medullar

tiibiiler dilatasyon 0 S 3 4 4 4 3
Dig medullar kast | 4 | 25 | 35 4 4 35
birikimi

Papiallar kast 0 4 2 4 3 4 3
birikimi
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin.

Sekil 9. Kontrol grubu bobrek kesiti
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin.
Sekil 10. ABH grubu bobrek kesiti
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin.
Sekil 11. WIN grubu boébrek kesiti
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin
Sekil 12. AM251 grubu bobrek kesiti
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin.
Sekil 13. SR144528 grubu bobrek kesiti
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin.
Sekil 14. WIN+AM251 grubu bobrek Kkesiti
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A-Korteks, B-Dis medulla, C-I¢ medulla, x100, D-Papillax200. Hematoksilen + Eozin.
Sekil 15. WIN+ SR144528 grubu bobrek kesiti
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TARTISMA

Calismamizda gliserol uygulanan siganlarda ABH gelistigi ve kannabinoid sistemi
etkileyen bazi girisimlerin biyokimyasal ve histolojik olarak akut sonuglar1 oldugu goriildii.
Yapilan literatiir taramasinda MABH modelinde kannabinoid agonist ve antagonistlerinin
etkilerinin incelendigi bir ¢calismaya rastlanmadi. Bu yoniiyle ¢alismamiz MABH kannabinoid
sistem iligkisini inceleyen ilk c¢alismadir. Ayrica ABH modelinde kannabinoid sistemin
agonisti ile beraber CB1 ve CB2 reseptorlerinin etkilerinin karsilastirildig ilk ¢caligmadir.

Serum kreatinin seviyesi bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde 6nemli bir
kriterdir. Gruplarin bobrek fonksiyonlarindaki degisime bakildiginda serum kreatinin
seviyesinde gliserol uygulanan gruplarin tamaminda kontrol grubuna gore anlamli bir artis
goriildii. Bu durum deneysel modelin basariyla uygulandigimi gosterdi. Glomeriiler fonksiyon
bozuklugunun gdstergesi olan serum kreatinin diizeylerindeki anlamli artis daha Once
laboratuvarimizda bu modelde yapilan ¢alismalarla ve mevcut literatiir bulgulariyla uygunluk
gostermektedir (5,11). Calismamiz ABH grubunda ortaya ¢ikan kreatinin seviyesindeki artigin
sadece eksojen kannabinoid agonisti WIN55,212,2 ile CB2 antagonisti SR144528 uygulanan
grupta anlamli olarak diistiigiinii gosterdi. Idrar kreatinin diizeyleri incelendiginde sadece
WIN+SR144528 grubu kontrol grubu ile benzerdi. Diger gliserol verilen gruplarda idrar
kreatinini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktii. Bu sonuglar
eksojen verilen kannabinoid agonistinin bobrek fonksiyonu iizerine olumlu etkisini CB1
reseptorli lizerinden gosterdigini diistindiirdii. Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek igin
kullandigimiz bir baska parametre olan serum iire diizeyi incelendiginde gliserol verilen tiim
gruplarda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis goriildi. WIN uygulanan grup ile
karsilagtirildiginda SR144528 grubunda serum {ire diizeyi anlamli olarak daha disiiktii.
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Bu sonug¢ eksojen kannabinoid agonistinin CB2 reseptorleri iizerinden olumsuz etkiler
gosterdigini disiindiirdii. Li ve ark. (4) renal iskemi-reperfiizyon ile olusturduklart ABH
calismalarinda URB602 tarafindan indiiklenen artmis 2-AG'nin serum iire ve Kreatinin
seviyelerini diisiirdiigli gosterilmistir. Ayrica ¢alismada iskemi-reperfiizyonla beraber CBI1
antagonisti AM251 verilen grupta iire kreatinin seviyeleri sadece iskemi-reperfiizyon
uygulanan gruplara gore diiserken iskemi-reperfiizyonla beraber CB2 antagonisti AM630
uygulanan grupta iire ve kreatinin dilizeyleri sadece iskemi-reperfiizyon uygulanan grupla
benzer kalmistir. Bu sonuglar renal iskemi-reperfiizyon modelindeki kannabinoide baglh
bobrek fonksiyonlarindaki olumlu etkilerin CB2 reseptorleri yoluyla gergeklestigi seklinde
yorumlanmigtir. Cakir ve ark. (89) renal iskemi-reperfiizyon modeli uyguladiklar
caligmalarinda CB2 agonisti JWH-133 uygulamasi ii¢ farkli dozda serum iire ve Kreatinin
seviyelerini iskemi-reperfiizyon grubuna gore disiirmistiir. Partha Mukhopadhyay ve ark.
(90) sisplatinle uyarilmis ABH modelinde CB1 reseptor antagonistleri AM281 ve SR141716
uygulamalarinin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda serum iire ve kreatinin seviyelerininin
sisplatinle bobrek hasar1 olusturulan gruba gore disiik oldugu gosterilmistir. Partha
Mukhopadhyay ve ark. (91) diger ¢alismalarinda sisplatinle uyarilmig bobrek hasari
modelinde CB2 reseptor agonisti LEI-101’in doz bagimli olarak iire ve kreatinin seviyelerini
azalttig1 gosterilmistir. Calismamiz ile bu ¢alismalar arasindaki farklilik deneysel modelde,
kullanilan ilaglarda, kullanim seklinde ve dozlardaki farkliliktan kaynaklanmig olabilir. Serum
sodyum degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. idrar
sodyumlar1 karsilagtirildiginda kontrol grubuna gore tiim ABH olusturulan gruplarda anlaml
bir azalma gozlendi. Bu sonug bobregin tiibiiler fonksiyonundaki bozulmanin bir gostergesi
olarak degerlendirildi.

Gruplar arasinda oksidatif stresin gostergesi olan MDA seviyelerinin dagilimi
incelendiginde eksojen kannabinoid agonisti WIN55,212,2 ile CB1 antagonisti AM251
verilen grupta CB2 antagonisti SR144528 verilen gruba gore anlamli olarak ytiksekti. Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Bu durum kannabinoid sistemde
CB2 reseptorleri ilizerinden oksidatif stresin kotiilesebilecegini diistindiirdii. Antioksidan
sistemin bir eleman1 alan GSH diizeyleri degerlendirildiginde CB2 blokajinin yapildigi
gruptaki yiikselme egilimi istatistiksel anlamliliga ulagsmadi. Li ve ark. (4) calismalarinda
URB602 verilerek 2-AG diizeyleri artirilmis siganlarda renal iskemi-reperfiizyon grubuna
gore lipid peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA diizeyi azalirken antioksidan savunmanin
gostergesi olan siliperoksid dismutaz diizeyi artmistir. CB1 antagonisti AM251 verilen grupta
MDA diizeyi URB602 grubuyla benzerken CB2 antagonisti AM630 uygulanan grupta MDA
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diizeyinde artig goriilmiistiir. AM251 verilen grupta SOD diizeyi iskemi-reperfiizyon grubuyla
benzer iken AM630 verilen grupta SOD diizeyi iskemi-reperfiizyon grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Partha Mukhopadhyay ve ark. (90) ¢alismasinda farelerde CB1 reseptorlerinin
genetik delesyonunun veya AM281 veya SR141716 ile farmakolojik inhibisyonunun sisplatin
kaynakli artmis oksidatif/nitrozatif stresi iyilestirdigi gosterilmistir. Partha Mukhopadhyay ve
ark. (91) farelerde yiiriittiigi diger ¢alismasinda CB2 reseptor agonisti LEI-101, sisplatin
kaynakl1 renal lipid peroksidasyonunu ve nitrotirozin olusumunu zayiflattigi gosterilmistir.
Calismamizin verileri bahsedilen g¢alismalarla uyumsuzdur. Deney hayvanindaki, deneysel
modeldeki, ilaglar ve dozlarindaki farkliliklar bu duruma sebep olmus olabilir.

Calisma gruplarinda bobrekte meydana gelen histolojik degisiklikler hematoksilen
eozin boyama ile degerlendirildi. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda gliserol verilen tim
gruplarda degisik siddette tiibiiler nekroz ve kast birikimi ile kortikal peritiibiiler 6dem
gozlendi. Gruplardaki hasar1 gosteren histolojik degerlendirme skorlar1 karsilastirildiginda
hasar skoru WIN ve WIN+SR 144528 gruplarinda ABH grubuna gére anlamli olarak diistiktii.
Gliserol verilen diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Eksojen
olarak verilen kannabinoid agonistinin, histolojik olarak olumlu etkilerini 6zellikle CB1
reseptorlerini etkileyerek ortaya ¢ikardig: diistintildii.

CB2 aktivasyonunun immiin hiicre akisini artirip inflamasyonu siddetlendirdigi ve
miyofibroblastlar1 etkileyerek rol oynadigi bildirilmistir. Zhou ve ark. (92) Balb-c fareler
tizerinde tek tarafli iireteral obstriiksiyon, adriamisin veya iskemi-reperfiizyon ile ii¢ farkli
modelde renal hasar olusturduklar1 caligmalarinda CB2 reseptorlerinin genetik ablasyonu veya
farmakolojik inhibisyonunun renal fibrozisi azalttigi gosterilmistir. CB2 ters agonisti olan
XL-001'tin in vivo intraperitoneal enjeksiyonlari, hem obstrikksiyon hem de iskemi-
reperfiizyon modellerinde bobrek hasari, fibroz ve inflamasyonu iyilestirmistir. CB2’nin
fibroblast ve makrofaj aktivasyonuna aracilik ettigi  bildirilmistir. CB2  yukari
regiilasyonunun, baslangigtaki etiyolojiye bakilmaksizin hastalikli bobreklerde yaygin bir
patolojik 6zellik oldugu iddia edilmistir. Netherland ve ark. (93) CB2 knock out ve diisiik
dansiteli lipoprotein reseptorii knockout farelerde yaptiklari ¢alismada CB2 yoklugu kollajen
sentezini azaltarak veya bozunmasini hizlandirarak kollajen birikimini azaltmistir.
Calismamizin CB2 reseptoriiniin aracilik ettigi etkilerle ilgili sonuglar1 Zhou ve Netherland’in
calismalar1 ile uyumludur. Pressly ve ark. (16) erkek farelerde gergeklestirdikleri renal
iskemi-reperflizyon ¢alismasinda CB2 reseptorlerine yiiksek selektivite gdsteren SMM-295

kullaniminin renal tiibiiler epitel hiicre yapisini ve fonksiyonunu korudugunu gostermislerdir.
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Mukhopadhyay ve ark. (94) sisplatinle uyarilmis ABH c¢alismasinda sisplatinin,
farelere uygulamadan 72 saat sonra derin histopatolojik bobrek hasarina, protein kastlarina,
vakuolizasyona ve renal tiibiillerdeki epitel hiicrelerinin deskuamasyonuna sebep oldugu ve
sisplatin enjeksiyonundan 1.5 saat Once baslayan CB2 agonisti HU-308 tedavisi ile bu
etkilerin zayifladig: bildirilmistir. CB2+/+ farelere kiyasla CB2-/-farelerde sisplatin kaynakli
bobrek hasarmin daha belirgin oldugu bildirilmistir. Calismamizda yukarida bahsedilen
caligmalarla zit sonuglar elde edilmistir. Kullanilan agonist ve antagonistlerin
selektivitelerinin farkli olmasi, kullanilan deney hayvanlarinin farkliligi, kullanilan deneysel
modelin farkliligi, bizim sonuglarimizla diger ¢alismalarin sonuglarmin farkliligina sebep
olmus olabilir. Ayrica kannabinod sistemin yiiksek heterojenite gostermesi ayni etkenin klasik
kannabinoid reseptorleri disinda tanimlanmis farkli reseptorleri etkileyerek (GRP55, TRPV1
gibi) farkli biyolojik etkiler gostermesine sebep olmus olabilir. Calismamizda GPR55,
GPR119, TRPV1 gibi kannabinoid ligandlariyla iliskisi gosterilmis reseptorlerin etkileri
degerlendirilmemistir. Bu reseptdrlerin etkilerinin de degerlendirilecegi daha genis kapsamli
caligmalar kannabinoidlerin bobrek fonksiyonlar1 ve histolojisi {izerine etkilerinin daha iyi

anlasilmasi icin faydali olacaktir.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yaptigimiz
calismamizda hipertonik gliseroliin sigcanlara intramiiskiiler uygulanmasiyla olusturulan
deneysel MABH modelinde kannabinoid reseptdrii agonist ve antogonistlerinin bobrek
fonksiyonlar1, oksidatif parametreler ve histopatolojik degisiklikler {izerindeki etkilerini
inceledik.

Calismamiz ile MABH modelinde eksojen uygulanan kannabinoidlerin bdbrek
fonksiyonlarin1 ve histolojisini etkiledigi gosterilmistir. Calisma verilerimiz, bir¢ok
caligmanin aksine CB2 reseptor blokajinin bobrek fonksiyonlari ve histopatolojisi iizerine
olumlu etkiler ortaya ¢ikardigini gostermistir. Bu etkilerin ortaya ¢ikmasinda oksidatif stresin
onemli bir faktor olarak goz onilinde bulundurulmas: gerektigi diisiiniildii.

Onceki yillarda yapilan galigmalarm biiyiik ogunluguyla farkli sonuglar elde etmemiz
kullandigimiz modelin ve kullandigimiz agonist ve antagonistlerin farkliligindan
kaynaklanmis olabailir. Ayrica ¢aligmamizda etkilerini incelemedigimiz, GPR55, GPR119,
TRPV1 gibi kannabinoid ligandlariyla iligkisi gosterilmis reseptorler bu sonuglarin ortaya
cikisina katkida bulunmus olabilir. Bu reseptorlerin etkilerinin de degerlendirilecegi daha
genis kapsamli calismalar kannabinoidlerin bdbrek fonksiyonlari ve histolojisi {izerine

etkilerinin daha iyi anlasilmasi igin faydali olacaktir.
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OZET

Endokannabinoid sistemin bobrek fizyolojisi ve patofizyolojisinde dnemli rol oynadigi
bildirilmigtir.  Calismamizda kannabinoid reseptorii agonist ve antagonistlerinin
miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda biyokimyasal ve histopatolojik parametreler tizerine
etkilerini ve bu etkilere oksidatif stresin olas1 katkisini incelemeyi amagladik.

Calismamizda 7 grupta toplam 56 adet Wistar disi sigan kullanildi. Kontrol grubuna
serum fizyolojik diger gruplara %50’lik gliseroliin intramiiskiiler enjeksiyonlar1 ile model
olusturuldu. Gruplara 60. ve 75. dakikalarda intraperitoneal enjeksiyonlar yapildi [sirastyla
(kontrol: sf,sf), (ABH: sfsf), (AM251: AM251,sf), (SR 144528: SR144528sf),
(WIN+AM251: WIN,AM251), (WIN+SR144528: WIN, SR144528)]. Intramiiskiiler
enjeksiyonlardan sonra metabolik kafese alinan sicanlarin 24 saatlik idrarlari toplandi.
Ardindan anestezi altinda kan ve bobrekleri alindi. Bobrek dokusunda glutatyon,
malondialdehit diizeyleri, histopatolojik degisiklikler; serumda tre, kreatinin, sodyum
diizeyleri; idrarda kreatinin, sodyum diizeyleri incelendi.

Calisgmamizda gliserol uygulanan gruplarin tamaminda kontrol grubuna gore serum Kreatinin
ve lire seviyelerinde anlamli bir artis gozlenirken idrar sodyum seviyelerinde anlamli bir
azalma gozlendi. WIN+SR144528 grubunda ABH grubuna gore serum kreatinin diizeyinin
anlamli olarak daha diisiik oldugu goriildii. SR144528 grubunda WIN grubuna gore serum tire
diizeyi daha disiiktii. MDA diizeyi WIN+AM251 grubunda SR144528 grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksekti. Histolojik olarak kontrol grubuyla karsilastirildiginda gliserol verilen
gruplarin bobrek kesitlerinde degisik siddette tiibliler nekroz ve kast birikimi ile kortikal
peritiibiiler 6dem gozlendi. Hasar skoru WIN ve WIN+SR 144528 gruplarinda ABH grubuna

gore anlamli olarak diigiiktii.
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Tim bu sonuglar topluca degerlendirildiginde eksojen olarak kannabinoid sistemi
etkileyecek ajanlarin uygulanmasinin bobrek fonksiyon ve histolojisi lizerinde énemli etkiler
ortaya cikardiglr gorildii. Bobrek fonksiyon ve histolojisi iizerine olan bu etkilerde CB2
reseptorlerinin blokajinin daha onceki ¢alismalarin aksine olumlu sonuglar1 oldugu, CB1
reseptorlerinin blokajmin ise olumsuz sonuglara yol actigi goriildii. Bu etkilerin ortaya
cikmasinda oksidatif stresin onemli bir faktor olarak goz Oniinde bulundurulmasi gerektigi
diistintildi.

Anahtar Kelimeler: Rabdomiyoliz, Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari,
Kannabinoid, Oksidatif Stres
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EFFECT OF CANNABIONID RECEPTOR AGONIST AND
ANTAGONIST IN EXPERIMENTAL MYOGLOBINURIC ACUTE
RENAL INJURY

SUMMARY

It has been reported that the endocannabinoid system plays an important role in kidney
physiology and pathophysiology. In our study, we aimed to examine the effects of
cannabinoid receptor agonists and antagonists on biochemical and histopathological
parameters in myoglobinuric acute kidney injury and the possible contribution of oxidative
stress to these effects.

A total of 56 Wistar female rats in 7 groups were used in our study. Saline solution to
the control group, 50% glycerol solution to the other groups i.m. was given. The groups were
given intraperitoneal injections at the 60th and 75th minutes (respectively (control: sf, sf),
(ABH: sf, sf), (AM251: AM251, sf), (SR 144528: SR144528, sf), (WIN + AM251). : WIN,
AM251), (WIN + SR144528: WIN, SR144528)]. The rats were placed in the metabolic cage
after intramuscular injections and the 24-hour urine of the rats was collected. Then, blood and
kidneys were taken under anesthesia. Glutathione, malondialdehyde levels, histopathological
changes in kidney tissue; Urea, creatinine, sodium levels in serum; creatinine and sodium
levels in urine were analyzed.

In our study, a significant increase was observed in serum creatinine and urea levels in
all glycerol given groups compared to the control group, while a significant decrease was
observed in urine sodium levels. Serum creatinine level was found to be significantly lower in

the WIN+SR144528 group compared to the ABH group. Serum urea level was lower in the
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SR144528 group than in the WIN group. MDA level was significantly higher in WIN +
AM251 group than SR144528 group. Compared histologically with the control group,
different severity of tubular necrosis, caste accumulation and cortical peritubular edema were
observed in the kidney sections of the glycerol given groups. The damage score was
significantly lower in the WIN and WIN+SR144528 groups compared to the ABH group.
When all these results were evaluated collectively, it was seen that the application of
exogenous agents that would affect the cannabinoid system had significant effects on renal
function and histology. In these effects on kidney function and histology, it was seen that
blockade of CB2 receptors had positive results contrary to previous studies, and blockade of
CB1 receptors had negative results. It was thought that oxidative stress should be considered

as an important factor in the emergence of these effects.

Keywords: Rhabdomyolysis, Myoglobinuric Acute Kidney Injury, Cannabinoid, Oxidative
Stress
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