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ABH
ADP
ALT
AST
ATN
cAMP
cGMP
CK
cNOS
EDRF
eNOS
FNDC5
GFH
GSH

INOS
LDH
MABH
MDA

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Akut Bobrek Hasari

: Adenozin Difosfat

: Alaninaminotransferaz

. Aspartataminotransferaz

: Akut Tubuler Nekroz

: Siklik Adenozin Monofosfat

: Siklik Guanozin Monofosfat

: Kreatin Kinaz

: Konstitltif NOS

: Endotel Kaynakli Gevseme Faktoru
: Endotelyal NOS

: Fibronektin Tip Ill Domain iceren Protein 5
: Glomerler Filtrasyon Hizi

: Glutatyon

- intramuskuler

: indiiklenebilir NOS

. Laktat Dehidrojenaz

: Miyoglobinurik Akut Bobrek Hasari
: Malondialdehit
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: Noéronal NOS

. Nitrik Oksit

- Nitrik Oksit Sentaz

: Polimeraz Zincir Reksiyonu

: Peroksizom Proliferator ile Aktive Olan Reseptor y Ko-aktivator-1a
: Protein Kinaz A

: Reaktif Oksijen Metabolitleri

: Uncoupling (eslesmemis) protein



GIRIS ve AMAC

Rabdomiyoliz, iskelet kasi hucrelerinin hasara ugramasiyla toksik hucre igi
elemanlarin kan dolasimina gegerek klinik ve laboratuvar bulgularina yol agan
patolojik bir durumdur. Rabdomiyoliz hem travma hem de travma disi nedenler
(iskemi, ilaglar, toksinler, metabolik bozukluklar ve enfeksiyonlar) ile ortaya cikabilir.
Genelde travma disi sebepler daha sik oldugu halde, sira digi olaylar (maden
gOgukleri, trafik kazalari, savas, dogal ve insanlarin yol actigi suni felaketler)
sonrasinda travmatik sebepler daha ¢ok daha 6n plana cikar(1,2).

insanlarda gelisen miyoglobiniirik akut bobrek hasarinin (MABH) sicanlardaki
deneysel modelinde; hipertonik gliseroltin intramuskuler (im) enjeksiyonu ile MABH
geligtirilir. Bu model insanlarda gelisen MABH’na 6zdes kabul edilir(2, 3).Hipertonik
gliserolin im enjeksiyonu miyoliz, hemoliz ve hipovolemiye neden olur. Miyoliz ve
hemoliz sonucu dolagima salinan miyoglobin ve hemoglobin gibi hem proteinleri
icerdikleri serbest demir aracihiglyla MABH’nin patogenezinde kritik bir rol
oynarlar(4,5).

Son yillarda yapilan galismalarda akut bobrek hasarinin (ABH) patofizyolojisinde
nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen metabolitleri (ROM)nin énemli rol oynadigi
belirtiimektedir(2,6).

irisin, proliferator olarak peroksizomun aktivasyonuna tepki olarak salgilanan yeni
bir miyokindir. 2012 yilinda Bostrom ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir(7).
Molekdil agirigi 12587 kD ve 112 amino asit igerir. iskelet kasi tarafindan salgilandigi
bildirilmigtir(7, 8).Kahverengi yag dokusu genellikle bebeklerde ve g¢ocuklarda sik

gériilen fakat yetiskinlerde az miktarlarda mevcut olan bir dokudur. irisin iskelet kasi



disinda bag dokusu, kalp kasi, karaciger, bobrekler ve periferik miyelin kilif (sinir
kilifi) Gretmektedir. Irisinin dnciist olan aracili fibronektin tip 1ll alani igeren protein 5
(FNDCS5), Fndc5 geni tarafindan kodlanan transmembran bir protein tartdtr(9).

irisinin, kronik bdbrek yetmezligi ilgili klinik calismada, kronik bébrek yetmezliginde
irisin seviyesinin azaldigi ve yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iligkili oldugu
bununla birlikte irisin seviyesi duslUk c¢ikan hastalarda ciddi bobrek filtrasyon
bozukluklari oldugu rapor edilmistir(10).

Calismamizda deneysel olarak olusturuimus MABH modelinde iskelet kasi
tarafindan Uretilen irisinin bobrek fonksiyonlari ve fizyopatolojindeki rollUnu
arastirmayl amacladik. Bu amacgla MABH ile kontrol gruplarinin 6, 24. ve 48.
saatlerdeki bobrek dokusunda MDA, GSH, NO dulzeyleri, serum irisin, NO, Ure,
kreatinin, sodyum, potasyum duzeyleri, AST, ALT, CK, LDH enzim aktiviteleri, idrar
kreatinin, sodyum duzeyleri ile bobrek dokusunda renal hasar ve kast olusumundaki
degisimlerini ve irisin, INOS ve eNOS lokalizasyonunu immunohistokimyasal olarak

incelenmesi hedeflendi.



GENEL BILGILER
ISKELET KASLARI

Memelilerde toplam beden agirliginin neredeyse %40’ini olusturan iskelet kaslari,
istemli kaslardir ve durus, hareket, konusma, solunum gibi ¢ok sayida aktivitede
gorev alirlar. Kas hlcreleri kimyasal enerji olarak kullanilan adenozin trifosfat’i (ATP),
mekanik enerjiye ceviren Ozellesmis hucrelerdir. Kas birbirine bag dokusu ile
baglanmig bir grup kas lifini ifade eder(11,12).

iskelet kasi, 5 mg/gr miyoglobin igerdiginden yaygin kas hasari sirasinda dolasima
blylk miktarda miyoglobin salinir. Miyoglobinin serum proteinlerine baglanma

kapasitesi dusuktlr ve serbest olarak buyuk miktarda glomeruler filtrata gecer(13).

MiYOGLOBIN

Miyoglobin 17.500 daltonluk agirhg1 ile demir iceren oksijen baglayici bir
proteindir(14). islevi hem oksijen depolamak hem de hizli kasilan kas dokusuna
oksijen difizyonunu kolaylastirmaktir. Miyoglobin, dizilimi belirlenmis olan 153 amino
asitli tek bir polipeptit zinciri ve bir demir protoporfirin veya “hem” grubundan
olusmaktadir. Ayni “hem” grubu eritrositlerin oksijen baglayici proteini olan
hemoglobinde de bulunmaktadir ve hem miyoglobinin hem de hemoglobinin koyu
kirmizi-kahverenginden sorumludur(15). Hem grubunun ortasindaki demire baglanan
oksijen, dokunun ihtiyaci olunca serbest birakilir. Bu goérevin yapilmasi hem’i
cevreleyen polipeptid zincir tarafindan saglanir. Hem’deki demirin oksijen tutmasi icin
indirgenmis (ferro) formda olmasi gerekir(16).



Miyoglobin 6zellikle balina, fok, yunus baligi gibi su altinda yasayan memelilerin
kas dokularinda bol miktarda bulunur ve bu hayvanlarin kas dokulari miyoglobince
¢ok zengin oldudu igin kahverenklidir(15).

Miyoglobin <5 ug/l gibi kiguk konsantransyonlarda idrarda tespit edilebilir ama

miyoglobindri igin tani kriteri sinir konsantrasyonu >20 ug/I'dir(14).

AKUT BOBREK HASARI

Akut boébrek hasari (ABH) ; genel tanimiyla, azotlu atiklarin vicuttan atilmasini
engelleyecek ve vucudun sivi, elektrolit ve asit-baz dengesini bozacak kadar bobrek
fonksiyonlarinda saatler, gunler igcinde meydana gelen ve birgcok organ ve sistemi de
etkileyen degisim olarak tanimlanmaktadir. ABH bir¢ok olguda tek organ yetmezligi
olarak degil de birgok organda fonksiyon bozuklugu ile beraber bulunmaktadir (17-
19).

Akut bobrek hasari, bébregin glomerular filtrasyon hizinda ani disme ile birlikte
serum kreatinin degerinin baglangi¢c degerine gore 0,5 mg/dL veya daha fazla artis
ya da hesaplanmig kreatinin klirens degerinden %50 dusus ile agiklanmaktadir.
Yetigkin bir bireyde metabolitlerin atiimasi igin gereken idrar en az 400 mi/ gln
olmasi gerekirken bu degerin aniden 400 ml‘nin altina diismesi ve bunu serum Ure
miktarinin devamli olarak yukselerek takip etmesi, ABH olarak adlandirilabilir. Ancak
ABH igin evrensel bir tanim bulunamamistir ve hala tartismalar devam
etmektedir(17,20,21).

Hastanede yatan hastalarin %3-7’si ile yogun bakim Unitelerinin hastalarinin %25-
30’'unda ABH gelisir. Siklikla geri donusumlu olarak degerlendiriimektedir. Altta yatan
nedenle birlikte hastahigin agirhgina bagh olarak yuksek komplikasyondan dolayi
hastane morbidite ve mortalitesinin dnemli sebebidir. Turk Nefroloji Dernedi
kayitlarina gére 2007 yilinda Turkiye genelinde ABH olan 5498 hastada mortalite
orani %15,1 olarak saptanmigtir(22).

Yapilan caligmalara ve tedavi tekniklerindeki gelismelere ragmen ABH gelisen
hastalarda sag kalim oranlarinda anlaml iyilesme saglanamamigstir. Mortalitenin
yeterince azaltilamama sebepleri; ABH’nin ¢ogunlukla yaglh insanlarda gorulmesi,
siyah irk, baslangi¢ serum kreatinin dizeyi ve ABH badimli yada bagimsiz ortaya

cikan diger hastaliklarin da ciddi bir morbidite ve mortaliteye sahip olmasidir(23,24).



Siniflandirma

Akut bobrek hasarinda fizyopatolojinin daha kolay anlasilabilmesi amaciyla ABH;
1.Prerenal ABH
2.Renal ABH

3.Postrenal ABH olarak siniflandirilir.

1.Prerenal Akut Bobrek Hasart:

En sik rastlanilan tiptir (%55-60). Renal hipoperfuzyon sonucu glomeruler
filtrasyon hizi azalir ve elektrolit dengesinin bozulmasiyla birlikte metabolik asidoz
olusur. Renal akim dizenlendiginde ABH genellikle geri donusumludur. Eger geri
donusum saglanamaz ise hucresel hipoksi ve akut tubuler nekroz geligebilir. Bu
durum, hastanin yasina, sorunun ciddiyetine ve ABH’ye eslik eden hastaligina bagli
olarak kigsiye 6zgu olarak degisen bir durumdur. Glomeruler kanlanmayi azaltan
durumlarda kompanzatuvar sistemler devreye girerek sistem normal konumuna
getiriimeye calisilir. Bunlar; sempatik aktivite artigi, vazopressin saliniminda artisg,
renin-angiotensin sistemin aktivasyonu, anjiyotensin-2 sentezinde artis.Siddetli
hipoperfizyonda sistem bunu dengeleyemez ise prerenal ABH gelisir (25).

2.Renal Akut Bobrek Hasari:

intriksik veya parankimal ABH'de denilir. Bébrek parankim dokusu cesitli
nedenlerle hasara ugrar ve bobrek fonksiyonu bozulur. En sik nedeni iskemi veya
nefrotoksinlere bagl olarak gelisen akut tubuler nekrozdur(ATN). ATN’nin prerenal
ABH’den farki perflizyonun dizeltiimesiyle fonksiyonlarin hemen dizelmemesi ancak
nefrotoksik ajanin ortadan kaldirilmasinin ardindan olgularin ¢ogunda bdébrek
fonksiyon geri donusumu saglanmigtir.

3.Postrenal Akut Bobrek Hasar:

Bobregin ana toplayici sistemlerinden Uretranin distaline kadar olan herhangi bir
bdlgede mekanik tikanikliklar sonucu olusur. Tikanmanin tespitinde ultrasonografinin
hassasiyeti yuksektir. Erken mudahale edildiginde hizli bir sekilde duzelir. Geg

kalinirsa bobrekte parankim hasara yol agarak kalici bobrek hasari olusabilir(26).

Tani
ABH tanisi, RIFLE, AKIN, KDIGO ve ERBP odlgutlerine gore yapilmaktadir. En
fazla RIFLE olgitleri kullaniimaktadir.



RIFLE ol¢utleri:

Akut Diyaliz Kalite Insiyatifi grubu (ADQI), ABHye yonelik ortak bir
siniflandirmanin yapilmasi i¢in bas harfleri RIFLE kelimesini olusturulan olgutler
2002'de Vicenza ADQI kongresinde olusturulmus 2003 yilinda 8. Uluslararasi
Kontini Renal Replasman Tedavilerin konferansinda sunulmustur. 2004 yilinda
RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End-stage kidney disease) siniflandiriimasi
getirilmistir. Idrar takibi icin Griner katater zorunlulugu ve kreatinin degerleri ile
siniflandirma yapilmak istendiginde baslangi¢ kreatinin olmamasi siniflandirmada
soruna neden olmaktadir(17,21,27).

Risk, injury (hasar), failure (yetmezlik), loss (kayip) ve end stage (son donem)
olmak Uzere 5 kategoride serum kreatinin ve idrar ¢ikisi goz Onune alinarak
siniflandirma yapilr.

Risk kategorisinde, serum kreatinin dizeyinde 2 kat artis veya GFR’de %50’lik bir
azalma ile birlikte 6 saat sureyle saatlik idrar ¢ikisinin 0,5 ml/kg ‘dan az olmasi; Injury
(Hasar) kategorisinde, serum kreatinin dizeyinde 1,5 kat artis veya GFR'de %25’lik
bir azalma ile birlikte 12 saat slreyle saatlik idrar ¢ikisinin 0,5 ml/kg ‘dan az
olmasi;Failure (Yetmezlik) kategorisinde, serum kreatinin duzeyinde 3 kat artis veya
GFR’de %75'den fazla bir azalma veya kreatinin artisinin 4 mg/dl'den (akut artisin
0,5 mg’'dan) buyuk olmasi ile birlikte 24 saat sureyle saatlik idrar ¢ikisinin 0,3 mi/kg
‘dan az olmasi veya 12 saat boyunca anuri;Loss (Kayip), 4 haftadan daha uzun sureli
bdbrek fonksiyon kaybi; End Stage ( Son Dénem), 3 aydan daha uzun sureli bébrek

fonksiyon kaybl, seklindedir(28).

RABDOMIYOLiZ ve CRUSH SENDROMU

Rabdomiyolizle ilgili bilinen en eski bilgiler, Eski Ahitin Sayilar boélumunde,
Yahudilerin Misirdan gocgu esnasinda ¢ok fazla bildircin eti ile beslenmeleri sonucu
ortaya ¢ikan bir veba olarak bahsedilmistir. Akdenizde uzun gozlemler neticesinde,
baldiran otu ile beslenmis bildircinlarin eti ile beslenmenin miyolize neden oldugu
kabul edilmistir. Rabdomiyoliz, ilk olarak 1881 yilinda Fleisher tarafindan, kas
egzersizleri ile birlikte hemoglobinliri gorilmesi olarak tanimlandi. Daha sonra
1900’lU yillarda Alman tip literatirine Meyer-Betz hastaligi olarak girmistir. Bywaters

ve Beall ilk olarak 1940-1941 yillarinda Londra hava bombardimani sirasinda post



travmatik rabdomiyoliz olgusunu ile rabdomiyoliz ve akut bdbrek hasari arasindaki
fizyopatolojik mekanizmayi tam olarak agiklamiglardir(29-31).

Rabdomiyoliz, iskelet kas yapisinin travmatik-nontravmatik, endojen-eksozen,
herediter-edinsel nedenlere bagh olarak, bozulmasiyla karakterize olan, hicre igi
iceriginin (miyoglobin, kreatin kinaz, aldolaz, laktat dehidrojenaz, aspartat transamilaz
ve potasyum vs) dolasim sistemine katilmasiyla sonug¢lanan ve Kklinik tablolarin
olusmasina neden olan bir durumdur(32,33).

Genel olarak, rabdomiyolizin en sik nedenleri arasinda alkol ve madde kullanimi,
ilaglar, kas hastaliklari, travma, afetlerde enkaz altinda kalma, noéroleptik malign
sendrom, nobetler, immobilite, enfeksiyon, agir fiziksel aktivite ve 1si ile ilgili
hastaliklar sayilabilir(34).

Rabdomiyoliz sonrasinda; ABH, kompartman sendromu, elektrolit bozukluguna
badli kardiyak disritmi, intravaskuler koagulopati gibi bir takim komplikasyonlar da
meydana gelmektedir (35).Crush Sendromu, travmanin yol actigi rabdomiyolizle
ikincil olarak ortaya c¢ikan ABH, kompartman sendromu, odemli ve agrili kaslar,
hipovolemik sok, hipopotasemi, asidoz, kalp yetmezligi, solunum yetmezIigi,
enfeksiyonlar gibi pek ¢cok belirti ve bulguyu iceren bir tablodur(32).

Crush Sendromu Ozellikte savastaki, maden gocuklerindeki, endustriyel
kazalardaki, trafik kazalarindaki ve depremlerdeki yaralanmalarin %?2-5'inde
goralur(36).

Rabdomiyoliz sonrasinda meydana gelen bobrek hasari, miyoglobintrik bdbrek
hasari olarak isimlendirilir(2).

Kuzeybati Ermenistan’da 1988 tarihinde 25.000 kisinin 6limune 19.000 Kisinin
yaralamasina neden olan deprem sonrasinda 570 Crush sendromuna bagh ABH
olgusu bildirilmistir(37).

1995 yilinda Japonya Kobe depreminde 202 hastada ABH tanisi konuldugu ve
bunlarin 123’4nde hemodiyaliz tedavisi uygulandigi rapor edilmistir(38).

Deprem acisindan riskli bir olan Turkiye’de 17 Agustos 1999 meydana gelen
Marmara Depremi’nde resmi raporlara gore 17.480 hayat kaybi ve 43.953 yaralanma
bildirilmistir ve deprem sonrasinda 639 hastada Crush sendromuna bagh akut renal
problemler gelismis ve bunlarin 477’sinde hemodiyaliz tedavisi gerekmistir(39,40).

2008 yilinda Cin’de meydana gelen Sichuan depreminde, 149 hastaya Crush
sendromu tanisi konuldugu ve bunlardan 62 hastaya ABH tanisi aldigi ve ABH tanisi

alan 33 hastaya renal replasman tedavisi uygulandigi rapor edilmistir(41).
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Rabdomiyolize Bagli ABH ‘nin Patogenezi

Rabdomiyoliz isleket kasi hasarindan sonra hucre igeriginin dolagima gegmesi
sonrasinda ortaya ¢ikan bir sendromdur. Rabdomiyolize bagli bobrek hasarinin asil
sebebinin hipovolemi ve miyoglobinuriye bagli oldugu dusunulmektedir. Bir¢cok
nedeni tanimlanmasina ragmen, ortak son netice Na-K ATPaz pompasinin ve
kalsiyum tasinmasinin bozularak intraselluler kalsiyum artigi ve sonrasinda kas
hicresi nekrozudur. Buna ek olarak kalsiyum, fosfolipaz A2, cesitli vazoaktif
molekuller ve proteazlari aktive ederek serbest oksijen radikallerinin Uretimine neden
olur(1).

Crush sendromu sonucu olusan rabdomiyoliz kaynakli ortaya gikan ABH’nin
olusumunu agiklayan 3 mekanizma vardir. Bunlar;

1.Miyoglobinin toksik etkisi

2.Intraluminal kast olusumu sunucu tiibiler obstriiksiyon,

3.Renal vazokonstruksiyondur(5).

Bu mekanizmalar birbiri ile iliski olmasina ragmen ana rolu renal vazokontruksiyon
oynamaktadir. Renal vazokontriksiyonun ortadan kaldiriimasiyla diger nedenlerin
etkilerinin azaldig1 gosterilmistir(5,42,43).

Miyoglobinin Toksik Etkisi

Miyoglobindri icin renal esik deger 1,5 mg/dI’'dir. Serum miyoglobulininin esik
degere ulagsmasi icin 100 gram kasin hasara ugramasi gerekir. Proteinlerin geri
emilimi sadece proksimal tubllde eksositoz yoluyla olmaktadir. Miyoglobinin esik
degeri asmasi durumunda proksimal tubulde tikaniklida ve distal tubule gecisine
neden olur. Miyoglobinin yari omru 1-3 saat gibi kisa bir suredir ve 6 saat icinde
bilirubine donusturalur fakat bobrek yetmezliginde yari 6mra uzar (32).

Proksimal tubulde miyoglobinin toksik etkisinden hem grubundaki demir iyonu
sorumludur. Cubilin reseptériine baglanarak endositoz yolu ile hilicre icine alinan hem
grubu, oksijenaz enzimi ile pargalanip ortaya demir iyonu ¢ikmaktadir. Rabdomiyoliz
durumunda asiri miktarda olusan ‘hem’ bdbrege ulasip ferritin ile baglanma
kapasitesini agmakta hlcre icinde serbest demir miktari artmakta ve Haber-Wiess
reaksiyonu ile OH" olusumuna yol agmakta, OH" lipit peroksidasyonuyla tubul
hacrelerinde hasarda 6nemli rol oynamaktadir (43-45).

Miyoglobinin yaptigi lipit peroksidasyonu sonucunda arasidonik asitten olusan

izoprostanlar bobrek damarlarinda siddetli vazokonstriksiyona neden olmakta ayrica



miyoglobinin endotel kaynakli bir vazodilatator olan nitrik oksiti (NO) yakalayici etkisi
yonde calismasi vazokonstriksiyonu artirmaktadir (46,47).

Ortaya c¢ikan vazokonstriksiyon sonucu rabdomiyolize bagli ABH’nin erken
donemlerinde bobrek kan akimininin azalmasida ve iskemi gelismesinde onemli rol
oynamaktadir(48).

intraluminal Kast Olusumu

Asidik ortamda, Tamm-Horsfall proteinleriyle bilesen rabdomiyoliz sonucu hicre
disina ¢ikan ve glomerulleden suzulen miyoglobinin olusturdugu kastlar tubdllerin
tikanmasina neden olmaktadir. Tikanma neticesinde miyoglobinin uzaklastiriimasi
engellenmekte, Uzerinde toksik etki gosterdigi bobrek tubul hicreleriyle ayni ortamda
bulunma sureleri artmakta bu da toksik etkinin artisina neden olmaktadir(5).

Rabdomiyolizde kast olusumunu etkileyen lg¢ faktor s6z konusudur;

o Rabdomiyoliz siddetine bagli olarak proksimal tubuldeki miyoglobinin renal
esigini asiimasi distal tubuldeki hem proteinlerinin  konsantrasyonunu
arttirir.

e Rabdomiyoliz sonucu ortaya ¢ikan pH azalmasi miyoglobin ¢ozunurlGgunu
azaltmaktadir.

e Asidik ortamda distal tubuldeki Tamm-Horsfall proteinleri ile miyoglobin
arasindaki birlesme artmaktadir(5).

Renal Vazokonstriiksiyon

Bobrek dolagiminda vazadilatator etkili olan NO’in etkisi, rabdomiyolizle agiga
¢tkan demirin NO sUpuUrucu etkisinden dolayl ortamda azalmakta bunun sonucunda
vazokonstriksiyona neden olarak bdbrek kan akimini ve glomerdiler filtrasyon hizini
azaltmaktadir. Bu da kast olusumunu kolaylastirmakta, miyoglobinin toksik etkisinin
artmasina neden olmaktadir (1).

Rabdomiyolize Bagli ABH Deneysel Hayvan Modelleri

Rabdomiyolize bagli ABH’nin patogenezinin anlagilabilmesi, olasi koruyucu ve
tedavi seceneklerinin arastirilmasi icin deneysel hayvan modelleri kullaniimaktadir.
Bunun icin temel olaraklg farkli modelinliterattirde kullanildigi goérilmektedir(5).

1. Hipovolemik deney hayvanlarina miyoglobinin intraven6z enjeksiyonun bdbrek

uzerindeki toksik etkisinin arastirilmasi amaciyla olugturulur(5).

2. Deprem, goguk gibi agirhgin altinda kalma durumlarinda meydana gelen

hasarin  etkilerinin arastirlmasi amaciyla, deney hayvanlarinin alt



ekstremitelerinin belli bir agirhga maruz birakilmasiyla olustrurulur. Tam olarak
deprem ve gOgukler icin model olsa da belli bir standardizasyon
saglanmamistir(49).

3. Hipertonik gliserolin (%50’lik) deney hayvaninin arka bacak kaslarina
intramuUskuler olarak enjeksiyonu ile olusturulur. Laboratuvarimizda bu modeli

kullanarak yapilan ¢alismalarda basarili sonuglar alinmistir(2,4,50).

OKSIDATIF STRES VE SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller; son yorungelerinde bir veya birden fazla eslesmemis
elektronun bulundugu atom veya atom gruplaridir(51). Diger bir tanimlama ile serbest
radikaller; yapilarinda tek sayida elektron iceren, acgik elektron kabugu
konfigirasyonuna sahip atom veya molekullerdir (52). Bu eslesmemis elektron
kararsizdir ve kimyasal aktivite potansiyeli yuksektir. Eslenmis elektronu bulunmayan
diger maddeler ile radikallerden daha zayif olarak reaksiyona giren molekuller
nonradikal olarak adlandirilir (53). Serbest radikaller oksijen ve azot kaynakli olabilir.
Reaktif oksijen ve azot turleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Kararsiz olan drunlerin arttidi durumlarda hedef molekuller olan membran
yapisindaki fosfolipidler, glikolipidler, membran proteinleri ve doymamis yag asitleri
oksidatif strese maruz kalirlar. Kendine ait 6zel kontrol mekanizmalari bulunan,
oksijen ve nitrojen turleri ile antioksidan sistem arasindaki dengenin, kontrol
mekanizmalarinin antioksidan lehine bozulmasi ile metabolik bozukluklar, hicre
hasari ve hatta 6lume dahi yol agan oksidatif stres olugur(54-56).

Oksidatif stress bdbregi, vaskuler reaktivite ve renal hemodinamikler, glomerular
filtrasyon, tudbudler geri emilim ve nefron segmentlerindeki sekresyon gibi yonleri
icermek Uzere dolayll ve dolaysiz olarak tum yonden etkiler. Hasar ya da hastalik
boyunca oksidatif stres sinyali tum suregleri degistirir. Apoptozis ve nekroza
surtuklenme, degistiriimis gen ekspresyonu, doku hasarinin ilerlemesi, fibrosizin

artmasi ve anormal bdbrek fonksiyonlari gibi yollara tesvik eder (56).
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Tablo 1. Reaktif oksijen ve azot turleri(53)

Reaktif oksijen turleri (ROM)

Reaktif azot turleri (RAT)

Radikaller Non-radikaller Radikaller Non-radikaller
Hidroksil, OH" Hipokloréz asit, Nitrik oksit, NO Alkoksil
HOCI peroksinitrit,
LOONO
Hidroperoksil, HO,  Hidrojen peroksit, Nitrojen dioksit, Dinitrojen tetroksit,
H20, NO, N>O4

Alkoksil, LO Lipit hidroperoksit Dinitrojen  trioksit,
LOOH N,O3
Peroksil, LO5 Ozon, O3 Nitrik asit, HNO»

Singlet oksijen, O,

Peroksinitrit,

Superoksit, 02_
ONOO’

Oksidatif stresin olusumunda muhtemel nedenlerden biri demir iyonudur. Demir,
plazmada serbest radikal reaksiyonlari igin katalitik etkiye sahiptir(55). Serbest
radikal ve oksidatif stres teorisinin kokeni, 19. ylzyilin sonlarina dayanmaktadir.
Henry John Horstman Fenton’un 1876 yilinda, hidrojen peroksit ile Fe™ iyonlarinin
varliginda tartarik asitin oksidasyonunu kesfi bu yolda atilan ilk adimdir(52).

Hidroksil

Reaksiyonuna girmesi veya suyun yuksek enerjili iyonlagtirici radyasyona maruz

radikali, hidrojen peroksitin Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss
birakilmasi sonucu olusur.
Fenton reaksiyonu, demir ve bakir gibi gecis metalleri ile H,O, reaksiyonu sonucu

hidroksil radikalinin olugsmasidir.
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Fe 24 0O, < Fe 34 O,

Haber-Weiss Reaksiyonu ise hidrojen peroksitin, sliperoksit radikaliyle reaksiyonu

sonucu hidroksil radikalinin olusmasidir(57).
0;" + Hy0,—0," + Hy,O + OH

Zayif bir oksidan ve demir (Fe*®) ve bakir (Cu™) gibi metaller icin indirgen olan
superoksit radikalinin en 6nemli etkisi, oksidatif strese yol agan Haber-Weiss
reaksiyonunu baslatmasiyla slperoksit radikali H,O, ile demir veya bakir katalizli
tepkimeye girerek, oldukc¢a reaktif olan ve DNA hasarina yol agabilen OH" radikalinin

olusumunda rol oynamasidir (58).

Fe*?+ 0, Fe ™ +0,"
Cu™+0,<Cu*?+0,

H,O, + Fe> — OH + OH + Fe™

Serbest radikal olmayan hidrojen peroksit, biyolojik membranlara baglanma
yeteneginden dolayi onemlidir. Notrofillerin fagozomlarinda bulunan
miyeloperoksidaz enzim sisteminin etkisiyle hipoklorik asit gibi daha reaktif radikal
oksijen turevi olan molekiillerinin olusmasini saglar. En énemlisi fenton reaksiyonu
olarak ta bilinen gecis metallerinin oksidasyonuyla OH radikali olusturmasidir (57).

Oksijenin bir elektron vererek indirgenmesi ve sonrasinda dismutasyon reaksiyonu
ile H,O2 olusur (59).

O, + e — Oz_'
Oy + 0y + 2H" — H,0, + O,

Uretilen H,O»; katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler gibi antioksidan
enzimler tarafindan ortadan kaldiriimaktadir(60).

Serbest radikal olmayan hidrojen peroksit, biyolojik membranlara baglanma
yeteneginden dolayi onemlidir. Notrofillerin fagozomlarinda bulunan

miyeloperoksidaz enzim sisteminin etkisiyle hipoklorik asit gibi daha reaktif radikal
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oksijen turevi olan molekullerinin olusmasini saglar. En onemlisi fenton reaksiyonu
olarak ta bilinen gecis metallerinin oksidasyonuyla OH radikali olugturmasidir(61).

Uretilen H,O,; katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler gibi antioksidan
enzimler tarafindan ortadan kaldiriimaktadir(60).Ozellikle DNA icin guclii bir oksidan
olan peroksinitrit, NO ve slperoksit anyonu arasindaki reaksiyonun ana
artnudar(62).NO radikal toplayici bir molekuldir, damar diz kas hucrelerinin
gevsemesi igin temel sinyali olusturur. Nitrik oksitin oksidasyonu sonucu olusan
reaktif tlrler nitrozatif stresin nedenidir (57,60,63).

Oksidatif stresle savasan ilk ana enzimler superoksit dismutaz (SOD)
izoformlaridir.  SOD superoksitin oksijen ve hidrojen perokside donusumunu
katalizler.Baglandigi yerde mitokondri, sitoplazma ve ektsraselluler boslukta
lokalizedir. SOD1, mitokondrial matriks hari¢c birgok hulcrei¢i bodlgede bulunan
SOD'nin CuZn formudur. SOD2 mitokontrial matrikste buylk oranda bulunan
SOD'nin Mn formudur. Peroksinitrit tarafindan kolayca inaktive edilir. SOD3
ektraselliler dis ortama salinan SOD'nin CuZn formudur. GSH hicre i¢i ortamda
yuksek konsantrasyonda bulunan tiol'dir. GSH peroksidazlar araciligi ile peroksitlerin
tuketilmesinde kullanilir. Redoks durumu NADPH bagimli GSH reduktazlar tarafindan
kontrol edilir (56).

NiTRIK OKSIT

Nitrik oksit, haberci ve sinyal molekultdur, hiicre membranindan gecebilir ve yari
omru kisadir(64-66).Vazodilator, norotransmitter, antimikrobiyal efektér molekll ve
immunomodulatér olarak pek c¢ok fizyolojik ve patofizyolojik rolleri bulunan NO,
onceleri ‘Endotel Kaynakli Gevseme Faktorld’ (Endothelial Derived RelaxingFactor-
EDRF) olarak tanimlanmistir.NO’in damar endoteli, makrofajlar, trombositler, sinir
hlcreleri, surrenal bezler, mide, uterus epitel hucreleri, pankreas adacik hucreleri ve
akcigerlerde sentezlendigi rapor edilmistir(67).

Nitrik oksit, L-Arjininin nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle L-Sitrilline déntdsimi
esnasinda agida cikar ve guanilat siklazi aktive edip hlcre igi siklik guanozin
monofosfat (cGMP) miktarini artirarak gosterir(68-70).

L-Arjininin  NOS etkisiyle L-Sitrilline déntsumi esnasinda molekuleroksijen,
kofaktér olarak da nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat (NADPH), flavin adenin
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dinukleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH4)
gerekmektedir(71).

FAD, FMN, BH4

L-Arjinin + 2NADPH + O2 ——— L-Sitrulin + NO + 2NADP

NOS

Kalsiyuma bagimli bir enzim olan NOS, asetilkolin, histamin, bradikinin, trombin, P
maddesi, serotonin, ADP (Adenozindifosfat), izoproterenol gibi hucre ici kalsiyum
duzeyini arttiran bilesikler tarafindan da aktive edilerek, sentezi saglanmaktadir(72).

Nitrik oksit lipolitik aktivite icin gereklidir. Adipositlerdeki NO’nun goérevleri henlz
cok iyi anlagilamamigstir(73).

Reaktif oksijen turleri NO’yu inaktive edebilir. Arjinaz aktivitesinin artmasi ile
birlikte L-arjininin intraselliler ortamda azalmasi, NO’nun yararlanimini azaltr.
Superoksitler damarlardaki NO konsantrasyonunu kontrol eder(64,74).

Damarlarda endotel bagiml vazodilatatorlerle (asetilkolin, bradikinin gibi) endotel
kaynakli birgok vazokonstriktor (endotelin-1, tromboksan A2 gibi) ve vazodilatator
(NO, endotel kaynakl hiperpolarize edici faktor ve prostasiklin gibi) maddeler
bulunmaktadir. Bunlar arasinda hassas bir denge vardir. Bu hassas denge bobrekte
vaskuler tonusun ve glomertiler filtrasyonun kontroliinde énemlidir(75,76)

Nitrik oksitin metabolitleri nitrit ve nitrattir. Termal hasar, yaslanma, bobrek
yetmezligi gibi nedenler bu maddelerin serum duzeylerini ve Uriner atihmlarini
etkilemektedir(77). NO, superoksit (O,-) ile reaksiyona girdiginde peroksinitrit
(ONOO) olusur. Guglu bir oksidandir ve proteinleri, lipidleri, karbohidratlari, nikleik
asitleri oksitleyerek inflamasyon, ateroskleroz, iskemi-reperfiizyon hasari gibi cesitli
hastaliklarin patofizyolojisinde rol alir ve doku hasari artisina yol agar(67).

Kalbin her sistolde damara gonderdigi kanin, damar endoteli ylUzeyinde
olusturdugu mekanik etki, “damar ¢eperine sirtinme stresi” olarak ifade edilen ‘shear
stress’, NO’'nun sentez ve salinimin en énemli nedenidir(78).

Kardiyovaskuler sistemde, NO vaskiler tonun dizenlenmesinde, kardiyak
kontraktilitede, ve barorefleks fonksiyonunun dizenlenmesinde rol oynar.
Hemodinaminin duzenlenmesi, su ve tuz geri emilimi, renin salgilanmasi ve

tubuloglomerular geri emilimi Gzerinde etkilere sahiptir (79).
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Nitrik oksit, prostasiklin, adenozin ve reaktif oksijen turevleri (ROM) trombosit
aktivasyonu ve trombosit aracili hasari kontrol eder (80).

Nitrik oksit sentaz enziminin 2 formu vardir (64).

1-Konstitutif Nitrik Oksit Sentaz (cNOS)

Hucresel kaynaklari endotel hucreleri, merkezi, periferal ve nonadrenergik-
nonkolinergik noronlardir. Trombin, ADP, asetilkolin, glutamat, kalsiyum iyonoforlari,
basing, sUrtinme stresi tarafindan aktive edilir. Hlcre i¢i kalsiyum dizeyi normalden
dusuk olursa aktivitelerini kaybeder. Kalsiyum seviyesi normal dizeyde olursa
kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusur ve NOS’1 aktive eder. Aktive NOS, kalsiyum
seviyesi dusunceye kadar az miktarda fakat devamli NO sentezler(81,82).

e Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

eNOS geni, 7. insan kromozomu Uzerinde bulunur ve 22 kb'lik bir alanda 26
ekson igerir. eNOS ile ilgili immunohistokimyasal ¢alismalar sonucunda, ¢esitli vendz
ve arteriyal endotelyal hucrelerde lokalize oldugunu ve miyositlerde, noral hucrelerde
ve cesitli diger dokularda 6nemli endojen ekpresyonunun oldugu bildirilmistir(81).
Bobrek dokusu iginde glomeruler kapiller, afferent arteriol, efferent arteriol, intrarenal
arterler, meduller vaza rekta, endotelleri icerinde lokalizedir(83). eNOS vaskuler
fonksiyonu dizenleyen ana izoformdur. Katalitik aktivitesini strtinme stresi ve
nérohimoral faktorler gibi fiziksel ve kimyasal uyarim ile baslatilir ve devam ettirilir
(79). eNOS transkripsiyonunu hipoksi durumu da vyiikseltir. Ostrojenlerin eNOS
transkripsiyonunun dizenlenmesindeki etkisi hala tartigmali bir konudur (84).

e Noronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS)

NNOS'u kodlayan gen, 12. insan kromozomu uzerinde bulunan 200 kb'lik bir
bdlgeye dagilmis 29 ekson igerir. Yapilan g¢alismalarda, merkezi ve periferik sinir
sistemi boyunca ¢esitli néronlarda nNOS eksprese edildigi gosteriimis ve buna ek
olarak isleket kasli, akciger ve genitouriner sisteme ait ¢ok sayida noéronal olmayan
dokularda da eksprese edildigi gosterilmistir.NOS ayni zamanda kardiyak ve iskelet
miyositlerinde, medial duz kas ve damarlarin endotelyal hudcrelerinde, penis
arterlerinin adventisyel katinda ve bobrek icinde makula densa, renal sinirler,
glomerdler visseral epiteli, afferent arteriol endodelinde lokalizedir(79,83,84). Fiziksel
ve mekanik stress, spinal kord ve sinir yaralanmalari, iskemi, hipoksi ve plazma
osmolaritesinin degismesi gibi durumlarda nNOS sentezinin artisi bildirilmistir (81).

NNOS aracili Uretilen NO, néral heyecanlanmanin dizenlenmesinde, uzun dénem
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potentifikasyon veya depresyonun sinaptik plastisitesinde ve hafiza ve 6drenme
sureglerinde gorevlidir(79).

2-indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz(iNOS

iINOS geni, 17. insan kromozomu Uuzerinde bulunur ve 37 kb'lik bir alanda 26
ekson icerir. ik olarak fare makrofajlarindaki eksprese olan iNOS'un
tanimlamasindan bu yana birgcok c¢alisma farkli hdcre tiplerinde de INOS
ekspresyonunu yapildigi kaydedilmistir(81). INOS'un insan dokusundan eksprese
oldugu ilk olarak hepatositlerde gosteriimesinden sonra immunoaktif makrofajlar,
monositler, miyositler, epitelyal ve endotelyal hucreler, astrositler, fibroblastlar,
keratinositler, osteoblastlar ve notrofiller/6zondfiller tarafindan da iINOS ekspresyonu
gOsterilmistir (81,82) Bobrek dokusu iginde henle kulbunun ¢ikan kolunun kalin kismi,
S3 proksimal tibdl, toplayici tupler, arkuat arterde lokalizasyonu bildirilmistir (83).
INOS induksiyonu, esas olarak savunma sisteminin bir pargasi olan inflamasyon ve
enfeksiyon birlikteliginde meydana gelirken, fizyolojik kosullar altinda minimal
eksprese edilmektedir (79).

Bobrekte NO sentezi, kosullardan ¢ok gabuk etkilenmektedir, bu ylzden toplam
NOS ekspresyonunun duzenlenmesinde 6énemli bir rolt yokmus gibi gorinur ve bu
durum bobrekteki NOS regulasyonunun molekuler incelemesini daha da zorlastirir.
Devam eden renal medullanin kapiller sistemindeki endotelyal hasarin ve
beraberindeki damar yogunlugunun azalmasinin ilerleyici bobrek hasarina dogru asil

neden oldugunu disundirmektedir (84).

iRISIN

Yunan mitolojisinde insanlara tanrilardan iyi haber getiren ve gokkusagi ile
sembolize edilen Thamus ve Electra ‘nin kizi olan Iris’in isminden tiiremistir(7). irisin
ilk olarak Bostrom ve arkadaglari tarafindan kas hlcresinden izole edilen 112 amino
asitlik ve 12 kDa molekil agirlikh glikoprotein yapisinda olan bir molekuldir. iskelet
kasinda FNDC5 molekulinin bilinmeyen bir proteaz ile pargalanmasiyla olusan bir
proteindir (7,85). PGC1a’nin iskelet kasindaki ekspressiyonunda o6zellikle uzun
donem egzersizle artis olurken tip 2 diyabet ve sedenter yasam tarzi ile
azalmaktadir. PGC1a’nin artmasi kilo alimi, inflamasyon, oksidatif stres, kas erimesi
ve kemik kaybina karsl koruma saglar ayrica metabolik homeostazi korumak igin
organ cross-talk olayinda katkida bulunur (86,87).
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Ana kaynagi sadece iskelet kasi olmayan irisinin varligi subkutan adipoz doku,
kalp kasi, beyin-omurilik sivisi, insan anne sutd, tukurik ve serebellumdaki purkinje
hiicrelerinde de gosterilmistir(8).irisin doku dagilimini incelemek icin, kantitatif gercek
zamanli polimeraz zincir reksiyonu (PCR) ile 47 farkh insan dokusunda yapilan
calisma sonucunda en yuksek FNDCS5, mRNA ekpressiyonunun kaslarda oldugu
daha sonra perikardium ve rektum gibi kas igeren dokularda sonrasinda kalp
dokusunda oldugu ve kastaki miktari ile kargilastirildiginda bobrek, karaciger, akciger
gibi major organlarda ve yag dokuda duslk seviyede oldugu gdsterilmistir (88).

Obez farelerde glikoz dengesini iyilegtirip, vucut agirligini azalttigi, ener;ji
harcanmasini artirarak termogenezi aktive ettigi beyaz yag hucrelerini kahverengi
yag hicrelerine donustirdlugu gosterilmistir (89).

irisinin fizyolojik rolii ve terapétik degeri tartismali bir konudur. Fizyolojik olarak
bakildiginda egzersize yanit olarak gorulen ve kahverengi yag dokusunu olusumuna
neden olmasi gesitli faktorlerden dolayi sasirticidir. Ilki fiziksel aktivite stresince kas
doku ve diger organlarin enerji kaynaklari olan serbest yag asitlerinin beyaz yag
dokudan salinmasi kendi kendine bir enerji-tiiketim siireci olusturmasi. ikinci olarak
iskelet kaslarinin kasilmalari esnasinda 1si agiga c¢ikarilarak titremesiz termogenez
icin azalmis bir talebin olmasi Cannon ve Nedergaard’in tartistigi bir konudur (90).

irisin; enerji harcanmasini aktive etmek ve 1sI agiga cikigini arttirmak icin hiicre
icinde iki sekilde etki eder. irisin hormonu reseptériine baglandiginda lipolizi aktive
eden siklik adenozin mono fosfat (CAMP), protein kinaz A(PKA), hormon sensitif lipaz
(HSL), perilipin yolagi aktive olur. Oncelikle hiicre membranindaki adenilat siklaz
enzimi aktive olur ve hicre iginde cAMP artigi gergeklesir. Artan cAMP protein kinazi
aktive ederek hormon sensitif lipazin aktive edilmesini saglar. Aktive olan hormon
sensitif lipaz etkisi ile lipoliz ve enerji harcanmasi artar. Diger bir yol ise;
FNDC5/irisin, nukleusu bilinmeyen bir sekilde uyarir. Uncoupling (eslesmemis)
Protein 1 (UCP1) ekspresyonunu arttirarak elektron transport sisteminde ATP
uretimini azaltir, ayirici gibi etki ederek 1si Uretimini arttinrlar. UCP7T’in
ekspresyonunun artmasi ve dolayisiyla isi Uretiminin artmasi insulin rezistansi olan
bireylerde ve obezlerde glikoz/yag metabolizmasi agisindan enerji harcanmasini
saglayan kazancl bir olaydir(8,88,91).

Egzersiz dokudaki PGC-1a sentezini artirir. Bir membran protein olan FNDC5’in
C-terminal ucundan bolunen irisin dolasima katilir. Adipositlerdeki bilinmeyen bir

reseptére baglanan irisin, adipositlerin genetik profilini degistirir. Ozellikle UCP1
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ekspresyonunu artiran bir araci ile PPAR-a ekspresyonunu artirir. Beyaz yag
dokusunun esmerlesmesi mitokondri yogunlugu ve oksijen tuketimi ile baglantilidir.
Kahverengilesmenin en oOnemli goOstergesi enerji tuketiminin artmasidir (91).
Egzersizle uyarilan yag dokusunun PGC-1a veirisinyoluyla kahverengilesmesi Sekil
1’de gosterilmistir.

Yang ve ark.(92), yuksek yagli diyet ile beslenen farelerde altinci haftada
dolagimdaki irisin duzeyinde belirgin bir azalma oldugunu bildirmislerdir.

Paczek ve ark.(93) tek seferlik egzersiz veya dayaniklilik egditiminin si¢canlarda
serum irisin seviyesi Uzerinde etkisinin olmadigi ¢galismalarinda, 60 adet wistar sigan
kullanilmis g¢alismanin en sasirtici sonucu, antrenmansiz akut egzersiz ve
antrenmanli hayvanlar ile uzatilmis egitim sonrasinda serum irisin seviyelerinin stabil
oldugunu rapor edilmigtir.

Balgetir ve Kocaman'in (94) diyabetik si¢canlarda yapmis olduklari ¢alismada,
irisin immunoaktivitesi igin yapilan incelemede kontrol gruplari ile diyabet grubunda
istatistiksel bir azalma, diyabet grubu ile diyabet+lasortan grubunda ise irisin
seviyesinin anlamli bir artig gosterildigi rapor edilmigtir.

Carmona ve ark.(95), kronik bobrek hastaligi tanisi almis hasta ve kontrol grubu
ile yaptiklari galismada, ttm KBH grubundaki irisin duzeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu rapor edilmistir.

Ebert ve ark. (96), evre1 ‘den evre 5e kadar gruplandirdiklari kronik bobrek
hastaligi tanisi konulan hastalarda yapmis olduklari c¢aligmada, kronik bdbrek
hastaligi evreleri arttikga irisin dlzeyi azalmasinin nedeni olarak miyokinin bobrek
tarafindan elimine edilmedigini rapor etmislerdir.

Wen ve ark. (10), 5. evre kronik bdbrek hastali§i tanili hastalarin bulundugu
calismada, irisin seviyesinin kontrol grubuna goére disik oldugu goOsterilmis ve
calismalarinda kronik bobrek hastaligina sahip kisilerdeki irisin seviyesindeki
azalmanin HDL ile pozitif iligkili oldugunu rapor etmiglerdir. Yukaridaki bilgilerin
Isiginda irisinin deneysel MABH modelinde bébrek fonksiyonlari ve fizyopatolojisi ile

iligkisini incelemeyi amacladik.
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Egzersiz

iskelet Kas Hiicresi

irisin

Lt FNDC5

DA FNDCS irisin olusturmak
icin parcalanir.

irisin dolagim yoluyla Beyaz ve Kahverengi Yag
Dokusuna ulagir
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Tanimlanmamis receptor

@ @ Mitokondri
e i
- 5 irisin
Baglanmasi GcHLN
Beyaz Ya# Nokusu l € L Kahverengi Yag Dokusu
Enerji Depolama Enerji Harcama
| |
Obezite Diyabet Kilo Kaybi Glikoz Dengesinde ve insiilin

Duyarliiginda Artis

Sekil 1. Egzersizle wuyarilan yag dokusunun PGC-1a ve irisin yoluyla

kahverengilesmesi
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GEREG ve YONTEMLER

Calismamizda, Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvarr’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1 'C, %5515
nem oraninda ve 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan, 170-200 g agiriginda
9-10 haftallk Spraque-Dawley erkek siganlar kullanildi. Deney Hayvanlari
Laboratuvar’'nda siganlara, standart sican yemi ve icme suyu verildi. Calisma icin
Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (Ek-1) onay alindi.

Calismamizda kontrol ve MABH grubu olmak Uzere 2 grupta 42 adet sican
kullanildi. Kontrol grubu her grupta 6 sigan igeren 6, 24 ve 48. saatlik gruplar olmak
uzere 3 alt gruba ayrildi. MABH grubu her grupta 8 sigan igceren 6, 24 ve 48. saatlik
gruplar olmak Uzere 3 alt gruba ayrildi. Kontrol grubundaki siganlar fizyolojik serum
(FS), MABH grubundaki siganlar intramuskduler (im) gliserol enjeksiyonundan 24 saat
dnce susuz birakildi. ilk enjeksiyondan sonra serbest diyet ve su alimi saglandi.
Kontrol grubu sicanlarina FS, MABH grubundaki siganlara %50’lik gliserol
solusyonundan 8 ml/kg’a gore bulunacak toplam hacim esit miktarlarda her iki arka
bacak kaslarina enjekte edildi.

6. Saat Kontrol Grubu (K-6),6 adet sicana 8 ml/kg’a gére FS intramuUskuler
enjeksiyonunu takiben 6. saate kan, idrar ve doku érnekleri alindi.

24. Saat Kontrol Grubu (K-24),6 adet sicana8 ml/kg’a gore FS intramuUskuler
enjeksiyonunu takiben 24. saate kan, idrar ve doku ornekleri alindi.

48. Saat Kontrol Grubu (K-48),6 adet sigana8 mi/kg’a gore FS intramuskuler

enjeksiyonunu takiben 48. saate kan, idrar ve doku érnekleri alindi.
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6. Saat MABH Grubu (MABH-6), 8 adet sicana 8 ml/kg'a gore %50’lik gliserolin
enjeksiyonunu takiben 6. saatte kan, idrar ve doku 6rnekleri alindi.

24, Saat MABH Grubu (MABH-24), 8 adet sicana 8 ml/kg'a gore %50’lik
gliserolin enjeksiyonunu takiben 24. saatte kan, idrar ve doku ornekleri alindi.

48. Saat MABH Grubu (MABH-48), 8 adet sicana 8 ml/kg'a gore %50’lik
gliserolun enjeksiyonunu takiben 48. saatte kan, idrar ve doku ornekleri alindi.

Siganlar, 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda kanlari ve her
iki bobregi alinarak, eksanguinasyon yontemi ile 6tenazi uygulandi. Batin 6n duvari
insizyonla acildi. Diyafragmadan kalbe ulasilarak ponksiyonla alinan kan ornekleri
biyokimyasal incelemeler icin biyokimya tlplerine ve etilendiamin tetraasetikasit
(EDTA) igerentuplere alindi. Daha sonra her iki bobrek ¢ikarilarak buz kalibi Gzerine
konuldu, bobrek kapsulu siyrildiktan sonra bisturi yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye
ayrildi. Sag bobregin bir yarisi histopatolojik incelemeler igin % 10’luk fosfat tamponlu
formalin sollisyonuna alindi, diger yarisi ve sol bdbregin her iki yarilari soguk
fizyolojik serumla yikandiktan sonra aliminyum folyo ile paketlendi ve laboratuar
calismalari yapilincaya kadar -80°C’de koruma altina alindi. Metabolik kafeslerde
toplanan idrar hacimleri olglldi. Kan ve idrar ornekleri sogutmali santrifljde +4
derecede, 3000 rpm’de 15 dakika sureyle santriflj edilerek serum ve idrar ornekleri
ependorf tlplere alinarak laboratuar c¢alismalari yapilincaya kadar -80°C'de
muhafaza edildi.

Plazma Toplama Protokolu

Kan orneklerinin alimi sirasinda ilk olarak EDTA’l tUplere kan aktaridi ve
pihtilasmasini engellemek i¢in nazikge karistirildi. Proteazlarin etkinligini inhibe
etmek igin 6nceden hazirlanan ve igerisinde 1 ml igin 100 pl aprotinin iceren ependorf
tuplerine 1,0 ml EDTA’l 6rnekler aktarilarak nazik¢e karismasi saglandi. Daha sonra
+4 derecede, 3000 rpm’de 15 dakika sureyle santriflj edildi. Elde edilen plazma
ependorf tlplerine aktarilarak 1 ay igerisinde galisiimak (izere -80°C’de koruma altina
alindi.

Kullanilan Cihazlar:

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, isvicre
Sogutmali santrif{j : MPW 350R, Polonya

Vorteks : Heidolp, Almanya

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya
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Manyetik karigtiric
Homojenizator
Spektrofotometre
Su banyosu

Otomatik pipetler

Otoanalizor
ELISA okuyucu

: Biosan MSH-300,Litvanya

: Polytron Kinematica AG, Isvicre

: Spectronic Unicam Helios q, ingiltere

: Nickel Clifton Elektro LTD, ingiltere

: Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvigre,
Eppendorf Multipipette/Repeate(Xstream), Almanya
: Abbot Architect c16000, Amerika

: Biotek,uQuant, Amerika

Kullanilan Kimyasal Maddeler:

irisin Elisa Kiti
FNDNS5 Antikoru
Aprotinin
Tiyobarbiturikasit
Sdlfanilamid
DTNB

NacCl

NNDA

CuSOq4

EDTA

Piridin

Sodyum DodesilStilfat
NaOH

KH,PO,4
Na,HPO,

Glisin

KCI

HCI

Butanol

Etanol

Asetik asit
Na,CO3

INOS antikor
eNOS antikor

: Phoenix Pharmaceuticals, Catalog: EK-067-52
: Phoenix Peptide
: Phoenix Peptide
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
:Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
:Panreac, ispanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Spring, Amerika

: Spring, Amerika
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Gliserol : Sigma, Almanya

Biyokimyasal Caligsmalar

Serum dre, kreatinin, sodyum, potasyum dulzeyleri ile alaninaminotransferaz
(ALT), aspartataminotransferaz (AST) ve kreatinkinaz (CK) aktiviteleri; idrar kreatinin
ve sodyum Olglimleri Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez
Laboratuvar’nda bulunan otoanalizérde (Abbott Architect c16000, Amerika) yapildi.

Kreatinin klirensi,standart klirens formuline kullanilararak hesaplandi(97,98).

idrar kreatinin (mg/dl) X Gunliik idrar hacmi (ml)

Kreatinin klirensi (ml/dk)=

Serum kreatinin (mg/dl) X 1440

Fraksiyonel sodyum atihmi (FeNa) % olarak hesaplandi.

idrar Na (mmol/l) X Serum kreatinin (mg/dl) X 100
FeNa (%) =

Idrar kreatinin (mg/dl) X Serum Na (mmol/l)

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokulari —80 °C’den ¢ikarildiktan sonra buzu ¢ézilmeden kesilerek tartildi.
Bisturi ile kesilen dokular tuplere konuldu. GSH ve MDA duzeyleri i¢gin 0.15 M KCI
solusyonu; NO duzeyi icin 50 mM fosfat tamponu (pH=7.4) ile %10’luk (w:v) olacak
sekilde hazirlandi. Tupler buz Uzerinde tutularak homojenizator ile homojenize edildi.
Hazirlanan homojenatlar 4000xg’de 10 dakika (dk) +4 °C’de santriflj edildi ve
ardindan supernatant kismi ayrildi. Ayrilan sUpernatantlar spektrofotometrik MDA,

NO, GSH duzeyleri 6lgtimlerinde kullanildi.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipit peroksidasyonun son UrinU olan malondialdehitin (MDA) tiyobarbitlrik asit
(TBA) ile sicak ve asitik ortamda reaksiyona girmesi sonucu olugan renk degisimi
(pembe) spektrofotometrik olarak olguldu (99, 100).

Cozeltiler:
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1. %8.1’lik Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)
2. %20’lik Asetik Asit (2M NaOH ile pH3.5’e ayarlandi.)
3. %0.8’lik Tiyobarbitlrik Asit (TBA)

Deneyin yapilisi:
0.2 ml 10 kat dilie edilmis doku homojenati; 0.2 ml %8.1’lik SDS, 1.5 ml %20’lik

asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karigim 95 “C’deki
sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra 4000
rom’de 10 dakika (dk) santrifij edildi. Absorbanslarhomojenat icermeyen ayirag
korune kars1 650nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi:

Ax Vtx 10°
C (nmol/ml) =
ExVsxLx10°
A : Absorbans
Vit : Total reaksiyon hacmi

10°  : Moliin nanomole cevrilmesi

E : Tiketim katsayisi (1.56 10> M™* cm™)
Vs : Total reaksiyon icindeki numune hacmi
L : Klvet ¢api

10® : Litrenin mililitreye cevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Olgiimii
Doku homojenatlarindaki serbest sulfidril gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon (GSH) igeriginin belirtilmesi
icin kullanildi (99,100)
Cozeltiler:
1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g
sodyum-EDTA tartildi ve 400 ml distile suda ¢ozuldu.
2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na;HPO,)
3. 1 mM Elman ayiraci: 4mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml
%1’lik sodyumsitrat ¢ozeltisinde ¢dzUldU.
Deneyin yapihgl: 0.5 ml doku homojenati Gzerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml

proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 3000xg’de 20 dksantrifuj edildikten
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sonra 0.5 ml supernatant alinarak tzerine 2 ml M Na,HPO,4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci
eklendi. Absorbanslarhomojenat igermeyen ayira¢ korane karsi 412 nm’de okundu.
GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi (¥=1.36 10* M cm™) kullanilarak hesaplandi.
Sonuglar umol GSH/g doku olarak belirtildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cortas ve Wakid’in tarif ettigi yonteme goére 6lgtldii(101).
Kullanilan reaktifler:

1. Kadmiyum Granulleri: 0.1mol/L H,SO, icinde saklandigi surece 9 ay
stabildir.

2. Glisin-NaOH Buffer: 7,5 g glisin bir miktar distile suda ¢6zuldi. 2 mol/L
NaOH cozeltisi ile pH’s19.7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3. Sdlfanilamid: 2,5 g sulfanilamid 250 ml sicak 3 mol/L HCI i¢cinde ¢dzuldu ve
daha sonra sogumaya birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

4. N-Naphthylethylenediamine (NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile su iginde
¢Ozuldu. 2 ay 0-8 °C de stabildir.

5. Cinko Sulfat (ZnSO,): 75 mmol/L; 10,8 mg alinip 500 ml’'ye tamamlandi.

6. Bakir Sdlfat (CuSO,): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 mI’'ye tamamlandi.

7. Sodyum Hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1,1 g alinip 500 ml’'ye tamamlandi.

8. Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi
icinde hazirlanir. (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B;0;.10 H,O) 100 ml icinde
¢ozular).

KNO3 standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum
tetra borat icinde ¢ozulur.

Deneyin yapilisi:

Deproteinizasyon: Test tiptune 0.5 ml numune 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSOy, 2.5 mi
NaOH ilave edilip vorteksle karistirilir. 10 dk oda 1sisinda beklettikten sonra 4000
xg’de 10 dksantrifij edildi.

Kadmiyum grandllerinin aktivasyonu: Grandiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk
icinde CuSO,‘de calkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dk
icinde kullaniimak Gzere kurutma kagidi ile kurutuldu.

KNO3 standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik seri dilisyonlar
hazirlanir ve numunelere uygulanan tum islemler standartlara da uygulanir. 1ml

glisin-NaOHbuffer tum taplere konulur. 1’er ml deproteinize numunelerden ve
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standartlardan alinir. 2.5 g tartlan ve aktivasyon igleminden gegirilen
kadmiyumlardan tum tuplerin Uzerine konulur. 90 dk oda isisinda karistirarak
beklenir.

Nitrit Olgiimii

90 dK’lik bekleme suresinin ardindan bu tuplerden 2’ser ml alinarak tzerine 1 ml
sulfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edilir. Karistirilir ve 45 dk beklendikten onra 545
nm’de okuma yapilir. Direkt nitrit dlgim0: NaNO, standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50;
75; 100; 200 milimolarlik seri dilusyonlar hazirlanir ve deproteinize numunelerden
kadmiyum ile reaksiyona sokmadan direkt olarak 2'ser ml alinarak ayri tuplere
aktarilir. Uzerine 1 ml silfanilamid ve 1 ml NNDA eklenir. 45 dk'lik slirenin ardindan

545 nm’de okuma yapllir.

Nitrat Olgiimii
Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktoru
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile carptiktan sonra

¢ikan sonu¢ umol/mg protein olarak hesaplanmis olur.

Protein Miktari Tayini

Protein miktar tayini Lowry metoduna goére yapildi (102).
Cozeltiler:
A Cozeltisi: %2’lik Na,CO3'1n 0,1 N NaOH’teki ¢ozeltisi
B Cozeltisi: %1’lik CuSO,4 ¢ozeltisi
C Cozeltisi: %2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi
D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢ozeltisi karisimi
E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su karigimi
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 tlplerine 490 pl, kor tipune 500 ul distile su kondu. Tum tlplere
2,5 ml D cozeltisi ilave edildikten sonra, test tuplerine 10 kat dilie edilmis
numuneden 10 pl; standart tuplerine de 10 ul her bir standarttan ilave edildi ve tlpler
vorteks ile iyice karistirildi. Karanlikta oda i1sisinda 10 dk bekletildikten sonra, tim
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tiplere 250 ul E c¢ozeltisi eklendi. 25 °C'de 30 dk bekletildikten sonra,
spektrofotometrede 650 nm’de kore karsi sifirlanarak okuma yapildi.
ELISA Caligmalar

Plazma irisin ve idrar irisin 6lcimleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dali laboratuarinda yapildi.

ELISA Caligiimasi:

Deney baslamadan, vialler agilmadan énce kit ve materyalleri oda sicakligina (20-
23 °C) getirildi.

N -

9.

. Konsantre 10X yikama tamponu 450 ml distile su ile dilie edildi.

. 1000 plI dilisyon tampon c¢ozeltisi ile irisin standartlari sulandirildi ve iyice

karismasi icin vortekslendi.

irisin antikoru 6 ml 1X dillisyon tampon cozeltisi ile diliie edildi ve iyice
karismasi icin vortekslendi.

Irisin biotini 6 ml 1X diliisyon tampon ¢dzeltisi ile diliie edildi ve iyice karismasi
icin vortekslendi.

irisin pozitif kontrolii antikoru 1000 pl 1X diliisyon tampon c¢ézeltisi ile diliie
edildi ve iyice karigsmasi icin vortekslendi.

A-1 ve A-2 kor icin bos birakildi.

Sekil-2'deki gibi hazirlanan standart solusyonlardan dusuk degerlikli olandan
yuksek olana dogru B-1 ve B-2 kuyucuklarindan baslanarak her iki kuyucuga
50 ul standart soltsyonlar eklendi. H-1 ve H-2’e kadar devam edildi.

A-3 ve A-4 kuyucuklarina 50 pl 1x dilusyon tampon c¢ozeltisi eklendi. Bu
kuyucuklar Toplam Baglanmay temsil etti.

B-3 ve B-4 kuyucuklarina irisin pozitif kontrol eklendi.

10.Diger kuyucuklara 50 pl ornekler eklendi.

11.'Koér’ kuyucugu hari¢ her kuyucuga irisin antikoru eklendi.

12.Plakanin Uzeri, jelatin plaka ayirici ile kapatilarak 2 saat oda sicakliginda

inkibasyona birakildi.
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X 2 3 4

Kor @) (@) Toplam Baglayic
0.066 ng/ml @ @ @ Pozitif Kontrol
0328ngmt B

A
B
C
D 168ngm (D)@ 200 200 200 200 200 200
E
F
G
H

$.192 ng/ml @@ ul ul ul ul ul ul
40.96 ng/ml @@
0s30gm DO @ @Y U U U
1024 ng'mt @ stok 1 2 3 4 5 6

Sekil 2.Standart soliisyonlarin dilliisyonu

13.Kuyucuklar bosaltilmadan uzerinde bulanan jelatin ¢ikarildi ve kor kuyucuk
hari¢ her kuyucuga 50 pl irisin biotin eklendi.

14.Plakanin Uzeri, jelatin plaka ayirici ile kapatilarak 2 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siresince orbital karigtiricida 300-400
rom’de karistirildi.

15.100X SA-HRP vialinin karismasi i¢in 3000 — 5000 rpm’de 5 saniye santrif(j
edildi. 120 pul olan bu kontsantrenin icine 11,88 ml HRP dilisyon tampon
solUsyonu eklenerek dilie edildi. Kutu igine konularak 1siktan korundu.

16.Plakanin Uzeri dikkatlice acildi ve i¢i bosaltildi. Her kuyucuga 300 pl 1X
yikama tampon solusyonu eklendi, plaka ters gevrilerek bosaltildi. Bu iglem 3
defa tekrarlandi.

17.100X konsantre streptavidin-horseradish peroksidaz (SA-HRP)
solusyonundan kor kuyucukta dahil olmak Gzere 100 pl eklendi. Plakanin Gzeri
kapatilip 60 dakika orbital karigtirici da 300-400 rpm’de inkibasyona birakildi.
Bu esnada i1giktan korunmasi saglandi.

18.Plakanin Uzeri dikkatlice acildi ve i¢i bosaltildi. Her kuyucuga 300 pl 1X
yilkama tampon sollisyonu eklendi, plaka ters gevrilerek bosaltildi. Bu islem 3
defa tekrarlandi.

19.Her kuyucuga 100 pl substrat solisyonu (TMB) eklendi. TMB’nin de isiktan
korunmasi saglandi.

20.Plaka Uzeri kapatildi ve 3-7 dakika orbital karistirici da 300-400 rpm’de

inkiibasyona birakildi.
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21.Plaka Uzeri i¢i bosaltimadan agcildi. Reaksiyonun sonlanmasi igin her
kuyucuga 100 pl sonlandirma solusyonu (0,5 M HCI) eklendi.
22.15 dakika igerisinde, 450 nm’de absobans degerleri ELISA okuyucuda 6lguldu.

Histolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme

Bobrek dokusu ornekleri, %10 formalin solUsyonu igerisinde 24 saat oda
sicakhginda bekletildi ve sonra parafin bloklara gomuldi. Kesitler saf alkolden
baslayarak %99,9-90-80-70-60'lik alkollerden gegirildikten sonra distile su ile yikandi.
Dokular ksilene maruz birakildi ve seffafligini artirmak igin parafinize edildi ve parafin
bloklari yapildi. 4p inceligindeki bolimler Hematoksilin&Eozin(H&E) ile boyandi ve
genel histopatolojik degerlendirme igin irisin (Bioss FNDC5 BS-4886-R), iNOS
(Spring REF E3744) ve eNOS (Neomarkers RB-9279-P)  antikorlar ile
immunohistokimyasal boyama i¢in hazirlandi. Doku lamlari, 37°C'de gece boyunca
ve 56 °C 2 saat inkube edildi. 3 kere 10 dakika ksilen serisinde 60 °C, % 96, 80, 70
alkol serisinde 3 kere uygunlandiktan sonra distile su yikanmigtir. “Sitrat buffer 10X
pH 8,0” (Code: 15-M820, Lot.50930) antijen alimi i¢in kullanildi (95-100 °C'de 20
dakika/dliguk oda sicakliginda 20 dakika). PBS, %3 H,O, ile endojen peroksit
bloklamasindan sonra 10 dakika uygulandi. Endojen peroksit kaynakli nonspesifik
zemin boyanmasini azaltmak amaciyla %3'lUk hidrojen peroksit (H,O,) ile 20 dakika
muamele edildi. Lamlar oda sicakliginda 45 dakika FNDC5 antikoru ile inkiibe edildi.
Sonra standart immunoperoksidaz boyama metodu basamaklari uygulandi. Boyama
gruplarin  ozellikleri hakkinda bilgi sahibi olmayan patologlar tarafindan
degerlendirildi. Lamlar Olympus BX-51 mikroskobu ile degerlendirildi. Axioplan 2
goruntileme, MC80 DX programlari bolimlerden gorinti almak igin kullanildi. Doku
boélumleri 0-4 arasinda daha 6nce tarif edilen semikantitatif dlgek baz alinarak ttbuler
nekrozun derecesi degerlendirildi; 0, Normal bdbrek, 1, Minimal nekroz (<%5
tutulum), 2,Hafif nekroz (%5-25 tutulum), 3,llimh nekroz (%25-75 tutulum), 4, Siddetli
nekroz (>%75 tutulum). Tiam immunopozitif hicreler rasgele 10 yuksek gugclu kesit
bélimdnde skorlandi (x400). Her olgu icin boyali hicreler skorlandi ve yuzdelendi.
Boyanmanin yayginligi 0 (% 0-5), 1 (% 6-24), 2 (% 25-49), 3 (% 50-74) ve 4 (=% 75)
olarak derecelendirildi. Boyama yogunlugu 0 (negatif), 1 (hafif), 2 (orta) ve 3
(kuvvetli) olarak derecelendirildi. iki derece 0-300 arasindaki immiinoaktive skorunu
elde etmek igin ¢carpildi(103, 104).
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istatistiksel Analiz

Sonuclar ortalama * standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasi
kargilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel
anlamlilik igin sinir deger olarak belirlendi. istatistiksel analizlerde SPSS 20,0 (Lisans
No:10240642) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Calismamizda toplam 42 adet sigan kullanildi. Kontrol grubunda altisarli olarak 3
gruba ayrildi ve 18 sigan kontrol grubu igin kullanildi. MABH grubunda toplam 24
sigcan sekizerli olarak 3 gruba ayrildi. Kontrol grubundaki siganlara serum fizyolojik
esit miktarda arka bacak kaslarina intramuskuler olarak yapildi. MABH grubundaki
sicanlara ise %50’lik gliserol solisyonundan 8 ml/kg dozunda esit miktarda arka
bacak kaslarina intramuskuler olarak yapildi. Enjeksiyonlardan sonra kontrol ve
MABH grubundan birer grup her 6, 24, ve 48 saatlerde 10 mg/kg rompun ve 50
mg/kg ketamin anestezisi altinda kanlari ve her iki bobredi alinarak sakrifiye edildi.
Deney boyunca gruplarda herhangi bir kayip yagsanmadi.Ancak MABH-6 grubunda
yeterli idrar toplanamadigi icin K-6 ve MABH-6 gruplarindaki idrar degerleri
verilmemigtir. 6. Saat MABH grubundan 2 denegin serum kreatin kinaz (CK) dizeyi
Olculemedi.

Tum gruplardaki sicanlara ait, doku MDA duzeyi nmol/g doku, doku GSH duzeyleri
pmol/g doku, serum NO pmol/L, idrar NO ymol/L, doku NO dizeyi umol/mg protein,
plazma irisin ng/ml, idrar irisin ng/nl, serum sodyum (Na) dizeyi mmol/l, serum
potasyum (K") diizeyi mmol/l, serum ire diizeyi mg/dl, serum kreatinin diizeyi mg/d|,
serum alanin aminotransferaz (ALT) duzeyi U/l,serum aspartat aminotransferaz
(AST) duzeyi U/l, serum kreatin kinaz (CK) duzeyi U/I, Laktatdehidrojenaz (LDH) U/L,
idrar kreatinin dizeyi mg/dl, idrar sodyum (Na) dizeyi mmol/L, idrar hacmi ml olarak
hesaplandi. Tum gruplara ait degigkenlerin ortalamaztstandart sapma degerleri Tablo
2’'de gosterildi.
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Tablo 2. Tum gruplarin degiskenlerine ait Ortalama * Standart Sapma verileri

Kontrol Grup | MABH Grup |Kontrol Grup | MABH Grup | Kontrol Grup | MABH Grup
(6. Saat) (6. Saat) (24. Saat) (24. Saat) (48. Saat) (48. Saat)
(K-6) (MABH-6) (K-24) (MABH-24) (K-48) (MABH-48)
Parametreler OrtxSD Ort+SD Ort+SD OrtxSD OrtxSD OrtxSD
MDA
(nmol/g 167+025 | 353+026 | 1,19+0,16 | 1,82+038 | 1214016 | 143+0,19
doku)
GSH
(umollg 274+045 | 162+026 | 218+020 | 1,87+0,36 | 274+021 | 2,54 +0,49
doku)
Bobrek NO
(umol/mg | 15,81 9,55 | 40,66 + 53,73 | 32,86 + 37,97 | 18,08 + 15,86 | 27,81 + 26,61 | 6,52 + 10,16
protein)
S(e‘:fnrgl}}')o 11,00+2,05 | 858+538 | 12.93+249 | 1257 +565 | 12,08 +4,68 | 11,17 + 3,30
idrar NO 720,54 103,85 692,67 134,75
- - + + + +
(wmol/l) 231,97 174,94 199,66 161,84
Plazma Irisin | 24377 239,00 230,40 237,26 235,27 289,05
+ + + + + +
(ng/mi) 44.86 42.36 3841 37.15 38.36 39,16
idrar Irisin ) ] 213,39 + 42,93 + 161,75 + 2961 +
(ng/ml) 17,39 17,00 42,07 11,57
Serum Na' 13517 + 134.25 + 128,50 + 131,63 + 137,83 + 132,00 +
(mmol/l) 5,23 11,88 6,86 3,96 7,78 4,54
S(‘?;‘r’nrglﬁ 463+041 | 574+086 | 487+054 | 620+123 | 4754073 | 9,19 +0,90
Serum Ur 39,50 172,13 41,33 409,63 42,67 662,38
eru /dl € + + + + + +
mg/dl) 4,68 23.93 3,78 93.42 6,80 102,64
Serum
Kreatinin 043003 | 124+019 | 039+0,02 | 285+098 | 043+0,04 | 441+0,89
(mg/dl)
ALT 32.17 338,75 37.33 156,00 4350 102,88
U/l + + + + + +
(ur) 4,45 172,74 2,73 63,69 11,04 4759
AST 133,17 2011,25 114,00 1765,00 129,17 498,00
U/l + + + + + +
(ur) 23,02 698,58 12,59 862,58 2362 111,32
oK 729,67 62773,17 626,67 5481,50 680,67 731,63
ull + + + + + +
(ur) 179.99 2256117 158,15 5898,91 167,28 135,68
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811.83 13755,75 888.00 454713 1118,83 2004.50
LD/||‘| + + + + * +
(ur) 172,97 3030,83 415.85 2611,41 302,14 518,51
drar 68,17 25.14 61,50 16,88
Kreatinin - - + + + +
(ma/dl) 2.03 7,82 9,70 5,62
drarNa® 18,67 43,00 25,83 51,13
rarNa
i - - + + + +
(mmo 4,18 24,61 14,99 23,31
'(‘"r;T‘/’zZ'S"";a’I‘)' i i 11004094 | 7,06 £8,90 | 11,33+2.25 | 11,25+539
Kreatin 1,33 0.067 0.93 0.05
Klirensi + + + +
(ml/dk) 0.16 0.11 0.43 0.05
FeNa 0,08+0,02 | 436410 | 013007 | 10,35+963

%
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Gruplar arasi ortalama MDA duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-6 ile
MABH-6 (p<0,01) veK-24ileMABH-24 (p<0,01) arasinda anlamh bir artis goruldd.
MABH-6 ileMABH-24 (p<0,01), MABH-6 ileMABH-48 (p<0,01) veMABH-24 ileMABH-
48 (p<0,05) arasinda anlamh bir azalma goéruldd. Gruplara goére ortalama MDA

duzeylerinin dagihmi Sekil 3'de gosterildi.
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Sekil 3. Gruplar arasi ortalama MDA diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48:; 48 Saatlik MABH
Grubu. a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, d:
MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki kargilastirma, f:
MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma *: p<0,05, **: p<0,01

Gruplar arasi ortalama GSH dlzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-
6ileMABH-6 arasinda anlamli bir artma géruldi (p<0,01). MABH-6 ileMABH-48 ve
MABH-24 ileMABH-48 arasinda anlaml bir azalma goéruldu (p<0,01). Gruplara gore
ortalama GSH duzeylerinin dagilimi Sekil 4’de gosterildi.

Gruplar arasi ortalama boébrek doku NO dlzeyleri istatistiksel olarak

incelendiginde, MABH-6 ile MABH-48 arasinda anlamli bir azalma goruldu (p<0,05).

Gruplara gore bobrek doku ortalama NO duzeylerinin dagilimi Sekil 5’de gdsterildi.
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Sekil 4. Gruplar arasi ortalama GSH duzeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu. a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma,
f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **: p<0,01
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Sekil 5. Gruplar arasi ortalama bobrek dokusu NO diizeylerinin karsgilastiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki kargilastirma, *: p<0,05

Gruplar arasi ortalama serum NO duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,
gruplar arasinda anlaml bir fark gorulmedi. Gruplara gore ortalama serum NO

dizeylerinin dagilimi $ekil 6’da gdsterildi.
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Sekil 6. Gruplar arasi ortalama serum NO duizeylerinin karsilastiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu

Gruplar arasi ortalama idrar NO duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-24

ile MABH-24 ve K-48 ile MABH-48 arasinda anlamli bir azalma goéruldu (p<0,05).

Gruplara gore ortalama idrar NO dlzeylerinin dagihmi Sekil 7°de gosterildi.

Gruplar arasi ortalama plazma irisin dizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-
48 ve MABH-48 ile MABH-24 ve MABH-48 arasindaanlamh bir artis goéruldi
(p<0,05). Gruplara gore ortalama plazma irisin duzeylerinin dagihmi Sekil 8'de

gOsterildi.
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Sekil 7. Gruplar arasi ortalama idrar NO diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c: K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:
p<0,01
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Sekil 8. Gruplar arasi ortalama plazma irisin diizeylerinin kargilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH Grubuc: K-48 ile MABH-48
arasindaki karsilastirma,, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma *: p<0,05
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Gruplar arasi ortalama idrar irisin duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-24
ile MABH-24ve K-48 ile MABH-48 arasinda anlamli azalma goruldu (p<0,05).

Gruplara gore ortalama idrar irisin dizeylerinin dagihmi Sekil 9'da gdsterildi.
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Sekil 9. Gruplar arasi ortalama idrar irisin diuzeylerinin karsgilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c: K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma **:
p<0,01

Gruplar arasi ortalama serum sodyum duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,
gruplar arasinda anlamli bir fark gorilmedi. Gruplara gére ortalama serum sodyum

dizeylerinin dagihmi Sekil 10’da gosterildi.

Gruplar arasi ortalama serum potasyum duzeyleri istatistiksel olarak
incelendiginde, K-6 ile MABH-6 (p<0,05), K-24 ile MABH-24 (p<0,05), K-48 ile
MABH-48 (p<0,01), MABH-6 ile MABH-48 (p<0,01) ve MABH-24 ile MABH-48
(p<0,01) arasinda anlamli bir artis goruldi. Gruplara gore ortalama serum potasyum

duzeylerinin dagihmi Sekil 11’de gosterildi.
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Sekil 10. Gruplar arasi ortalama serum sodyum diizeylerinin kargilagtiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24:; 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,

MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu
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Sekil 11. Gruplar arasiortalama serum potasyum duzeylerinin kargilagtiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48; 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f:
MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, *: p<0,05, **:p<0,01
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Gruplar arasi ortalama serum ure duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-6
ile MABH-6, K-24 ile MABH-24, K-48 ile MABH-48, MABH-6 ile MABH-24, MABH-6
ile MABH-48 ve MABH-24 ile MABH-48 arasinda anlamli bir artis goraldu (p<0,01).

Gruplara gore ortalama serum Ure dizeylerinin dagilimi Sekil 12’de gosterildi.
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Sekil 12. Gruplar arasi ortalama ure diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48:; 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, d: MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e:
MABH-6 ile MABH-48 arasindaki kargilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma,
**:p<0,01

Gruplar arasi ortalama serum kreatinin duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,
K-6 ile MABH-6, K-24 ile MABH-24 ve K-48 ile MABH-48 arasinda anlamli bir artis
goruldu (p<0,01). MABH-6 ile MABH-24 (p<0,05), MABH-6 ile MABH-48 (p<0,01) ve
MABH-24 ile MABH-48 (p<0,01) arasinda anlamli bir artis gortldi. Gruplara gore
ortalama serum kreatinin duzeylerinin dagilimi Sekil 13’de gosterildi.

Gruplar arasi ortalama serum ALT duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-
6 ile MABH-6, K-24 ile MABH-24, K-48 ile MABH-48 arasinda anlamli bir artis
gorildi (p<0,01). MABH-6 ile MABH-24 (p<0,05) ve MABH-6 ile MABH-48 (p<0,01)
arasinda anlamli bir azalma goéruldu. Gruplara goére ortalama ALT duzeylerinin

dagilimi Sekil 14’de gosterildi.
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Sekil 13. Gruplar arasi ortalama serum kreatinin diizeylerinin karsilastiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, d: MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e:
MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, *
p<0,05, **:p<0,01
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Sekil 14. Gruplar arasi ortalama ALT duzeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, d: MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e:
MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, *: p<0,05, **:p<0,01
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Gruplar arasi ortalama serum AST duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde; K-6
ile MABH-6, K-24 ile MABH-24 ve K-48 ile MABH-48 arasinda anlamli bir artis
goruldu (p<0,01). MABH-6 ile MABH-48 ve MABH-24 ile MABH-48 arasinda anlaml
bir azalma goruldu (p<0,01). Gruplara goére ortalama serum AST duzeylerinin
dagilimi Sekil 15°de gosterildi.
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Sekil 15. Gruplar arasi ortalama AST diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f:
MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:p<0,01

Gruplar arasi ortalama serum CK duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-6
ile MABH-6, K-24 ile MABH-24, K-48 ile MABH-48 arasinda anlamh bir artis goruldu
(p<0,01). MABH-6 ile MABH-24, MABH-6 ile MABH-48 ve MABH-24 ile MABH-48
arasinda anlamli bir azalma goruldi (p<0,01). Gruplara goére ortalama serum

kreatinin dizeylerinin dagilimi Sekil 16’da gosterildi.

Gruplar arasi ortalama serum LDH duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,K-6
ile MABH-6 (p<0,01), K-24 ile MABH-24 (p<0,01) ve K-48 ile MABH-48 (p<0,05)
arasinda anlaml bir artig goruldi. MABH-6 ile MABH-24, MABH-6 ile MABH-48 ve
MABH-24 ile MABH-48 arasinda anlamli bir azalma goruldi (p<0,01). Gruplara gore

ortalama serum LDH duzeylerinin dagilimi Sekil 17°de gosterildi.
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Sekil 16. Gruplar arasi ortalama CK duzeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, d:
MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f:
MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:p<0,01
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Sekil 17. Gruplar arasi ortalama LDH diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, *:

p<0,05, **:p<0,01
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Gruplar arasi ortalama idrar kreatinin duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,
K-6 ile MABH-6 (p<0,05), K-24 ile MABH-24 (p<0,01), K-48 ile MABH-48 (p<0,01) ve
MABH-24 ile MABH-48 (p<0,05) arasinda anlaml bir azalma goéruldi. Gruplara gore
ortalama idrar kreatinin duzeylerinin dagihmi Sekil 18'de gosterildi.
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Sekil 18. Gruplar arasli ortalama idrar kreatinin duzeylerinin karsilagtiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, *:
p<0,05, **:p<0,01

Gruplar arasi ortalama idrar sodyum duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,
K-24 ile MABH-24 ve MABH-6 ile MABH-48 anlaml bir artis gorildi (p<0,05).

Gruplara gore ortalama idrar sodyum duzeylerinin dagilimi Sekil 19’da gosterildi.

Gruplar arasi ortalama idrar hacimleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-24 ile
MABH-24 arasinda anlamli bir azalma goruldi (p<0,05). Gruplara gore ortalama idrar

hacimlerinin dagilimi Sekil 20’de gosterildi.
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Sekill9. Gruplar arasi ortalama idrar sodyum duizeylerinin karsilagtiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki
kargilastirma, *: p<0,05
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Sekil 20. Gruplar arasi ortalama idrar hacmi dlizeylerinin karsilagtiriimasi
Gruplar: K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 24 Saatlik Kontrol Grubu, MABH-24: 24 Saatlik
MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH Grubu, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, *:
p<0,05
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Gruplar arasi ortalama kreatin klirensi duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde,
K-24 ile MABH-24 ve K-48 ile MABH-48 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gosterildi (p<0,01). Gruplara goére ortalama kreatin klirensi dizeylerinin
dagihmi Sekil 21’de gosterildi
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Sekil 21. Gruplar arasi ortalama kreatin klirensi diizeylerinin karsilastiriimasi
Gruplar: K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 24 Saatlik Kontrol Grubu, MABH-24: 24 Saatlik
MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH Grubu, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c: K-
48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:p<0,01

Gruplar arasi ortalama FeNa % duzeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-24
ile MABH-24 ve K-48 ile MABH-48arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterildi (p<0,01). Gruplara gore ortalama FeNa % duzeylerinin dagihmi Sekil 22’de
gOsterildi.
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Sekil 22. Gruplar arasi ortalama FeNa diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 24 Saatlik Kontrol Grubu, MABH-24: 24 Saatlik
MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH Grubu, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c: K-
48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:p<0,01
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Histopatolojik Sonucglar

Calismamizda bdbrek dokularinin histopatolojik incelenmesinde, her bir sigan igin

bdbrek hasari derecesi ve ayrica % kast degerleri 100 alanda, 0-4 skalasi

kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan bu degerler Tablo 3 ve Tablo 4’de gdsterilmistir.

Tablo 3. Gruplarin bobrek hasari derecesini gosteren histopatolojik sonuglari ve
ortalama degerleri

Sira Kontrol Grup | MABH Grup | Kontrol Grup MABH Grup Kontrol Grup MABH Grup
NoO (6. Saat) (6. Saat) (24. Saat) (24. Saat) (48. Saat) (48. Saat)
(K-6) (MABH-6) (K-24) (MABH-24) (K-48) (MABH-48)
1 0 2 0 3 0 3
2 0 2 0 3 0 4
3 0 2 0 2 0 4
4 0 1 1 3 1 4
5 1 2 0 3 0 4
6 0 2 0 2 0 4
7 - 2 - 2 - 3
8 - 2 - 3 - 4
OrttSD 0,17+0,41 1,88+0,35 0,17+0,41 2,62+0,52 0,17+0,41 3,7510,46
Tablo 4. Gruplarin % kast degerlerini gosteren histopatolojik sonuglari ve
ortalama degerleri
Sira Kontrol MABH Grup | Kontrol Grup | MABH Grup (24. | Kontrol Grup MABH Grup
No Grup (6. (6. Saat) (24. Saat) Saat) (MABH- (48. Saat) (48. Saat)
Saat) (MABH-6) (K-24) 24) (K-48) (MABH-48)
(K-6)
1 0 50 0 70 0 90
2 1 60 0 70 0 80
3 0 60 1 75 0 85
4 0 65 2 70 1 90
5 0 55 0 70 0 85
6 1 60 0 70 1 70
7 - 60 - 80 - 80
8 - 60 - 75 - 85
Ort+SD | 0,3310,52 58.75+4.43 0,50+0,84 72,50+3,78 0,1740,41 83,1316,51
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Gruplar arasi ortalama renal hasar degerlendirmesi istatistiksel olarak
incelendiginde, K-6 ile MABH-6 (p<0,01), K-24 ile MABH-24 (p<0,01), K-48 ile
MABH-48 (p<0,01), MABH-6 ile MABH-24 (p<0,01), MABH-6 ile MABH-48 (p<0,001)
ve MABH-24 ile MABH-48 (p<0,01) arasinda anlaml bir artis goraldu (p<0,01).

Gruplara gore ortalama renal degerlendirmesi dagilimi Sekil 23’de gdsterildi.
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Sekil 23. Gruplar arasi ortalama renal hasar duzeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, d: MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e:
MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma,
**:p<0,01, ***:p<0,001

Gruplar arasi ortalama kast olusumu degerlendirmesi istatistiksel olarak
incelendiginde, K-6 ile MABH-6, K-24 ile MABH-24, K-48 ile MABH-48, MABH-6 ile
MABH-24, MABH-6 ile MABH-48 ve MABH-24 ile MABH-48 arasinda anlamli bir artis
goruldu (p<0,01). Gruplara gore ortalama kast olusumu degerlendirmesinin dagilimi
Sekil 24’de gosterildi.
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Sekil 24. Gruplar arasi ortalama kast olusumu degerlendirmesinin

karsilagtiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, d: MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e:
MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma,
**:p<0,01

Sicanlara ait hematoksilen-eozin (HE) boyali bobrek kesitleri isik mikroskobunda
incelendiginde,6, 24 ve 48. saat kontrol grubundaki mikroskobik kesitlerde tubul ve
glomerdullerin duzenli yapida oldugu izlendi, herhangi bir nekroz veya kast olusumu
izlenmedi (Sekil 25, Sekil 26 ve Sekil 27).

Sican bobreklerinin HE boyali kesitlerinin 151k mikroskobu ile yapilan 6. saat
MABH grubu incelemesinde, fokal tubuler nekroz (kirmizi ok) ve kast birikimi (mavi
ok) izlendi (Sekil 28). 24. saat MABH grubu incelenmesinde tubullerde genis alanda
nekroz (kirmizi ok) ve kast birikimi (mavi ok) izlendi (Sekil 29). 48. saat MABH grubu
incelenmesinde yine tibullerde dada genis alanda nekroz (kirmizi ok) ve kast birikimi
(mavi ok) izlendi (Sekil 30).
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Sekil 25. K-6 grubunun bébrek kesiti (HEx
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Sekil 29. K-48 grubunun bébrek kesiti (HEx400)

Sekil 30. MABH-48 grubunun bobrek kesiti (HEx400)
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Bébrek Dokusunda eNOS immiinreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplara ait eNOS immunreaktivitesi sonuglari ve ortalama degerleri Tablo 5’de

gOsterildi.

Tablo 5. Gruplarin eNOS immiinreaktivitesi Sonuglari

Sira Kontrol Grup | MABH Grup | Kontrol Grup | MABH Grup Kontrol Grup MABH Grup
No (6. Saat) (6. Saat) (24. Saat) (24. Saat) (48. Saat) (48. Saat)
(K-6) (MABH-6) (K-24) (MABH-24) (K-48) (MABH-48)
1 225 270 270 180 270 90
2 270 270 270 180 240 120
3 240 270 225 210 240 120
4 240 240 240 180 270 90
5 270 240 240 180 270 90
6 270 240 240 150 240 120
7 225 180 90
8 270 150 90
Ort+SD 252,50 253,13 247,50 176,25 255,00 101,25
* * + t + +
19,84 18,70 18,37 19,23 16,43 15,52
Histopatolojik eNOS aktivitesi i¢in gruplar arasi istatistiksel karsilastirma

yapildiginda, K-24 ile MABH-24, K-48 ile MABH-48, MABH-6 ile MABH-24, MABH-6
ile MABH-48 ve MABH-24 ile MABH-48 arasinda anlamli bir azalma goérulda

(p<0,01). Histopatolojik eNOS immunreaktivitesinin gruplara goére dagihmi Sekil

31’de gosterilmistir.
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Sekil 31. Gruplar arasi ortalama eNOS immiinreaktivitesinin karsilagtiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c: K-48 ile MABH-48 arasindaki kargilastirma, d:
MABH-6 ile MABH-24 arasindaki kargilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f:
MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:p<0,01

immiinohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile boyali sican bdbrek kesitleri isik
mikroskobunda incelendiginde, kontrol gruplarina ait mikroskobik kesitlerde
tubullerde yaygin ve kuvvetli boyanma izlendi (Sekil 31, 33, 35).

Isik mikroskobu ile incelenen immunohistokimyasal olarak eNOS antikoru ile
boyali sican bdbrek kesitlerinde, 6, 24 ve 48. saat MABH gruplarinda eNOS antikoru
distal kiviimli tubullerde ve glomerillerde zamana bagiml olarak azalan sekilde,

pozitif reaksiyonlu boyanma izlendi (Sekil 32, 34, 36).
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Sekil 32. K-6 grubunun boébrek dokusunda eNOS immiinreaktivitesi (x400)

Sekil 33. MABH-6 grubunun bobrek dokusunda eNOS immiinreaktivitesi
(x400)
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Sekil 34. K-24 grubunun bobrek dokusunda eNOS immiinreaktivitesi (x400)

Sekil 35. MABH-24 grubunun bobrek dokusunda eNOS immiunreaktivitesi
(x400)
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Sekil 36. K-48 grubunun bobrek dokusunda eNOS immiunreaktivitesi (x400)

Sekil 37. MABH-48 grubunun bobrek dokusunda eNOS imminreaktivitesi
(x400)
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Bébrek Dokusunda iNOS immiinreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Gruplara ait INOS immunreaktivitesi sonuglari ve ortalama degerleri Tablo 6'da

gOsterildi.

Tablo 6. Gruplarin iNOS immiinreaktivitesi Sonuglari

Sira Kontrol Grup | MABH Grup | Kontrol Grup MABH Grup Kontrol MABH Grup
No (6. Saat) (6. Saat) (24. Saat) (24. Saat) Grup (48. (48. Saat)
(K-6) (MABH-6) (K-24) (MABH-24) Saat) (MABH-48)
(K-48)
1 30 60 30 180 30 270
2 40 50 30 180 30 300
3 30 50 30 210 40 300
4 30 50 40 180 40 300
5 30 60 30 150 30 270
6 30 60 40 180 30 300
7 - 60 180 270
8 - 60 - 210 300
Ort+SD | 31,67 + 4,08 | 56,25 + 133,33 +5,16 | 183,75 + 19,23 | 33,33 288,75 + 15,53
5,18 5,16
Histopatolojik INOS aktivitesi igin gruplar arasi istatistiksel Kkarsilastirma

yapildiginda, K-6 ile MABH-6 (p<0,01), K-24 ile MABH-24 (p<0,01), K-48 ile MABH-
48 (p<0,01), MABH-6 ile MABH-24 (p<0,01), MABH-6 ile MABH-48 (p<0,001) ve
MABH-24 ile MABH-48 (p<0,01) arasinda anlaml bir artis goruldi (p<0,01).

Histopatolojik INOS immunreaktivitesi Sekil 33’de gosterilmigtir.
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Sekil 38. Gruplar arasi ortalama iINOS immiuinreaktivitesinin karsilastiriimasi
Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, a: K-6 ile MABH-6 arasindaki karsilastirma, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c:
K-48 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, d: MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e:
MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f: MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma,
**:p<0,01, ***:p<0,001
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Sekil 40. MABH-6 grubunun bébrek dokusunda iNOS immiinreaktivitesi
(x400)
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Sekil 41. K-24 grubunun bobrek dokusunda iNS immﬁnreatiitesi (x400)

(x400)
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Sekil 44. MABH- grubunun bobrek dokusunda iNOS immiinreaktivitesi (x400)
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Doku irisin Degerlendirilmesi

Gruplara ait bobrek dokusu irisin degerlendiriimesini gosteren histopatolojik

sonuglari ve ortalama degerleri Tablo 7‘de gOsterilmigtir.

Tablo7. Gruplarin bobrek dokusu irisin degerlendiriimesini gosteren
histopatolojik sonuglari ve ortalama degerleri
Sira Kontrol Grup MABH Grup Kontrol Grup | MABH Grup | Kontrol Grup | MABH Grup
No (6. Saat) (6. Saat) (24. Saat) (24. Saat) (48. Saat) (48. Saat)
(K-6) (MABH-6) (K-24) (MABH-24) (K-48) (MABH-48)
1 270 240 270 180 270 120
2 270 240 270 180 270 100
3 240 270 300 160 240 100
4 300 300 300 150 270 100
5 300 270 270 180 300 120
6 270 240 240 180 270 120
7 - 240 - 200 - 90
8 - 240 - 180 - 60
Ort+SD 275,00 255,00 275,00 176,25 270,00 101,25
+ + + + - +
12,25 22,68 22,58 15,06 18,97 20,31

Gruplar arasi doku irisin dizeyleri istatistiksel olarak incelendiginde, K-24 ile
MABH-24, K-48 ile MABH-48, MABH-6 ile MABH-24, MABH-6 ile MABH-4 ve MABH-
24 ile MABH-48 arasinda anlamli bir azalma goruldi (p<0,05). Gruplara gére doku

irisin duzeylerinin dagihmi Sekil 48’de gosterildi.
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Sekil 45.Gruplar arasi ortalama doku irisin duizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar: K-6: 6 saatlik Kontrol Grubu K-24: 24 Saatlik Kontrol Grubu, K-48: 48 Saatlik Kontrol Grubu,
MABH-6: 6 Saatlik MABH Grubu MABH-24: 24 Saatlik MABH Grubu, MABH-48: 48 Saatlik MABH
Grubu, b: K-24 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, c: K-48 ile MABH-48 arasindaki kargilastirma, d:
MABH-6 ile MABH-24 arasindaki karsilastirma, e: MABH-6 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, f:
MABH-24 ile MABH-48 arasindaki karsilastirma, **:p<0,01

irisin Doku

b** d**
I C** e** f**

MABH-6 MABH-24 MABH-48

Imminohistokimyasal olarak irisinin degerlendirmesi yapmak igin FNDC5
antikoru ile boyali sican bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde, kontrol
grubuna ait siganlarin glomerillerinde kuvvetli bir pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 45,
47, 49).

FNDC5 antikoru ile boyali sican bdbrek kesitleri 151k mikroskobunda
incelendiginde; 6, 24 ve 48. saat MABH gruplarina ait doku ornekleri glomeruilerinde
zamana bagdimli olarak giderek azalan sekilde, pozitif reaksiyonlu boyanma izlendi
(Sekil 46, 48, 50)
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Sekil 46. K-6 grubu FNDC5 antikoru (x400)

Sekil 47. MABH-6 grubu FNDC5 antikoru (x400)



Sekil 48. K-24 grubu FNDCS5 antikoru (x400)

Sekil 49. MABH-24 grubu FNDCS5 antikoru (x400)
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Sekil 50. K-48 grubu FNDCS5 antikoru (x400)

Sekil 51. MABH-48 grubu FNDCS5 antikoru (x400)



TARTISMA

Hipertonik gliserolin deney hayvanlarinin arka bacak kaslarina enjeksiyonu ile
olusturulan deneysel hayvan modeli rabdomiyolize bagli insanlarda gelisen MABH’ye
O0zdes olarak kabul edilir. Hipertonik gliserolin im enjeksiyonu ciddi kas hasarina
neden olmasi neticesinde intravaskuler hacim azalmasi, ciddi kas hasari sonucu
vazokonstriktor etkili endotoksik sitokinlerin dolasima salinmasi, miyoliz ve hemoliz
sonucu dolagsima salinan hem proteinlerinin gugli bir vazodilatator olan NO’yu
yakalayici etkileri bobrek damarlarinda guglu bir kontraksiyona neden oldugu rapor
edilmektedir. Ayrica bu modelde bobrek fonksiyonlarinda azalma, oksidatif stres
parametrelerinde artma, NO dlzeylerinde azalma ve histopatolojik olarak bobrek
hasarinin arttigi gesitli calismalarda gosterilmistir (1,2,4,50).Deneysel MABH’nin
incelendigi ¢alismalarda gliserolin 5, 6, 7, 8 ve 10 ml/kg dozunda verildigi ve 3, 6,
24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde ki etkilerinin incelendigi birgok galisma literaturde
mevcuttur (4,105,106).

Son yillarda ABH'yi erken tesbit edilmesini ve olusan hasarin derecesinin tespitine
yonelik olarak farkli biyobelirteclerin bulunmasi ve tanimlanmasi amaciyla birgok
calisma yapilmaktadir (107). Bu molekiller idrar, kan veya bobrek dokusunun
yapisinda belirlenebilmektedir. Klinik olarak ABH’nin prognozunun belirlenmesi farkl
bdbrek hasari tiplerinin teshisive erken tanisi amaciyla idrar ¢ikisi ve serum kreatinin
duzeyleri tespit edilmektedir. Yeni kesfedilen biyobelirteclerin pek ¢odu ABH’nin
fizyopatolojisinin anlagiimasinda énemli rol oynadidi rapor edilmistir. ABH'nin erken
teshis edilmesine yonelik gelistirilen biyobelirteclerin  gogunun 6zgun olmadigi

bildiriimektedir. ABH’nin tedavisindeki ilerlemelerin saglanmasi, erken tani konulmasi
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ve tedavi yanitinin belirlenmesini saglayacak duyarli ve 0zgun biyobelirteglerin
saptanmasina yonelik ¢alismalarin 6nemli oldugu bildirilmektedir (9,108-111).

Calismamizda iskelet kaslarindan salinan irisinin, kas hasarina bagli olarak
gelisen MABH’'nin farkli zaman dilimlerinde plazma ve idrar irisin seviyelerindeki
degisiklikler ile bobreklerdeki lokalizasyonunun immunohistokimyasal olarak
incelemek ve serbest radikal hasari, NO mekanizmasi ve bdbrek fonksiyonlari ile
iligkisini ve irisinin bir biyolojik belirte¢ olarak kullanilip kullanilmayacagini aragtirmayi
amacladik.

Iskelet kasinin fonksiyonel durumunun belirlenmesinde hem fizyolojik hem de
patolojik sartlarda serum CK, LDH, miyoglobin, AST, troponin ve K* kas hasarinin
belirtecleri olarak yaygin kullaniimaktadir(112). Deneysel MABH modelinin farkh
zaman periyotlarinda kas hasari belirtecleri olarak CK, AST ve ALT nin kullanildigi
calismalarda AST ve ALT dizeylerinin 24. saatlerde pik yaptigi ve 48. saatlerde yine
yuksek olarak kaldiklari gosterilmistir(112,113). Bu ¢alismalarda serum CK duzeyinin
ise ilk 12 saatte pik yaptigi ve daha sonra hizla distigu gosterilmistir (66,68).
Plotnikov ve ark.’nin(114) calismalarinda LDH ve ALT dlzeylerinin 1. ginde arttigi
daha sonraki zaman dilimlerinde azaldigi rapor edilmigtir. Bizim ¢alismamizda ise
CK, AST, ALT ve LDH duzeyleri 6. saate pik yaptl. 24. ve 48. saatlerde ise halen
kontrol gruplarina gore; anlami diuzeyde yluksek oldugu goéruldd.Calisma
sonuglarimiz daha once yapilan ¢alisma sonuglari ile benzerlik gostermektedir
(112,113,115-119).

Kas ici gliserol uygulanarak MABH gelistirilen gruplar ile kontrol gruplar
kargilastirildiginda ALT, AST ve LDH aktivitelerinin MABH-6, MABH-24 ve MABH-48
saatlerde anlamli dizeyde arttigi, CK enzim aktivitesinin ise MABH-6 ve MABH-24.
saatlerde arttigi,MABH-48.sgrubundaki degisikligin anlamli olmadigi goérulda.
Calismamizda skelet kas hasarinin belirteci olarak kullandigimiz CK, AST, ALT ve
LDH aktivitelerinin duzeyleri mevcut literetideki galismalarin sonuglari ile paralellik
gosterdi(4,35,117,118,120,121).

Potasyum duzeyleri kontrol gruplarina gére MABH gruplarinda anlamli dluzeyde
artis goérulurken MABH-48 grubunda hem MABH-6 ve MABH-24 grubuna goére de
anlamli bir artis meydana geldi. Bu sonuclar ge¢ donemde enzim aktivitelerinde
azalma gorulmesine ragmen, potasyum duzeyinin zamana bagh olarak arttigini
gOstermektedir. Sonucglarimiz yapilan MABH modellerinin literatir sonuglari ile

uyumludur. (2,4,117,119,120).
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Calismamizda glomeruler fonksiyon bozuklugunun gostergesi olarak kullanilan
serum ure ve kreatinin duzeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh
bir artis goruldu. Ayrica zamana bagh olarak MABH gruplari arasinda anlaml artislar
gozlendi. Bu sonuglar, daha once laboratuvarimizda yapilan ¢aligma sonuglari ve
mevcut literatur bulgulariyla uyumluluk gostermektedir(2,4,122). Glomeruler filtrasyon
hizinin gostergesi olan kreatin klirensinde ise kontrol grubuna gére MABH (MABH-24
ve MABH-48) gruplarinda anlamli azalma gézlendi. Bu sonuglarimiz daha énce
yapilan c¢alisma sonuglari ile benzerlik goésterdi(2,4,122).Calismamizda tubuler
fonsiyonun bir gostergesi olan FeNa atiiminda goérulen anlamli dizeydeki artis,
mevcut literatlr ve laboratuvarimizda yaptigimiz galigmalarda goruldagu gibi tubuler
fonksiyon bozuklugunun olustugunu gdsterdi(2,4,122).

Calismamizda MABH’da serbest radikallerin olusturdugu hasarin bir gdstergesi
olan, lipit peroksidasyonunun son urinu olan MDA dulzeyleri kontrol gruplarina gore
MABH-6 ve 24 gruplarinda duzeylerinde anlamh bir artig gorilurken MABH-48'de
anlamli bir fark gézlenmedi. Bu sonuglarimiz MABH’de 6.saatte MDA'nin en ylksek
seviyesine ulastigi ve zamana bagll olarak dizeylerinde azalma oldugu
gorildu(2,4,122-124).

Endojen gugli antioksidanlardan biri olan total glutatyon dlzeyi 6.saatte
yukselirken diger zaman dilimlerinde olusan farklihk anlamli degildi. Bu durumda
bobreklerde serbest radikal hasarini 6.saatte en yuksek seviyeye ulastigi daha
sonraki zaman periyotlarinda giderek azaldigi ifade edilebilir.

Nitrik oksit, NO sentaz enzimlerinin katalizledikleri bir dizi reaksiyon sonucu
sentezlenir. Bobreklerde glomertler dinamigin kontrolinde, tubuloglomerller geri
emilim mekanizmasinda, renin salgillanmasinda, sodyum ve su atiliminin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir(125-127). Doku NO dlzeyleri
istatistiksel olarak incelendiginde kontrol grubu ile kiyasladigimizda bir artis olmasina
ragmen anlamh bir farkhlik olmadigi goruldi. Serum NO dizeyleri arasinda anlamli
bir farklilik gdzlenmedi. idrar NO kontrol grubuna gére NO diizeyi anlaml diizeyde
azalma gdstermistir. imminohistokimyasal yéntemlerle inceledigimiz eNOS aktivitesi
MABH-6 grubunda anlaml degisikler gorilmezken MABH-24 ve MABH-48'de anlamli
dizeyde azalma gostermistir. MABH gruplari arasinda zamana bagli olarak azalma
gosterdigi goruldu. iINOS aktivitesi kontrol gruplarina gére anlamli dizeyde artis
goOsterdi. INOS aktivitesinde zamana bagl olarak anlamli dizeyde artis oldugu
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gOzlendi. Bu sonuglar daha  onceki literatirsonuglar ile  benzerlik
gOstermektedir(2,4,122).

Calismamizda kontrol grubu bdbrek kesitleri histopatolojik olarak incelendiginde
glomerullerde tubuler yapilarda patolojik bir bulgu ve herhangi bir nekroz ve kast
olusumuna rastlanmadigi goéruldia. MABH olusturulan 6, 24 ve 48.saatlerdeki gruplara
ait siganlarin hematoksilen-eozin ile boyanan bobrek kesitlerinde renal hasar
skorunda belirgin anlamli bir artig gozlendi. Bu artisin zamana bagl olarak artmis
oldugu go6zlendi(2,4,118,120,122,123).

Irisinin en 6nemli bilinen fizyolojik rolli, beyaz yad dokusunu kahverengi yag
dokusuna donusturdugu ve bunu iki yolla yaptigi ¢esitli calismalarda rapor edilmistir
(85,128). ilk yol siklik adenozin monofosfat (CAMP), protein kinaz A (PKA), kormon
sensitif lipaz (HSL), perilipin yolagi aktive edilmesiyle ikinci yol ise Uncoupling
(eslesmemis) protein 1(UCP1) ekspresiyonunu artisinin saglanmasiyla yapildigi
literattirde gosterilmistir (88,91). Irisin ile ilgili ilk calismalarda yalnizca isleket kasinda
varhgi gosterilirken daha sonraki ¢calismalar subkutan adipoz doku, kalp kasi, beyin-
omurilik sivisi, insan anne sutu, tukuruk ve serebellumdaki purkinje hucrelerinde de
gOsterilmigtir (8).

Calismamizda plazma irisin duzeyleri kontrol gruplarina gére MABH6, MABH24
gruplarinda anlamli farklilik goérilmedi, K-48 ve MABH-48 ile MABH-24 ve MABH-48
arasinda bir artis oldugu saptandi. Doku irisin immunreaktivitesinin
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimesinde, kontrol gruplarina gore
MABH24 ve MABH 48.saatlerde anlamli bir azalma goéruldi.Bu azalmanin zamana
bagl olarak anlamli diizeyde devam ettigi goruldi. idrar irisin diizeylerinde ise,
kontrol grubuna gore MABH 24 ve 48 saatlik gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigi gézlendi. MABH gruplari arasinda anlamli farkhlik olmadidi saptandi.

Liu ve ark.(129), 365 Tip 2 diyabet hastasinin katihmiyla yaptiklari ¢alismada,
plazma irisin dizeyinin diyabetik bobrek yetmezIligi olan hastalarda anlamli bir sekilde
azaldigi bildiriimektedir. Benzer sekilde Ebert ve ark.(96), kronik bobrek hastaligi
olan 532 hastada evre 1-5 arasinda derecelendiriimis hastalarda hastaligin derecesi
arttikga serum irisin dlzeyi azaldidi rapor etmislerdir. Wen ve ark.(10), kronik bobrek
hastalarinda irisin dizeyinin saglikli insanlara goére azaldigini rapor etmislerdir. Diger
taraftan, Yang ve ark.(130), obezite ile ilgili olarak yaptiklari ¢alismalarinda kronik
bobrek hasari olan hastalarda plazma irisin seviyesinin yuksek oldugu bildirilmistir.

Gurel ve ark.(131), diyabetik olmayan nefropatili hastalar ile diyabetik nefropatili
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hastalarin hem plazma hem de tukuruk irisin duzeyleri karsilastirildiginda, diyabetik
olmayan nefropatili hasta irisin duzeylerinin anlamli olarak daha ylksek oldugu
saptanmigtir.

Calismamizda akut bdbrek hasari olusturdugumuz gruplarda MABH48 grupta
serum irisin seviyesinde artis oldugu goruldu. Calismamizin mevcut literaturlerdeki
calismalar ile farkli sonuglar gostermesi; literatirdeki ¢alismalarin kronik bobrek
hasari sonucu gelismesi ve insan serum veya plazmasindaincelenmesi sonucu
olabilir.

Kuloglu ve ark.(9), akut miyokard enfarktisu gegiren hastalarinin tikurik ve serum
irisin duzeylerinin 48 saat igerisinde azaldigini ve tukuruk ve serum irisin duzeylerinin
bu hastalik i¢in biyobelirte¢ olabilegini bildirmiglerdir. Fatahian ve ark.(132), miyokard
enfarktlisl geciren hastalarda irisin konsantrasyonunun azalmasi koruyucu bir yanit
olabilecegi ve eger irisin azalma olmazsa, enerji bosalimi nedeniyle daha fazla doku
zarari olabilecegi mumkun oldugu rapor edilmigtir.ljiri ve ark.(133), serum irisin
dizeynin KOAH'lI hastalarda 8 haftalik fiziksel aktivite sonrasinda artigi ve rutin
olarak KOAH'lh hastalarin klinik takibinde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi
bildirilmigtir.Bakal ve ark.(134), serum, tukuruk ve idrar irisin konsantrasyonlarinin
akut apandisit gibi inflamasyon durumlarinda arttigi ve bu artisin ¢ocuklarda akut
apandisitin bir habercisi olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir.Balgetir ve
Kocaman(135), diyabetik sicanlarda beyin dokusunda irisin immunreaktivitesinin
incelenmesi sonucunda kontrol grubu ile diyabet grubu arasinda istatistiksel bir
azalma gosterdigi rapor edilmigtir. Benzer seklide ¢alismamizdada MABH gelistirilen
siganlarin 6. saatte bobreklerinde anlaml farklilik gortilmezken, 24 ve 48. saatlerde
anlaml olarak azaldigi gortldi. Ozgelik ve ark. (136), sabah ve gece saatlerinde akut
aerobik egzersiz sirasinda antremanli bireylerin irisin seviyelerinde gorulebilecek
degisimleri incelenmesi igin yapilan g¢alisma sonucunda, akut egzersiz ile irisin
seviyesinin arttigini ancak egzersiz zamaninin irisin Uzerinde ilave etkisinin
gozlenmedigini rapor etmisleridir.

Yukarida verilen literaturler birarada degerlendirildiginde, irisinin birgok hastaligin
fizyopatolojisinde rol oynadidi gorulmektedir. Calismamiz akut bdbrek hasari
modelinde ilk defa irisin duzeylerinin arastiriimasi yonunden 6zgunluk tasimaktadir.
Bizim calismamizda irisinin deneysel MABH’de onemli rol oynadigi soylenebilir.
Ayrica  48.saatteki gruptaki irisin  seviyesinin artisi ve  bobreklerdeki

immuanohistokimyasal olarak irisin reaktivitesinin ge¢ donemde azalmasi irisinin
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iskelet kas hasarina baglh olarak gelisen MABH'nin teshis edilmesinde bir biyobelirteg
olarak kullanilabileceg@ini disundirmektedir.

Sonug olarak, bulgularimiz deneysel MABH modelinde irisinin bdbreklerde geg
donemde immunoreaktivitesi azalirken serumda ge¢ donemde 48.saatte artmis
olmasinin mekanizmasini kesin olarak gostermede yetersiz kalmaktadir. Literatur
bulgulari incelendiginde irisinin tedavi edici etkilerinin ve biyobelirte¢ rolinin daha

kapsamli galismalarda arastiriimasina ihtiya¢ oldugu dusuncesindeyiz.
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SONUGLAR

Calismamizda deneysel olarak olusturulmus MABH ile kontrol gruplarinin 6, 24 ve
48. saatlerdeki bobrek dokusunda MDA, GSH, NO dulzeyleri, serum irisin, NO, ure,
kreatinin, sodyum, potasyum duzeyleri ile AST, ALT, CK, LDH enzim aktiviteleri ve
idrar kreatinin, sodyum duzeyleri ile bobrek dokusunda renal hasar ve kast
olusumundaki  degisimlerini ve irisin, INOS ve eNOS lokalizasyonunu
immunohistokimyasal olarak inceledik.

Karsgilastirilan deney gruplarinin sonuglari incelendiginde;

MABH-6 veK-6 gruplarina ait ortalama veriler karsilastirildiginda, MDA, GSH, Ure,
kreatinin, ALT, AST, CK, LDH ve potasyum duzeyleri ile immunohistokimyasal olarak
renal hasar, kast ve iINOS aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml diizeyde artis, idrar
kreatin duzeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gorulda. .

MABH-24 ve K-24 gruplarina ait ortalama veriler karsilastirildiginda, MDA, Ure,
kreatinin, ALT, AST, CK, LDH ve potasyum ile idrar sodyum, fraksiyonel sodyum
atiimi ile immuanohistokimyasal olarak renal hasar, kast degerlendirmesi ve iNOS
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis, idrar NO, idrar irisin, idrar
kreatinin ile 24 saatlik kreatinin klirens dizeyi ile immunohistokimyasal olarak eNOS
aktivitesi ve doku irisin de@erlendiriimesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma

goruldu.
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MABH-48 ve K-48 gruplarina ait ortalama veriler karsilagtirildiginda; plazma irisin,
serum ure, kreatinin, ALT, AST, LDH, potasyum ve FeNa duzeyleri ile
immunohistokimyasal olarak renal hasar, kast degerlendirimesi ve INOS
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli dlzeyde artig, idrar NO, idrar irisin, idrar
kreatinin ve kreatinin klirensi dizeyi ile immunohistokimyasal olarak eNOS aktivitesi
ve doku irisin degerlendirlmesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma goruldu

MABH-6 ve MABH-24 gruplarina ait ortalama veriler karsilastiriidiginda, serum
ure, kreatinin duzeyleri ile immunohistokimyasal olarak renal hasar, kast
degerlendiriimesi ve INOS aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli duzeyde artis,
MDA, ALT, CK ve LDH duzeyi ile immunohistokimyasal olarak eNOS aktivitesi ve
doku irisin degerlendiriimesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gérulda.

MABH-6 ve MABH-48 gruplarina ait ortalama veriler karsilastiriidiginda, serum
ure, kreatinin ve potasyum ile idrar sodyum duzeyleri ile immunohistokimyasal olarak
renal hasar, kast degerlendiriimesi ve iINOS aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli
dizeyde artis,MDA, GSH, doku NO, ALT, AST, CK ve LDH duzeyleri ile
immunohistokimyasal olarak eNOS aktivitesi ve doku irisin degerlendirimesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goéruldu.

MABH-24 ve MABH-48 gruplarina ait ortalama veriler karsilastirildiginda, plazma
irisin, Ure, kreatinin ve potasyum duzeyleri ile immunohistokimyasal olarak renal
hasar, kast degerlendirimesi ve INOS aktivitesinde istatistiksel olarak anlamh
dizeyde artis, MDA, GSH, AST, CK, LDH ve idrar kreatin dizeyi ile
immunohistokimyasal olarak doku irisin degerlendirimesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goruldu.

Gruplar arasinda serum NO ve sodyum dlzeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goérulmedi.

Bu sonuglar dikkate alindiginda, gliserol ile olugsturulan MABH modelinde doku
irisin ve idrar irisin duzeylerindeki degisimin ABH’nin tanisinda bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini dusundurmektedir. Fakat plazmada ge¢ donemde artis

gOstermesinin mekanizmasini gostermekte yetersiz kalmaktadir.
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OZET

Miyoglobinurik akut bdbrek hasari, iskelet kas hasari sonucu gelisen Uremik bir
sendromdur. Bu calismamizda, iskelet kasi tarafindan dretilen irisinin deneysel
miyoglobinurik akut bobrek hasari modelinin fizyopatolojindeki rolini arastirmayi
amacladik.

Bu calismada, 42 sigan (170-200 gr, erkek, Sprague Dawley) kullanildi.Kontrol ve
MABH gruplari 3 alt gruba ayrildi. Tum siganlar 24 saat susuz birakildi.kontrol
gruplarina saline ve MABH gruplarina %50 gliserol solusyonu intramuskuler injekte
edildi (8 ml/kg).Her gruptaki siganlarin idrarlari toplandi sonra eksanguinasyon
yontemi ile 6tenazi yapildi.

Calismamizda, K-48 ve MABH-48 ile MABH-24 ve MABH-48 arasinda plazma
irisin seviyesinde anlamh artig gosterildi.K-24 ve MABH-24 ile K-48 ve MABH-48
arasinda idrar irisin duzeyinde anlamli azalma bulundu. K-6 ve MABH-6 arasinda
bdbrek doku irisin ekspresyonu arasinda anlamli artis yokken, K-24 ve MABH-24 ile
K-48 ve MABH-48 arasinda anlamli bir azalma bulundu. K-6 ve MABH-6, K-24 ve
MABH-24, K-48 ve MABH-48, MABH-6 ve MABH-48 ile MABH-24 ve MABH-48
arasinda bobrek hasari skorunda anlamli bir artis gosterildi. Kontrol ve MABH
gruplar arasinda serum ure, kreatinin, potasyum duzeyleri, ALT, AST, LDH ve CK
aktiviteleri kargilastirildiginda anlaml bir artis bulundu.

Bdbrek fonksiyonunda zamana bagli bozulma ve histopatolojik hasarda artis
g6sterildi. idrar irisin seviyesi ve bobrek dokusu irisin ekspresiyonunda azalma
olurken, serum irisin seviyesi zamana bagli olarak artiy1 gdsterildi.Bu bulgular irisinin
MABH'nin patogenezinde biyobelirte¢ olarak kullanilabileceg@ini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Miyoglobinuri, Akut Bobrek Hasari, Rabdomiyoliz, Nitrik Oksit,
irisin
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THE EFFECTS OF IRISIN ON EXPERIMANTEL MYOGLOBINURIC
ACUTE RENAL FAILURE

SUMMARY

Myoglobinuric acute kidney injury (MAKI) is an uremic syndrome that develops
after a damage in the skeletal muscle cells. In this study, we aimed to investigate role
of irisin which produced by the skeletal muscle, on physiopathologyof experimental
MAKI.

In the study, 42 rats (170-200 g, male, Sprague Dawley) were used. The control
and MAKI groups were divided into 3 subgroups. All rats were deprived of water for
24 hours. Control groups were given saline and MAKI groups were injected
intramuscular 50% glycerol solution (8ml/kg). The urine samples of the rats in each
groups were collected than euthanasia was performed by the exsanguination
method.

There was a significant increase in plasma irisin levels between C-48 and MAKI-
48 groups and between MAKI-24 and MAKI-48 groups (p<0,05). There was a
significant decrease in the urine irisin levels between C-24 and MAKI-24 groups and
between C-48 and MAKI-48 groups. There was no significant increase in the kidney
tissue irisin expression immunohistochemically between C-6 and MAKI-6 groups. On
the other hand, there was a significant between decrease C-24 and MAKI-24 groups
between C-48 and MAKI-48 groups. For the renal injury score, there was a significant
between increase C-6 and MAKI-6 groups, between C-24 and MAKI-24 groups
between C-48 and MAKI-48 groups between MAKI-6 and MAKI-24 groups between
MAKI-6 and MAKI-48 groups and between MAKI-24 and MAKI-48 groups. There was
a significant increase in serum urea, creatinine, potassium levels, ALT, AST, LDH,
CK activities between control and MAKI groups (p<0.05).
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We observed a time-dependent decrease in the renal function and increase in the
histopathological damage. While there was a decrease in the urinary irisin levels and
kidney tissue irisin expression, serum irisin levels were increased depending on the
time basis. These findings support that irisin might be used as a diagnostic marker in

the pathogenesis of MAKI.
Key words: Myoglobinuri, Acute Renal Injury, Rhabdomyolysis, Nitric Oxide, Irisin
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