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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABH i Akut Bobrek Hasar1

CAT : Katalaz

CK : Kreatin kinaz

DNA : Deoksiriboniikleik asit

eNOS : Endotelial Nitrik Oksit Sentaz

FAD : Flavin Adenin Dinukleotid

FeNa : Fraksiyonel sodyum atilim1

FMN : Flavin Mononukleotid

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Rediikte Glutatyon

iINOS ; Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
MABH : Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari
MDA : Malondialdehit

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Rediikte)
NO : Nitrik Oksit

NO3’ : Nitrat

NO2 : Nitrit

NOS : Nitrik Oksit Sentaz

NNOS : Noronal nitrik oksit sentaz

SOD : Stiper Oksit Dismutaz

SOR X Serbest Oksijen Radikalleri



GIRIS VE AMAC

Iskelet kas1 hiicrelerinin hasara ugramasi sonucu toksik hiicre i¢i elemanlarin kan
dolagimma gegerek klinik ve laboratuvar bulgularina yol agtigi patolojik duruma
rabdomiyoliz adi verilir. Rabdomiyolizin en O6nemli sebepleri travma, iskemi, ilaglar,
toksinler, metabolik bozukluklar ve enfeksiyonlardir. Genelde travma dis1 sebepler daha sik
oldugu halde, sira dis1 olaylar (maden gogiikleri, trafik kazalari, savas, dogal ve insanlarin yol
actig1 suni felaketler) sonrasinda travmatik sebepler ¢ok daha 6n plana geger (1,2).

Insanlarda gelisen miyoglobiniirik akut bobrek hasar1 (MABH)’nin deneysel
modelinde; siganlara %50°lik hipertonik gliseroliin intramiiskiiler (im) enjeksiyonu ile MABH
olusturulur. Bu model insanlarda gelisen MABH’ye 6zdes kabul edilir (2,3). Hipertonik
gliseroliin im enjeksiyonu miyoliz, hemoliz ve hipovolemiye neden olur. Miyoliz ve hemoliz
sonucu dolasima salinan miyoglobin ve hemoglobin gibi Hem proteinleri igerdikleri serbest
demir araciligiyla MABH nin patogenezinde kritik bir rol oynarlar (4,5). Son yillarda yapilan
caligmalarda MABH’nin fizyopatolojisinde nitrik oksit (NO) ve serbest oksijen radikalleri
(SOR)’nin 6nemli rol oynadig1 rapor edilmistir (2,3).

Antioksidanlarin esas fonksiyonlarindan biri serbest radikal olusumunu engellemektir
(6). Likopen; sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan, serbest radikalleri temizlemede en
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip karoten ailesine ait bir pigmenttir (7,8). Insan viicudu
likopen tiretemez. Likopenin %85'i domates ve domates iriinlerinde bulunmaktadir ancak
karpuz, kayisi ve kirmizi greyfurt gibi diger kirmizi meyve ve sebzelerde de bulunur.
Domates suyu, ¢orbasi, salcasi, ketcap ve sos gibi islenmis domates iiriinleri iyi birer likopen

kaynagidir. Islenmis domates iiriinlerindeki likopenin, ¢ig domatese gore biyo-yararlaniminin



daha yiiksek oldugu ve serbest radikal hasarimi azalttigi gosterilmistir. Bunun domatesteki
likopen formunun pisirme veya benzeri islemler sirasinda degismesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Likopen gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve oksidatif hasarda,
doku iyilesmesi ve korunmasinda onemli rol oynadigi bildirilmistir (6,9,10). Likopenin,
bobrek iskemi/reperfiizyon, kontrast madde, kolistin, sisplatin, gentamisin, civa klorir
toksisitesi ile bobrek hasari gelistirilen deneysel modellerde koruyucu ve tedavi edici etki
gosterdigi bildirilmektedir (8,10-16). Arastirmalarimiza gore; likopenin deneysel MABH’de
etkisinin incelendigi herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamistir.

Bu c¢alismada im gliserol enjeksiyonu ile olusturulan deneysel bobrek hasari
modelinde likopenin bobrek fonksiyonlari, nitrik oksit metabolizmasi, oksidatif hasar ve

histopatolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini arastirmay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Akut Bobrek Hasar1 (ABH); Daha oOncesinde Akut Bobrek Yetmezligi olarak
adlandirilan bu durum, genel olarak saatler veya gilinler icinde, nitrojenli artiklarin
atilamamasi, metabolik, elektrolit ve sivi homeostazisinin bozulmasi sonucu diger viicut
sistemlerini de olumsuz etkileyen bir durumdur. Bébrek fonksiyonlarinda ani bir bozulma ile
karakterizedir (17-20).

Akut bobrek hasari, hastanede yatan hastalarda en sik karsilasilan tibbi sorunlar
arasindadir. Epidemiyolojisi ¢ok bilinmemektedir ve hangi mekanizma aracilifiyla
gerceklestigi halen tartismalidir (19,21). ABH’nin uzun vadeli k6tii sonuglart; 6liim, kronik
bobrek hastaligi, bobrek fonksiyonlarinin tam kaybi ve daha fazla maliyetli saghk
kaynaklarinin kullanimini igerir (19,20). Risk altindaki hastalarda ABH’yi onlemek ve
azaltmak i¢in bobrek replasman tedavisi gibi destekleyici tedbirler disinda ki miidahaleler
hala yetersiz kalmaktadir (20).

Akut Diyaliz Kalite Girisimi biinyesinde, ABH’yi Onleme, tani, tedavi ve
siniflandirilmasinda uzlasma ve kanita dayali kurallar gelistirmek i¢in Akut Bobrek Hasari
Ag1 (ABHA) olusturulmustur. 2004 ve 2007 yillan i¢inde RIFLE siniflandirma ve evreleme
sistemi gelistirilmistir. RIFLE: Risk, yaralanma, yetmezlik, kayip ve terminal donem bobrek
hastalig1 kriterleri semasidir. Bu siniflandirma sisteminin amaci; klinik ve aragtirma amaclh

ABH’nin evrensel tanimin1 ve siniflandirilmasini standardize etmektir (19,20).



Akut bobrek hasari Kriterleri olarak bobrek hasarinin varligi ve siddetini tanimlamak
icin, bobrek fonksiyonu, serum kreatinin diizeyi ve idrar ¢ikist parametreleri kullanilabilir.
Bazal deger lizerinde serum kreatinin diizeyinde %50 artig, kreatin klirensinin %50 azalmasi,
bobrek fonksiyonlarmin diyaliz gerektirecek diizeyde azalmasi tespit edildiginde ABH’den
s0z edilebilir. Oligiiri ataklarinin siklasmasi (6 saat siireyle 0.3 ml/kg/saat altinda idrar ¢ikisi)
durumunda da ABH’den bahsedilebilir (20). Tablo 1’de ABH olusumundaki risk faktorleri
verilmistir.

Tablo 1: ABH i¢in risk faktorleri (20)

ABH ig¢in risk faktorleri

Degistirilemeyen faktorler Potansiyel olarak degistirilebilen faktorler
Ileri yas Anemi
Erkek cinsiyet Kritik hastalik
Siyah 1rk Septisemi
Onceden var olan kronik bobrek hastalig: Travma

Proteiniiri veya yiiksek albiimin-kreatinin | Kalp cerrahisi

orant Major nonkardiyak cerrahi
Hipertansiyon Radyokontrast medyaya maruz kalma
Diyabet Siv1 yiiklenmesi

Kronik karaciger hastaligi ve/veya portal | Sentetik koloitler (hidroksietil nisasta) ya da
hipertansiyon komplikasyonlar1 kloriir bakimindan zengin ¢ozeltiler ile sivi
Kalp yetmezligi ve/veya azalmis ejeksiyon | resusitasyonu (%0.9 SF)

fraksiyonu Ilag toksisitesi, ila¢ etkilesimleri veya
Koroner arter hastalig1 ve/veya son miyokard | nefrotoksik ilaglar

infarktiisii Yiiksek riskli ya da acil durum prosediirleri
Kronik obstriiktif akciger hastaligi
Periferik damar hastalig1

Malignite




RABDOMIYOLiZ

Viicudumuzun %40’ iskelet kasi olusturmaktadir (1,22). Saglikli miyositlerdeki
sarkolemma, hiicresel elektrokimyasal gegisleri diizenleyen farkli pompalar igerir. En
onemlisi sodyum (Na*) ve potasyum (K*) degisimi i¢in Na*/K* ATPaz’dir. Normal kosullar
altinda, sarkolemmadaki iyon pompalar1 ve kanallar1 hiicre i¢inde Na* ve kalsiyum (Ca?*)
konsantrasyonunu diisiik, K* konsantrasyonunu yiiksek tutmaya c¢alisir. Bu siire¢ enerji
gerektirir ve Na"nm aktif tasinmasi sirasinda Na*/Ca?* hiicre i¢i elektrik gradyanii
degistirerek Ca*’y1 uzaklastirmaya calisir. Her iki siiregte de enerji kaynag: olarak adenozin
trifosfat (ATP) kullamlir. Kas hiicrelerindeki sarkoplazmik retikulumun birincil islevi Ca?*
depolamaktir (23,24).

Miyoglobin sadece omurgalilarin kas dokusuna 6zgii olan, aerobik mitokondriyal
metabolizma i¢in, demir ve oksijen baglayici, 17 kDa molekiil agirhi@ina sahip, kiigiik hiicre
ici hem proteinidir (22,23,25). Miyoglobinin oksijen afinitesi hemoglobine gore daha
yiiksektir ve enerji elde etmek i¢in miyositlere yardimcr olur (23). Kas dokusu igindeki
miyoglobinin birincil islevi oksijen depolama, tasima ve salimmini saglamaktir (25).
Normalde miyoglobin, plazma globiilinleri olan haptoglobin ve ¢g2-globuline bagli olarak
dolasimda taginir (23,24). Miyoglobinin normal serum diizeyi 0 ile 0.003 mg/dl arasindadir.
Miyoglobiniirinin olusmast igin esik deger olan 1.5 mg/dl plazma diizeyini asmasi gerekir
(23). Kas hiicrelerinin pargalanmasi sonucu biiyiik miktarda elektrolitler, enzimler (aldolaz,
kreatin kinaz, laktat dehidrogenaz) ve miyoglobin sistemik dolasima gecer. Bunun sonucu
elektrolit bozukluklari, hipovolemi, metabolik asidoz, koagulasyon bozukluklari, en 6nemlisi
ise ekstraselliiler miyoglobinin artis1 nedeniyle ABH gelisir (25).

Rabdomiyoliz, travmatik-nontravmatik, endojen-eksozen, herediter-edinsel sebeplere
bagl olarak, iskelet kas1 yapisinin bozulmasiyla karakterize, hiicre i¢i igerigin dolagim sistemi
icinde serbest kalmasiyla sonuglanan ve potansiyel olarak yasami tehdit eden iliremik bir
sendromdur (1,23,26,27).

Rabdomiyolizin bilinen en eski kayitlari, Eski Ahit Sayilar kitabinda yer almaktadir.
Yahudilerin Misir’dan goé¢ etmesi sirasinda c¢ok fazla bildircin tiiketmesi sonucu
rabdomiyolizde goriilen belirti ve bulgular1 veba hastalig1 olarak tanimlamiglardir. Gergekte
bildircinlarin bahar gocii sirasinda zehirli baldiran tiikketmeleri ve go¢ sirasinda insanlarin ¢ok
fazla bildircin yemesiyle gelisen miyoliz sonucu goriilen belirti ve bulgularin aslinda
rabdomiyoliz ile benzerlik gosterdigi bildirilmektedir (27). Modern zamanlarda ise

rabdomiyolizin ilk olarak tibbi tanimima 1900’lerin baslarinda Alman tip literatiiriinde



rastlanmaktadir. Yine 1941 yilinda Londra’nin bombalanmasi sirasinda travmatik
rabdomiyoliz sonucu olusan ABH’ nin fizyopatolojik mekanizmasini ilk kez agik bir sekilde
tanimlamisglardir (21,23,24,26,27).

Rabdomiyolizin en ciddi komplikasyonlarindan bir tanesi ATP’nin tiiketilmesi sonucu
hiicre {izerindeki Na*/K* ve Na*/Ca®* iyon pompalarinin fonksiyonlarmin bozulmasidir. Buna
bagl hiicre i¢i Na* ve Ca®" konsantrasyonlar yiikselir. Bunun sonucu hiicre igerisine daha
fazla su girisi olur. Ayni zamanda hiicre icinde asirt Ca?" birikmesi miyofibrillerin

kontraksiyonuna sebep olarak ATP’nin daha fazla tiiketilmesine, Ca®"’

ya bagh proteaz ve
fosfolipazlarin aktive olmasina ve hiicre membraninda ilave hasara sebep olur (22-24). Hiicre
hasar1 sonucu kan dolasimina K*, Ca?*, fosfat (PO4*), miyoglobin, kreatin kinaz (CK), laktat
dehidrogenaz (LDH), aspartat transaminaz (AST) ve iirik asit gibi metabolitlerin karismasina
ve bunun sonucu rabdomiyoliz komplikasyonlarinin baglamasina neden olur (21-26,28). Sekil
1’de rabdomiyolizin olusum mekanizmasi goriillmektedir.

Rabdomiyolizin seyrinde goriilen hayati tehdit eden en Onemli komplikasyonu
ABH’dir. Rabdomiyoliz gelisen hastalarin %10 ile %40°inda ABH gelistigi bildirilmektedir.
Tiim ABH gelisen vakalarin %15°nin rabdomiyolize bagl olarak olustugu rapor edilmistir
(27). Sekil 2°de rabdomiyoliz sonucu gelisen komplikasyonlar gosterilmistir.

Crush Sendromu: Crush yaralanmasi kasin ¢esitli sebeplerle travmaya maruz
kalmasina bagli rabdomiyoliz sonucu sikisan kas hiicresi igeriginin kana sizmasiyla ciddi ve
kapsamli kas nekrozuna neden olur (1,28). Bu olaylar Crush sendromuna ve ABH’ye zemin
hazirlar. Ilk kez Londra bombardimaninda daha sonra da deprem ya da dogal afetlerde yikilan
binalarda, sikisip ezilen kisilerde tarif edilmistir. Deprem sonrasi ezilen insanlarin bir
kisminda rabdomiyoliz gelisir. Rabdomiyoliz gelisenlerin tiimiinde crush sendromu ortaya
¢tkmaz. Crush sendromu gelisen olgularin tiimiinde de ABH gelismez. Bu sebeple deprem
sonrasi yaralanmalada %2-5 crush sendromu, %1.5 ABH gelisecegi varsayilir (1). Bu durum
medikal ve cerrahi pek ¢ok komplikasyona zemin hazirlayan bir tablodur. Ayrica travmaya
maruz kalmaksizin uzun siireli anestezi veya koma, ilag doz asimi ve karbon monoksit
zehirlenmesi gibi diger durumlarda da hafif kas sikismasina bagli crush sendromu gelistigi
bildirilmektedir (28).

Kompartman Sendromu: Genellikle 6n kol ve 6n/arka bacak bolgesinde, tek bir kas
grubunda goriilen, siirlar1 belli olan kas nekrozu olarak tanimlanir (28). Travma veya iskemi
sonrasinda gelisen kas hasari, kompartman i¢i basincin yiikselmesine yol agar. Basinca maruz

kalan kaslarda, sarkolemmanin gegirgenliginin artmasiyla hiicre ici ve hiicre dis1 iyon gecisi
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artar. Ayni zamanda kan hiicumu olan bu kas grubunda hiperperfiizyonla toparlanma
saglanirken 6dem goriiliir. Asir1 kan akimi ve tehlikeli drenaj arteriolar perfiizyonu bozabilir.
Boylelikle kas i¢i basincin artmasiyla kompartman sendromu olusur (1,27). Normalde 0-20

mmHg olan kompartman i¢i basing 240 mmHg’ye kadar yiikselebilir (29).
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RABDOMIYOLizZ

Sekil 1: Rabdomiyolizin olusum mekanizmalar:1 (27)

ATP, adenozin trifosfat; ATPaz, adenozin trifosfataz; DNA, deoksiriboniikleik asit; PLA, polilaktik asit; SOR,
serbest oksijen radikalleri.



Akut BobrekHasan

Miyoglobinin direk etkdsi +/-
Yaygmn intravaskiiler Hipovolemi
Koagiilasyon Kompartman
(geg ethi) Sendromu
Tromboblastin salmimi ve Kas iskemisi ve Smi
trombotik milcroanjivopati \ / Birikmesi
Hiperkalemi Rabdomiyolizin Hipovolemi
i e Komplikasyonlari i
potasyum salnimi ve - Birikmesi
ABH mevcutsa klirenste
/ \
Hiperkalsemi
Hiperfosfatemi (gec etki)
Kas Yikmi Hasarl kaslardan disan
Hipokalemi sizma ve ABH mevcutsa
Ice dogru akma ve Klirenste yavaglama
fosfatidilinozitol
baglanma

Sekil 2: Rabdomiyoliz komplikasyonlar: (27)

MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK HASARI

Miyoglobiniirik akut bobrek hasari, travmatik-nontravmatik, endojen-eksojen,
herediter-edinsel sebeplere bagli olarak, iskelet kasi yapisinin bozulup pargalanmasiyla
karakterize, viicutta toksik etki olusturacak hiicre i¢i igerigin dolagim sistemine gegmesiyle
sonuglanan ve potansiyel olarak yasami tehdit eden tiremik bir sendromdur (1,23,26).

Iskelet kasmmin 100 gr’dan fazlasimn hasar1 sonucu dolasimdaki artan serbest
miyoglobin seviyesi plazma proteinlerinin baglama kapasitesini asar (21,25). Kolaylikla
bobrek glomertillerinden filtre edilip glomertiler filtrat1 yogunlastirir ve idrar1 kahverengimsi
cay veya kola renginde yapar (1,22-24,26). Miyoglobin daha sonra Tamm-Horsfall tiibiiler
proteini ile reaksiyona girerek, renal tiibiillerin asidik ortaminda ¢oker ve intratiibiiler kastlari
olusturur. Idrar pH’1 5.6’nin altindaysa miyoglobin ferrihemate ve globine ayrisir (22,23).
Vazokonstriksiyon ve volim azalmasi nedeniyle bobrek kan akiminda azalma
(hipoperfiizyonun gii¢lenmesi), idrar pH’da diisme (asidik idrar) ve sistemik asidoz varligi;
Tamm-Horsfall proteini ile miyoglobin arasinda daha hizli ve daha gii¢lii baglarin olusmasini
ve dolasimdaki miyoglobinin bdbrek i¢inde ¢dkmesindeki patolojik siireci siddetlendirir
(22,23,26). Miyoglobinin tiibiilleri mekanik olarak tikamasi, oksidatif hasar ve
vazokonstriksiyon ABH olusmasinda onemli rol oynamaktadir (21,22,24-26). Sekil 3’te

rabdomiyolizin neden oldugu ABH gelisiminin fizyopatolojisi gosterilmistir.
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(direk miyoglobin toksisitesi)
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N
AKUT TUBULER NEKROZ

Sekil 3: Rabdomiyolizin neden oldugu ABH gelisiminin fizyopatolojisi (23)

(CO, karbonmonoksit; Fe?*, demir; Fe3*, ferrik demir; Fe* = O, ferryl demir; HO-1, hem oksijenaz-1; H,0,
hidrojen peroksid; MT, mitokondri; NO, nitrik oksit; OH", hidrojen anyonu; O;", siiperoksit radikali; OH,
hidroksil radikali; SOR, serbest oksijen radikalleri; SOD, siiperoksit dismutaz)



Miyoglobine bagli olarak gelisen ABH’nin patogenezi hala bir tartisma konusudur.
Birgok ¢alismada oldugu gibi ¢alismamizda da oksidatif stresin olusturdugu hasarin bobrek
tiibiil hiicrelerinde miyoglobinin dogrudan toksik etkisiyle olustugu diisiiniilmektedir.
Miyoglobinin nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girmesi sonucu bdbrek damarlarindaki
vazokonstriksiyon ve tilibiillerde kast olusumuna sebep olarak hasar olusturdugu
bildirilmektedir. Ekstraselliiler diizeyi artan miyoglobin, glomeriillerden filtre edilir ve
proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan geri emilim sirasinda demir ve ferritine doniistiiriiliir.
Fazla miktardaki miyoglobin tiibiillerde birikir ve kast olusumuna neden olarak tiibiiller
tikanma ve nekroza neden olur. Bobreklerdeki yogun vazokonstriksiyon hiicre igerisinde
ferrinemate birikimine neden olur. Sonug olarak ekstraselliiler miyoglobin diizeyinin artmasi

idrarda miyoglobin gériilmesine sebep olur (21,22,24-26).

NITRIK OKSIT

En kii¢iik sinyal molekiilii olarak bilinen nitrik oksit (NO) {i¢ nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi tarafindan tiretilir. Bu enzimlerin tamami substrat olarak molekiiler oksijen (O2) ve L-
arginin aminoasidini kullanirlar. Kofaktér olarak, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH), flavin adenin diniikletid (FAD), flavin mononiikletid (FMN) ve
tetrahidrobiyopterin (BHs)’e gereksinim duyarlar. Tiim NOS enzimleri kalmoduline baglanir
ve yapilarinda Hem grubu igerir (30). NOS enzimlerinin; bir dizi reaksiyonu sonucunda O ve
L-argininden, L-sitriilin ve NO sentezi meydana gelmektedir (31). NO; renksiz bir gazdir.
Oksijenin olmadig1 ortamda inaktiftir. Ancak hava ile temas durumunda hizla oksijenle
reaksiyona girerek nitrojen diokside (NO) doniisiir. NO2 doku hasar1 yapabilecek toksik bir
gazdir (32,33).

Nitrik oksit sentazin 3 izoformu tanimlanmistir. NOS'nin ti¢ farkli izoformunun da
bobreklerde eksprese edildigi rapor edilmistir (31,33).

1. Noronal NOS, Tip-1 NOS (nNOS, NOS-1)
2. Indiiklenebilir NOS, Tip-2 NOS (iNOS, NOS-2)
3. Endotelyal NOS, Tip-3 NOS (eNOS, NOS-3) (31,34,35).

Noronal NOS; yapisal olarak merkezi ve periferik ndronlarda ve bazi diger hiicre
tiplerinde bulunur. Merkezi sinir sisteminde sinaptik plastisitenin saglanmasinda, kan
basimcinin merkezi diizenlenmesinde, diiz kaslarin gevsemesinde ayrica periferik nitreljik
sinirler yoluyla vazodilatasyonun saglanmasinda rol oynar. Nitreljik sinirler 6zellikle korpus

kavarnozumun gevsemesinde ve penis ereksiyonunda 6nemli rol oynar (30).
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Indiiklenebilir NOS; ajan sitokin ve lipopolisakkaritlere cevap olarak bir ¢ok hiicre
tipinde eksprese edilebilir. iNOS tarafindan biiyiik miktarda olusturulan NO sitotoksik
etkilere sahiptir. iNOS septik sok ve inflamatuar hastaliklarin patafizyolojisinde 6nemli rol
oynar (30).

Endotelyal NOS; ¢ogunlukla endotelyal hiicrelerde eksprese edilir. Kan damarlarinin
genislemesi, kan basincinin kontrolii, damarlar {izerinde koruyucu etki ve antiaterosklerotik
etki gibi bir ¢ok fizyolojik role sahiptir (30).

Nitrik oksit bobreklerde, basing natriiirezisin diizenlenmesi, mediiller kan akiminin
saglanmasi, tibiilo glomeriiler geri bildirim mekanizmasmin olusmasi, tiibiiler Na* geri
emiliminin inhibisyonu, bobrek sempatik sinir aktivitesinin diizenlenmesi, bobrek ve
glomeriiler kan akiminin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik mekanizmada énemli rol oynar.
Bobreklerde NO’nun net etkisi natriiirez ve diiirez olusturmaktir (31).

Deneysel hayvan caligsmalarinda, NOS’nin neden oldugu inhibisyon nedenleri;
sistemik  ve glomeriiler hipertansiyon, glomeriiler iskemi, glomeriilerskleroz,
tiibiilointerstisyel yaralanma ve proteintiridir (36).

Bobrek NO’nun, bobrek ve glomeriiler hemodinamik diizenlenmesi {izerine ¢ok sayida
fizyolojik rolleri vardir. NO bobrek mikrosirkiilasyonunda vazodilatasyon yaparak etki
gosterir. Onemli klinik ve deneysel galigsmalarda kronik bobrek hasarinin fizyopatolojisinde
NO eksikligi gosterilmistir. NO eksikligi, bobrek fonksiyonlarin bozulmasiyla baglantilidir.
NO lokal etki eder. Bu nedenle NO eksikligi fizyopatolojide 6nemli rol oynar (36).

Birgok caligmada nNOS’un makula densa hiicreleri tarafindan eksprese edildigi
bildirilmistir. Buna ek olarak afferent arteriyollerde, intertiibliler ve arkuat arterlerde bobrek
arterindeki nonkolinerjik ve non adrenerjik sinirlerden de eksprese edildigi bildirilmistir.
Ayrica dis mediiller toplayici kanallar, kortikal toplayici kanallar ve i¢ mediiller toplayict
kanallarda bulundugu bildirilmektedir (30,31,37).

Bobreklerde iINOS ekspresyonu tartigsmalidir. Bazi arastirmacilar normal sican, insan
ve fare bobreginde iNOS protein ekspresyonunun olmadigini bildirmelerine ragmen, bazi
aragtirmacilar normal si¢can bobreginde iNOS protein ekspresyonunun oldugunu rapor etmistir
(30,31,37).

Endotelyal NOS giiclii bir sekilde bobrek damar endotelinde eksprese edilir. Ayni
zamanda bobrek tiibiillerinde de eksprese edildigi bildirilmistir. Immiinohistokimyasal
boyamalarda eNOS’nin renal arter, arteriol, glomeriiler kapiller, mediiller inen vaza rektada

boyandig1 ancak kortikal kapillerde ve ven6z endotellerinde eksprese edilmedigi, i¢ mediiller
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toplayici kanallarda, Henlenin ¢ikan kalin kolunda ve kivrimli proksimal tiibiilde eksprese
edildigi bildirilmektedir (30,31,37).

Genel olarak NOS izoformlar1 bobrek nefronunun cesitli kisimlar1 boyunca diger
organlara gore daha yiiksek diizeyde sentezlenir ve diizenlenmesi daha karmasiktir (31).
Noronal NOS ve Endotelyal NOS’nin bobrekteki oksijenaz ve rediiktaz fosforilasyon alanlari
bulunmaktadir. N terminal oksijenaz baglanma bdlgesinde; Hem, BH4 ve Arjinin, C terminal
rediiktaz baglanma bolgesinde; FAD, FMN ve NADPH bulunmaktadir. Bu baglanma
bolgelerinin arasinda kalmodulin (CaM) bulunmaktadir (31). Bu izoformlar farkli genler
tarafindan kodlanmakta ve her bir izoformun lokalizasyonlari, regiilasyonlari, katalitik
ozellikleri ve inhibitor duyarliliklar1 farklidir (33). Sekil 4’te néronal NOS ve endotelyal

NOS’nin bobrekteki fosforilasyon alanlari gosterilmistir

nNOSE
§ Ser®s? 71 Seriet?
nNOSa N-() PDZ ) Arg  Heam  BH, )CaM ) FMN FAD NADPI| )— C

$Thr tSert3? t Seriai?

eNOS N-() Arg Heam BH, )Caﬁ.ﬂ) FMN  FAD NADPH')—C

| \

Qksijenaz Alani Rediiktaz Alani

Sekil 4: Noronal NOS ve Endotelyal NOS’un bobrekteki fosforilasyon alanlari (31)

(Tim bolgeler insan NOS dizilimine gore numaralandirilmigtir. Oklar NOS aktivitesi iizerinde her bolgede
fosforilasyon etkisini gostermektedir. nNOSa ve nNOSP baglanti varyanslart arasinda fark vardir. Ser, serin;
Thr, treonin; Arg, arginin; BH4, tetrahidrobiyopterin; CaM, kalmodulin; FMN, flavin mononiikletidi; FAD,
flavin adenin dinukleotid; NADPH, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat)
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NITRIK OKSITIN MIYOGLOBINURIK AKUT BOBREK HASARINDAKI

ROLU

Nitrik Oksit hemoglobinin yapisinda bulunan hem grubundaki demir ve protein
kisminin beta zincirindeki thiol grubu olan 93. pozisyondaki sisteine baglanir. NO’nun
hemoglobin tarafindan siipiiriilmesi vazokonstriksiyon ile sonug¢lanmaktadir. Ayrica NO
miyoglobin yapisinda bulunan hem grubundaki demir ve protein yapisinda olan 110.
pozisyondaki sisteine baglanir. Miyoglobinin de NO siipiiriicii etkisi bulunmaktadir (38-41).

Kaslarin parcalanmasi ile agiga ¢ikan miyoglobin gii¢lii bir sekilde NO’yu yakalayarak
bobreklerde vazokonstriksiyona neden olur. NO ve metaboliti peroksinitrit (ONOO) hem
toksik hasarin hem de hipoksi-reperfiizyon sonucu olugan hasarin fizyopatolojisinde rol
almaktadirlar. Baz1 calismalarda, tiibiillerde tiretilen NO’nun hiicresel hasarin bir aracisi
olarak renal iskemi ve toksik hasarda rol oynadigi belirtilmektedir. Lokal olarak iiretilen
NO’nun muhtemelen INOS aktivitesiyle tretildigi belirtilmektedir. iNOS’nin iskemi ve
endotoksemi sonucu meydana getirdigi NO ve ONOO’in toksik olabilecegi belirtilmektedir.
Burada hem serbest miyoglobin ve hemoglobinin hem de iNOS’nun olusturdugu toksik etki
tizerinde durulmalidir. Ayrica yapilan ¢alismalarda bir renal vazodilatator olan eNOS
tarafindan meydana getirilen NO’nun iNOS tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. Buna
ilaveten, MABH’de tiimor nekrozis faktor gibi sitokinlerin diizeyinin arttigi ve iNOS
olusumuna sebep olduklar belirtilmektedir (5,35).

Ozetle, ABH’nin diger formlarina benzer sekilde rabdomiyoliz sonucu olusan
ABH’de, endotelden iiretilen NO’nun azalmasi sonucu olusan vazokonstriksiyonla iligkilidir.
Ayrica, INOS tarafindan tiretilen NO’nun artmasi endotoksin ve iskeminin zararl etkilerini

daha da siddetlendirmektedir (5).

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres biyolojik sistemler i¢inde antioksidan faktorler arasindaki denge
bozuklugu olarak tanimlanir. Bu dengesizlik, serbest radikallerin asir1 iiretiminin antioksidan
sistemlerin Koruyuculugunun 6niine gegmesiyle, antioksidan sistemlerin viicutta ortaya ¢ikan
hasar1 onarmada yetersiz kalmasiyla olusur. Bu dengenin bozulup serbest radikallerin hiicre
icinde artmasi ve bunlarin hiicre fonksiyonlar1 iizerinde yapmis olduklari olumsuz etkiye
oksidatif stres denir (25).

Fizyolojik ve patolojik olaylarda, diger molekiillerle elektron aligverisine girip yapisini

degistiren atom veya molekiillere serbest radikaller denir. Serbest oksijen radikalleri (SOR)
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normal hiicresel aerobik metabolizmanin bir yan {irlinii olarak mitokondri tarafindan oksidatif
fosforilasyon sirasinda fretilir. Yapisinda bir veya birden fazla eslenmemis elektron
bulundurabilen, elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen son derece reaktif bilesiklerdir. Serbest
radikaller genellikle merkezinde oksijen ya da azot gibi her zaman eslenmemis tek bir
elektron igerirler (25,42). Bu bilesiklerdeki eslenmemis elektronun varligi koyu bir nokta ( *)
konarak belirtilir. En 6nemlileri; siiperoksit radikali (O2"), hidroperoksil radikali (HO),
hidroksil radikali (‘OH), alkoksil radikali (RO), peroksil radikali (ROO’), NO* ve NOy
radikalleridir. Radikal olmayan oksijen merkezli ve reaktivitesi oldukca yiiksek diger
bilesikler, singlet oksijen (1O2), hidrojen peroksit (H20,), ozon (Os), hipoklorid asit (HOCI),
lipid hidroperoksit (LOOH) ve peroksinitrit (ONOQO")’tir (42,43).

Serbest radikaller oksidatif stres yapict durumlardan (aktif fogositler, siirekli olarak
kotii madde kullanimi, stres) kaynaklanmaktadir. Oksijen gereksiniminin kargilanmadigi hasta
ve yasl hiicrelerde serbest radikaller ¢ok miktarda tiretilir. Serbest radikaller bir kere
olustuktan sonra ¢evresindeki protein, DNA, lipid, karbonhidrat, enzim ve diger
biyomolekiiller ile etkilesime girerek hedef molekiillerinde degisiklik veya hasara yol acarak
islevini bozar. Daha sonra ikincil serbest radikal olusturmak icin eslesmis elektrona aktarilir.
Ikincil serbest radikalden sonra da hasar dongiisii devam etmekte ve bitisik tiirlerle sirayla
reaksiyona girer. Saglikli bir viicut, diisiik diizeydeki serbest radikalleri enzim ve antioksidan
maddelerle etkisiz hale getirir. Yiiksek diizey antioksidan varlig1 ise dokuda yikima neden
olur (25,42).

Reaktif oksijen tiirleri; canli organizmanin patojenlere karsi koruyucu roliinde, kanser
sliresince fagositozda ve diger 6zel metabolik reaksiyonlarda 6nemli rol oynar. Ancak reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 Uretimi; yag asitlerinin lipid peroksidasyonuna, protein ve DNA
polimerizasyonuna neden olan malondialdehid {iretimi ile hiicre hasarina sebep olabilir (23).

Daha onceki ¢alismalarda demir aracili ‘OH iiretiminin, oksidatif strese neden olarak,
Hem protein nefrotoksisitesinin fizyopatolojisinde baskin rol oynadigi hipotez edilmistir.
Daha sonra yapilan galismalar gostermistir ki; demir aracili proksimal tiibiiler sistemdeki lipid
peroksidasyonu, hidroksil anyonu (OH-)’ndan daha fazla hidrojen perokside bagimli oldugu
ve sadece OH- iiretimindeki azalma, miyoglobinin sitotoksisitesinin azalmasinda yetersiz
olabilecegi bildirilmistir. (23).

Miyoglobinin lipid peroksidasyonunu katalize etmesi igin, ferrus demir (Fe?")
formunun okside demir (Fe**) formuna doniismesi ve olusan formunun ferril miyoglobin

tarafindan redoks reaksiyonlar lipid peroksidasyonuna yol agar. Miyoglobinin yliksek reaktif
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formu lipid peroksidasyonunu kuvvetli bir sekilde uyarabilir. Demir ile ferryl miyoglobin
arasindaki redoks dongiisiinde serbest radikal olusur ve bu durum bobrekte ciddi oksidatif
hasara neden olabilir. Bu islemin, pH’a bagli oldugu gosterilmistir ve alkali kosulda reaktif
ferryl-miyoglobin kompleksi stabilize edilerek miyoglobin kaynakli lipid peroksidasyonu
Onleyebilir. Alkali kosullarda ferryl tiirleri stabillesir, miyoglobin lipidler ve lipid
hidroperoksitlerine yonelik 6nemli dl¢lide daha az reaktif etki gosterdigi rapor edilmektedir
(23).

Serbest radikallerin salinimi1 bobrek parankiminde oksidatif hasar ile sonuglanir.
Calismalar miyoglobinin, izoprotastanlarin tiretimi ile sonuglanan lipid peroksidasyondan da
sorumlu olabilecegi bildirilmektedir. Bu molekiiller gii¢lii vazokonstriktorlerdir ve bobrekte
arteriyoler disregililasyona ve hipoperfiizyona katkida bulunurlar. Sempatik sinir sistemi ve
renin-anjiyotensin sistemin homeostatik aktivasyonunda ve intravaskiiler hipovolemi
nedeniyle vazokonstriksiyona da katkida bulunabilir. ABH’ye olugsmasina miyoglobinin
onemli katkisi vardir ama hipovolemi, metabolik anormallikler, ilag etkileri de rabdomiyolizli

hastalarin bobrek fonksiyonlarini etkiledigi rapor edilmektedir (22).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI
Viicudumuzdaki birgok savunma sisteminden biri olan antioksidanlar; serbest oksijen
radikallerinin olusumunu ve bunlarin olusturdugu hasart Onlerler. Antioksidanlarin
siiflandirilmas: ¢ok ¢esitlidir. Endojen ve eksojen kaynakli, serbest radikallerin olusumunu
onleyen ve var olan serbest radikalleri etkisiz hale getiren, enzim olan ve enzim olmayan
olarak kendi aralarinda ikiserli olarak siniflandirilirlar. Enzimatik antioksidanlar siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi enzimlerdir. Bobrekte
tiretilen SOR’yi CAT, SOD, GPx antioksidanlar1 ve non-enzimatik olan glutatyon (GSH),
askorbik asit etkisiz hale getirir Antioksidanlar, serbest radikaller tizerindeki etkilerini 4 yolla
gerceklestirirler.
1. Sipiiriici  Etki; zayif buldugu yeni bir molekiile c¢evirerek, aktivitesini
azaltarak yok etme.
2. Bastirict Etki; aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme.
3. Zincir Kiricr Etki: kendisine baglayip reaksiyon olugsmasini dnleme.
4. Onarict Etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasari onarip, temizlenme

(42,44).
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LIKOPEN

Likopen, insan plazmasi icinde bulunan, tekli-oksijen ve serbest radikalleri
temizleyen, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu DNA hasarini azaltabilen, anti-kanser
aktiviteye sahip yiiksek verimli bir antioksidandir (8,9,11). Sekil 5’te likopenin molekiiler

yapist verilmistir.

CHj4 CHy CH, CH,
HsC. Tﬁ“w NS # v R ,sfh-s'-’lh e PN P AN PN CHy
CH, CHy CH, CHy

Sekil 5: Likopenin molekiiler yapisi (8)

Yapis1 “CaoHse” karbon ve hidrojen atomlarindan olusmaktadir. Karotenoidlerin
cogunlugu gibi, likopen de bir tetraterpenedir. Karotenoidler arasinda, 11 dogrusal olarak
diizenlenmis konjuge ¢ift bag ihtiva eden, simetrik ve dongiisel olmayan yapisi ile
karakterizedir. Likopenin karotenoidler arasinda en “prototip” oldugu kabul edilebilir. Cilinkii
onlarin yapilari ve yapisal degisiklikleri likopen ile ilgili olabilir. Uluslararas1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi karotenoidler i¢inde likopeni “y” simgesi ile gosterilmektedir (45).

In vivo veya in vitro olarak doku ve hiicre iyilesmesinde ya da korunmasinda katkida
bulunmaktadir (46). Dogal karoten bir pigment olan likopen bitkiler tarafindan sentezlenir ve
baslica domates, karpuz ve greyfurtta bulunur (7,8,47). Antioksidanlar arasinda bir
nonprovitamin olan likopen, taze domates ve bunlarin tiirevlerine kirmizi rengi saglamaktan
sorumlu olan bir karotenoiddir (47,48).

Likopen dogada bulunan 600 karotenoidden biridir (7). Likopenin serbest radikallere
kars1 hiicre korunmasinda karotenoidler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu gésterilmistir (7,10). Son ¢alismalarda likopenin kanserler gibi bazi kritik hastaliklarin
Onlenmesi i¢in antioksidan aktivitesi, serbest radikal siipiiriicii kapasitesi ve koruyucu rolii
oldugu bildirilmistir (7). Likopenin SOR’yi bastirmada a-tokoferol’den 10 kat, B-karoten’den
47 kat, E vitamini’nden 100 kat, daha etkili oldugu bildirilmektedir (8).

Insanlarda prostat, akciger, mide kanserlerinin cesitli tiplerinde potansiyel koruyucu
etkinligi bulunmaktadir (9,47). Likopenin yaslanmayi, oksidatif hasari, toksisiteyi, kalp damar
hastaliklarin1 6nleyici etkileri ve anti-inflamatuar biyolojik aktivitesi bulunmaktadir (11,46).
Buna ek olarak likopenin, hasara karsi hayati biyomolekiilleri (DNA, proteinler, lipidler ve

enzimleri) koruyarak, karsinogenezisi ve aterosklerozu engelledigi one siiriilmiistiir (7,48).
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Kardiyovaskiiler hastalik gelisme riskinin daha az olmasi yiiksek plazma likopen
konsantrasyonuna baglanmaktadir (47,48). Kardiyovaskiiler hastaliklarin  &nlenmesi
baglaminda, likopen gibi ¢esitli antioksidanlar1 igeren meyve ve sebze tiiketimini arttirmak
tavsiye edilmektedir (45). Hayvan ¢alismalarinda likopenin meme, kolon, akciger timorleri
dahil olmak iizere kemirgenlerde indiiklenen karsinogenezde olumlu etkileri oldugu
bildirilmigtir (9). Likopen tiikketimi meme kanseri riskini azaltmaktadir (9). Cesitli
caligmalarda likopen aliminin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDH) oksidasyonunu ve saglikli
erkeklerde tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) olusumunu engelledigi ileri
striilmiistiir (49). Estarbaver (45), LDL oksidasyonunda tokoferoliin ilk tiiketilen bilesik
oldugunu, likopenin de tiiketilen son antioksidan bilesik olduguna isaret etmistir. Diyet ile
verilen likopenin ¢ogu, ince bagirsak tarafindan emilir ve karacigerde depolanir (48). Son
calismalar domates lriinleri tiilketiminin, endotel fonksiyon ve kan akisini gelistirmede rolii
oldugunu disiindiiriyor. Domates ve domates {riinleri insan beslenmesinde toplam
karotenoid igerigine %30’dan fazla katki saglamaktadir. Likopen; Kuzey Amerikada yasayan
insanlarin serumlarinda en yliksek konsantrasyon gosteren karotenoiddir. Ortalama bir
yetiskinde serum konsantrasyonlar1 0.13uM’den azdir. izole edildiginde bilesik yapisi
oldukg¢a kararsiz bir molekiildiir. Oksitlenme, 151k, yliksek sicaklik ve asirt pH’a son derece
hassastir. Ama dogal matrisi i¢inde 6rnegin domateste yapisi oldukga kararlidir. Likopenin de
diger karotenoid antioksidan iirlinler gibi antioksidan veya hiicre sinyal aktivitesi benzerlik
gosterir ya da farkli biyolojik aktivitelere sahip olabilir (45).

Likopenin, bobrek iskemi/reperflizyon, kontrast madde, kolistin, sisplatin, gentamisin,
civa klorlir toksisitesi ile bobrek hasar1 gelistirilen deneysel modellerde koruyucu ve tedavi
edici etki gosterdigi bildirilmektedir (8,10-16). Yaptigimiz arastirmaya goére MABH

modelinde likopenin tedavi edici etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismanmizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Birimi’nden temin edilen ve
standart kosullarinda (22 + 1 °C oda sicakligi, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda) tutulan, 180-230 g agirhiginda, 8 haftalik Spraque-Dawley erkek si¢anlar
kullanildi. Tiim deney asamalarinda ayni birimde tutulan sicanlara standart sigcan yemi ve
musluk suyu verildi. Calisma icin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan (Ek-1) onay alindi.

Calismamizda 36 adet erkek sigan kullanildi. Denekler, Kontrol (K) ve
Kontrol+Likopen (K+LK) gruplarinda 8’er adet, Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari
(MABH) ve Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari+Likopen (MABH+LK) gruplarinda 10’ar
adet olmak iizere 4 gruba ayrildi. K ve K+LK gruplarindaki siganlara serum fizyolojik (SF),
MABH ve MABH+LK gruplarindaki siganlara %50’lik gliserol soliisyonundan 8 ml/kg’a
gore bulunacak toplam hacim esit miktarlarda her iki arka bacak kaslarina intramiiskiiler (im)
olarak enjekte edildi. K ve MABH gruplarindaki siganlara 1, 24, 48 ve 72 saat sonrasinda
likopenin ¢oziiciisii olan misir yagi 2 ml/kg hacminde gavaj yolu ile verildi. K+LK ve
MABH+LK gruplarindaki si¢anlara da 1, 24, 48 ve 72 saat sonra 10 mg/kg dozunda likopen
(50), 2 ml/kg hacminde musir yagi i¢inde ¢ozdiiriilerek gavaj yolu ile verildi.

Kontrol Grubu (K) si¢anlara SF’nin im enjeksiyonundan 1, 24, 48 ve 72 saat sonra
likopenin ¢oziiciisii olan musir yagi 2 ml/kg hacminde gavaj yolu ile verildi.
Kontrol + Likopen Grubu (K+LK) siganlara SF’in im enjeksiyonundan 1,24, 48 ve 72 saat

sonra gavaj ile 10 mg/kg dozunda likopen verildi.
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Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1 Grubu (MABH) siganlara gliserolun im
enjeksiyonundan 1, 24, 48 ve 72 saat sonra likopenin ¢oziiclisii olan musir yagr 2 ml/kg
hacminde gavaj yolu ile verildi.
Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1 + Likopen Grubu (MABH+LK) siganlara gliseroliin
im enjeksiyonundan 1, 24, 48 ve 72 saat sonra gavaj ile 10 mg/kg dozunda likopen verildi.
Tim gruplardaki siganlar gavaj yolu ile misir yagi ya da likopen son dozunun
uygulandig1 72. saatte metabolik kafeslere alinarak son 24 saatteki idrar ornekleri toplandi.
Gliserol enjeksiyonundan 96 saat sonra siganlar 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin
anestezisi altinda batin 6n duvart acildi. Enjektorle diyafragmadan kalbe ulasilarak alinan kan
ornekleri biyokimyasal incelemeler igin jelli tiiplere alindi. Sonrasinda her iki bdbrek
cikarilarak buz kabi ilizerine konuldu, bobrek kapsiilii siyrildiktan sonra bistiiri yardimiyla
longitudinal kesiyle ikiye ayrildi. Sag bobregin bir yarisi histopatolojik incelemeler icin %
10’luk formalin soliisyonuna alindi, diger yarisi ve sol bobregin her iki yarilart soguk SF ile
yikandiktan sonra aliiminyum folyo ile paketlendi ve laboratuvar caligmalari yapilincaya
kadar -80°C’de saklandi. Metabolik kafeslerde toplanan idrar hacimleri 6lgiildiikten sonra kan
ve idrar 6rnekleri sogutmali santrifiijde +4°C’de, 3000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edilerek
serum ve idrar 6rnekleri ependorf tiiplere alinarak laboratuar ¢alismalari yapilincaya kadar -80

°C’de saklandu.

Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios o, Ingiltere
Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre
Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

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

Vorteks : Heidolp, Almanya
Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
pH metre - InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karigtirict  : Remi equipments, Hindistan
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre
Otoanalizor : C16000, Architect, ABBOTT, Amerika
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Kullamlan Kimyasal Maddeler

Likopen : Sigma, Amerika
Tiyobarbitiirik asit : Sigma, Almanya
Siilfanilamid : Sigma, Almanya
DTNB : Sigma, Almanya
NaCl : Sigma, Almanya
NNDA : Sigma, Almanya
CuSO4 : Panreac, Ispanya
EDTA : Merck, Almanya
Piridin : Merck, Almanya
Sodyum Dodesil Siilfat : Merck, Almanya
NaOH : Merck, Almanya
KH2PO4 : Merck, Almanya
NazHPO4 : Merck, Almanya
Glisin : Merck, Almanya
KCI : Merck, Almanya
HCI : Merck, Almanya
Butanol : Riedel de Haen, Almanya
Etanol : Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Riedel de Haen, Almanya
Na.COs : Riedel de Haen, Almanya

Biyokimyasal Calismalar

Serum iire, kreatinin, Na*, K* diizeyleri ile Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat
aminotransferaz (AST), CK ve LDH aktiviteleri; idrar kreatinin ve Na* 6lglimleri Trakya
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari’nda bulunan otoanalizor

(C16000, Architect, ABBOTT Amerika) kullanilarak olgiildii.

Kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gore hesaplanarak kg/viicut agirligina boliindii.

Idrar kreatinin (mg/dl) X Giinliik idrar hacmi (ml)

Kreatinin klirensi (ml/dk) =
Serum kreatinin (mg/dl) X 1440
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Fraksiyonel sodyum atilim1 % olarak hesaplandi.

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

Idrar kreatinin (mg/dl) X Serum Na* (mmol/I)

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokular1 —80 °C’dan alindiktan sonra buzu c¢oziilmeden kesilerek tartildi.
Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu. Glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA)
diizeyleri i¢in 0.15 M potasyum kloriir (KCI) soliisyonu; NO diizeyi igin 50 mM fosfat
tamponu (pH 7.4) ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Tiipler buz iizerinde tutularak
homojenizator ile homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 4000xg’de 10 dk +4 “C’de
santrifij edildi ve ardindan siipernatant kismu ayrildi. Ayrilan  siipernatantlar

spektrofotometrik MDA, NO, GSH ve protein diizeylerinin 6lgtimlerinde kullanildi.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipit peroksidasyon son firiinii olan MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olugsan pembe renk spektrofotometrik olarak olgtildii
(51,52).

Cozeltiler:

1. %8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

3. %0.8lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapiligi

0.2 ml 10 kat diliie 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. Karisim 95 °C’deki sicak
su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml distile su ve
5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek 1 dABHka vorteksle karistirildi. 4000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Absorbanslar homojenat igermeyen ayirag koriine karst 532 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okundu.
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Sonuglarin hesaplanmasi:
A X Vtx10°
C (nmol/ml) =

ExVsxLx10®
A : Absorbans
V1t : Total reaksiyon hacmi
10° :Moliin nanomole cevrilmesi
E : Tiiketim katsayis1 (1.56 10° Mt cm™)
Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L : Kiivet ¢ap1
10% : Litrenin mililitreye cevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

Doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin Ellman ayiract ile olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon diizeylerinin belirtilmesi igin kullanildi
(53).

Cozeltiler:

1. Proteinsizlestirme ¢6zeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum
EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢oziildii.

2. 0.3 M Disodyum fosfat (NazHPO4)

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

Deneyin yapilisi:

0.5 ml doku homojenat1 iizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml proteinsizlestirme
cozeltisi eklendi. Bu karisim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildikten sonra 0.5 ml siipernatant
aliarak iizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci eklendi. Absorbanslar homojenat
icermeyen ayira¢ koriine karst 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi

(>=1.36 104 Mt cm™) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g doku olarak belirtildi.
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Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat (NO3") ve nitrit (NO2) tayini Cortas ve Wakid’in tarif ettigi yonteme gore
olgtildii (54).

Kullanilan reaktifler:

1. Kadmiyum graniilleri: 0.1 mol/L H2SOj i¢inde saklandig: siirece 9 ay stabildir.
2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oziildii. 2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3. Siilfanilamid: 2.5 g siilfanilamid 250 ml sicak 3 mol/L HCl iginde ¢6ziildii ve daha
sonra sogumaya birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

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

5. Cinko Siilfat (ZnSO4): 75 mmol/L; 10.8 mg alinip 500 ml’ye tamamlandi.

6. Bakar Siilfat (CuSOs): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.

7. Sodyum Hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1.1 g alinip 500 mI’ye tamamlandi.

8. Standartlar: NaNO; standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde
hazirlanir. (69 mg NaNO», 380 mg borat (Na2B407.10 H20) 100 ml iginde ¢oziiliir).

KNOs3 standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra
borat i¢inde ¢oziiliir.

Deneyin yapilisi:

Deproteinizasyon: Test tiiptine 0.5 ml numune 0,5 ml distile su, 2 ml ZnSOg4, 2.5 mi
NaOH ilave edilip vorteksle karigtirtlir. 10 dk oda 1sisinda beklettikten sonra 4000 xg’de 10
dk santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk
icinde CuSO4°de calkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dk i¢inde
kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutuldu.

KNO3 standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik seri diliisyonlar
hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler standartlara da uygulanir. 1ml glisin-NaOH
buffer tiim tiiplere konulur. 1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan alinir. 2.5 g
tartilan ve aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan tiim tiiplerin lizerine konulur. 90

dk oda 1s1sinda karistirarak beklenir.
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Nitrit Ol¢iimii

90 dk’lik bekleme siiresinin ardindan bu tiiplerden 2’ser ml alinarak {izerine 1 ml
siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edilir. Karistirilir ve 45 dk beklendikten onra 545 nm’de
okuma yapilir. Direkt nitrit 6l¢iimii: NaNO> standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile
reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml alinarak ayri tiiplere aktarilir. Uzerine 1 ml

siilffanilamid ve 1 ml NNDA eklenir. 45 dk’lik slirenin ardindan 545 nm’de okuma yapilir.

Nitrat Olciimii
Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan sonra ¢ikan

sonu¢ pmol/mg protein olarak hesaplanmis olur.

Protein Miktar1 Tayini
Protein miktar tayini Lowry metoduna gore yapildi (55).
Cozeltiler:
A Cozeltisi: %2’lik Na2CO3’1n 0,1 N NaOH’teki ¢ozeltisi
B Cozeltisi: %1°lik CuSOs ¢ozeltisi
C Cozeltisi: %2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi
D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢ozeltisi karigimi
E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su karigimi
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 Yapilist:
Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiiptine 500 pl distile su kondu. Tiim tiiplere 2,5
ml D ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 kat diliie edilmis numuneden 10 pl;
standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tlipler vorteks ile iyice
karistirildi. Karanlikta oda 1s1sinda 10 dk bekletildikten sonra, tiim tiiplere 250 pl E ¢ozeltisi
eklendi. 25 °C’de 30 dk bekletildikten sonra, spektrofotometrede 650 nm’de kore kars

sifirlanarak okuma yapildi.
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Histolojik Calismalar

Sagittal olarak ikiye boliinen bobrek dokularinin 1s1k mikroskobu incelemesi igin birer
yarist tamponlu %10 formalinde 24 saat boyunca tespit edilmistir. Dokular parafin bloklara
gémiilmiis ve 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak ve tiim kesitler rutin hematoksilen-eozin
boyalar1 ile boyanarak ayni patolog tarafindan 1sik mikroskobunda degerlendirilmislerdir.
Bobrek hasar1 derecesini belirlemek igin semikantitatif bir skala kullanildi (56).
Skala Degerlendirmesi:
0: Normal bobrek
1: Minimal hasar ( %0-5 tutulum)
2: Hafif dereceli hasar (%5-25 tutulum)
3: Orta dereceli hasar (%25-75 tutulum)
4: Siddetli hasar (%75-100 tutulum)

Ek olarak kast gdzlenen tiibiiller % cinsinden ifade edildi. Toplayici kanallarin
olmadig1 alanlarda sayim yapilmasi géz 6niinde bulundurularak sadece proksimal ve distal

tiibiillerin bulundugu alanlarda sayim yapilmistir (57).

immijnohistokimyasal Cahsmalar

Bu calismada aranacak proteine kars1 gelistirilmis isaretli poliklonal ya da monoklonal
antikorlar kullanildi. Tim gruplardaki %10'luk formalinde fikse edilmis parafine gomiilii
doku bloklarindan 2 mikronluk kesitler Poly-L-lysine (PLL) ile kaplanmis lamlara alindi. 37
°C’lik etiivde 1 gece bekletildi. ki defa 15 dk’lik siirelerde ksilol ile deparafinize edildi.
Kesitler saf alkolden baglayarak %90-80-70'lik alkollerden gegirildikten sonra distile su ile
yikandi. Boylece kesitler deparafinize edilmis oldu. Daha sonra kesitler tampon solusyon
(Citrate Buffer) i¢inde mikrodalga firinda 4 kez 5 dakika kaynatildi ve oda 1sisinda 20 dk
sogumaya birakildi. Yirmi dk sogutmadan sonra distile suyla yikanan kesitler tris-buffer
solusyonuna atildi. Endojen peroksit kaynakli non spesifik zemin boyanmasini azaltmak
amactyla %3'liik hidrojen peroksit (H202) ile 20 dk muamele edildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra tekrar tris-buffer solusyonuna atildi. Non spesifik zemin boyanmasini
onlemek amaciyla 5 dk oda 1sisinda Ultra V-Blok (Protein blokaj1) uygulamasi yapildi. Daha
sonra ve INOS ve eNOS primer antikorlar ile 30 dk inkiibe edildi. Tris-buffer ile 3 kez
yikanan kesitler biotinyalated seconder antikorlar ile 20 dk, enzim isaretli streptavidin ile 20
dk inkiibe edildi. Tris-buffer'e alinan kesitler amino-etilcarbazol (AEC) kromojen'de

(Kromojen hazirlanisi: 1ml substrata 2 damla kromojen) 20'ser dk tutuldu. Kesitler distile su

25



ile yikandiktan sonra Mayer’s Hematoksilen ile 3 dk inkiibe edilerek zit boyama yapildi.
Kesitler akan su ile bolca yikandiktan sonra aqueous-mount jel ile kapatildi. Her bir olgu i¢in
hazirlanan kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Immun boyamanin spesifikliginin
kontroliinde, pozitif kontrol amaciyla antikor iiretici firma verilerine uygun olarak sigan
bobrek kesitleri kullanildi. Olgular sitoplazmik boyamanin yaygimligi ve yogunlugu agisindan
degerlendirildi. Boyanma yayginligi epitelyal komponent yiizdesi esas alinarak yapildi.
Boyanma olmamasi 0, < %25 boyanma +1, %25-50 boyanma +2, %50-75 boyanma +3, >
%75 boyanma +4 olarak skorlandi. Boyanma yogunlugu ise, doku kesitlerinde sitoplazmik
boyanma gosteren hiicrelerin kromojen ile boyanma yogunlugunu yansitmakta olup, hig
boyanma gozlenmeyen olgularda O, hafif boyanan olgularda +1, orta yogunlukta boyanan
olgularda +2, kuvvetli boyanan olgularda +3 olarak skorlandi. Toplam immiinohistokimyasal

skorlama; boyanma yayginligi ve yogunlugu skorlarinin garpilmasi ile elde edildi (56).

Istatistiksel Analiz

Calismanmizdaki bulgularin istatistiksel analizleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik AD’da yapildi. Bobrek MDA, GSH diizeyleri, bobrek, serum ve idrardaki NO2
ve NOgs™ diizeyleri, biyokimyasal analizler, histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler
sonucunda elde edilen bulgular ortalama (ort) + standart sapma (sd) olarak ifade edildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi Tek Orneklem Kolmogorov-Smirnov
test ile incelendi. Gruplar arasi farkliligi saptamada Mann-Whitney U testi kullanildi, p<0.05
anlamli kabul edildi. Istatistiksel analizlerde Statica 20.0 (Lisans No: 10240642) paket

programi kullanildi.
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BULGULAR

Sicanlarda hipertonik gliseroliin i.m. uygulanmasiyla olusturulan deneysel MABY
modeli, 4 grupta 36 sigan iizerinde calisildi. Gliserol enjeksiyonunun 96. saatinde anestezi
altinda sicanlarin kan ve doku drnekleri alindi. Deney boyunca guruplarda herhangi bir kayip
yasanmadi, ancak K grubunda 1 siganin serum Na* diizeyi, K+LK grubunda 1 siganin serum
LDH diizeyi, MABH grubunda 2 sicanin serum Na® diizeyi, MABH+LK grubunda da 1
siganin serum NO diizeyi Ol¢lilememistir.

Tiim gruplardaki siganlara ait doku MDA diizeyi nmol/g doku, GSH diizeyi umol/g
doku, NO diizeyi umol/mg protein, serum AST diizeyi U/l, serum ALT diizeyi U/l, serum CK
diizeyi U/l, serum LDH diizeyi U/l, serum iire (Siire) diizeyi mg/dl, serum kreatinin (Skrea)
diizeyi mg/dl, serum Na* (SNa") diizeyi mmol/l, serum K* (SK*) diizeyi mmol/l, serum NO
(SNO) diizeyi pmol/l, idrar NO (INO) diizeyi pmol/l, idrar kreatinin (ikrea) diizeyi mg/dl,
idrar Na* (INa*) diizeyi mmol/l, kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gére hesaplanip
kg/viicut agirligina boliindii. Fraksiyonel sodyum itrahi (FeNa) % olarak hesaplandi. Gruplara
ait biyokimyasal veriler Tablo 2-5°te, ¢alisma gruplariin degiskenlerine ait ortalamalar Tablo

6’da verilmistir.
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Tablo 2. K grubunun biyokimyasal verileri

SN| MDA [ GSH | NO | AST [ ALT | CK [LDH | Sire | Skrea | Sna | Sk | Sno | Idrar | dwea | Ina | Ino
nmol/g | pmol/g | pmol/mg u/l u/l u/l u/l mg/d| mg/dl | mmol/l | mmol/l | pmoel/l | Hacmi | mg/dl | mmol/l | pmol/l
doku doku protein ml/24s
! 2.51 1.59 37.33 144 62 675 951 31 0.4 113 4.9 0.25 9 67.28 | 133 | 89.96
2 1.13 1.55 87.11 164 58 803 929 38 0.48 140 4.9 0.71 9 79.55 | 123 85.1
3 1.44 0 89.93 157 54 1131 | 1427 35 0.45 134 4.6 5.31 9 78.1 134 | 82.57
4 1.68 14 42.43 144 54 726 809 32 0.46 4.9 0.87 9.5 63.66 | 132 | 77.22
> 1.3 1.57 32.85 138 47 556 399 31 0.48 148 5.2 1.24 10 67.69 | 133 | 85.27
6 0.97 1.29 68.71 100 40 437 658 25 0.35 115 4.5 1.04 7.5 78.67 | 139 | 80.12
! 1.29 1.53 73.73 102 51 362 | 449 29 0.44 138 4.9 1.49 9 7045 | 112 | 77.22
8 1.48 1.45 | 160.94 | 108 36 379 268 32 0.39 113 4.6 6.18 11 63.92 | 162 | 89.13

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; LDH:
Laktat Dehidrojenaz; Siire: Serum iire; Skrea: Serum kreatinin; SNa: Serum sodyum; SK: Serum potasyum; SNO: Serum NO; ikrea: idrar kreatinin; iNa: Idrar sodyum; INO:
Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrahi.
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Tablo 3. K+LK grubunun biyokimyasal verileri

SN | MDA | GSH NO | AST | ALT | CK | LDH | Sire | Skrea | Sna Sk Sno | Idrar | Ikea | Ina ino
nmol/g | pmol/g | pmol/mg u/l u/l u/l u/l mg/d| mg/dl | mmol/l | mmol/l | pmoel/l | Hacmi | mg/dl | mmol/l | pmol/l
doku doku protein ml/24s
1 1.67 1.74 82.4 202 53 1041 578 33 0.46 144 4.9 1.78 10 66.2 89 86.72
2 1.36 1.74 16.82 106 38 446 504 34 0.39 119 4.8 2.03 11 53.54 115 82.49
3 15 1.89 39.43 122 43 593 637 29 0.38 122 4.6 4.27 12 48.11 76 90.75
4 1.57 1.75 24.72 142 54 640 770 31 0.41 134 55 2.57 10 55.31 100 88.05
5 1.72 2.59 82.92 157 27 851 600 36 0.39 117 4.1 15.81 7.5 85.76 78 62.57
6 1.53 2.38 54.15 196 74 733 1013 37 0.44 148 5.7 0.79 11 52.16 92 86.6
! 3.79 2.47 75.41 140 52 827 38 0.45 142 5.6 0.54 9 66.12 114 80.29
8 1.52 2.19 86.54 110 47 776 191 31 0.44 134 5.6 1.7 9 69.67 107 86.18

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; LDH:
Laktat Dehidrojenaz; Siire: Serum iire; Skrea: Serum kreatinin; SNa: Serum sodyum; SK: Serum potasyum; SNO: Serum NO; ikrea: idrar kreatinin; iNa: Idrar sodyum; INO:

Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrahi.
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Tablo 4. MABH grubunun biyokimyasal verileri

SN| MDA [ GSH | NO | AST [ ALT | CK [LDH | Sire | Skrea | Sna | Sk | Sno | Idrar | dwea | Ina | Ino
nmol/g | pmol/g | pmol/mg u/l u/l u/l u/l mg/d| mg/dl | mmol/l | mmol/l | pmoel/l | Hacmi | mg/dl | mmol/l | pmol/l
doku doku protein ml/24s
! 4.06 3.21 47.27 156 32 678 o975 120 0.58 146 3.6 8.8 18 27 9 12.49
2 1.8 1.64 30.84 224 132 507 636 645 3.88 6 4.65 29 6.53 22 481
3 2.54 2.61 33.98 202 62 902 803 85 0.54 5.4 4.61 25 24.37 33 39.21
4 1.84 1.93 89.33 350 142 679 868 586 3.37 138 6.5 3.82 25 11.9 26 5.06
> 1.21 2.81 34.41 434 62 2762 | 1555 | 118 0.66 145 5.6 7.76 38 11.31 16 13.24
6 2.77 2.86 27.9 324 97 849 666 219 0.92 160 4.4 9.5 41 13.61 26 13.94
! 2.65 2.35 88.59 186 38 759 520 158 0.76 136 4 19.34 36 12.41 20 15.27
8 2.31 2.22 22.43 509 259 538 659 392 2.05 154 5.5 12.95 45 10.53 23 9.46
o 3.78 1.96 2.37 244 93 2156 | 645 | 1050 | 4.13 112 8.5 2.82 24 12.67 20 1.87
10 1.93 2.45 20.18 238 114 316 323 281 1.14 115 4.1 7.05 31 13.97 18 12.07

SN: Sira numaras;; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; LDH:
Laktat Dehidrojenaz; Siire: Serum iire; Skrea: Serum kreatinin; SNa: Serum sodyum; SK: Serum potasyum; SNO: Serum NO; ikrea: Idrar kreatinin; INa: Idrar sodyum; INO:

Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrahi.
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Tablo 5. MABH+LK grubunun biyokimyasal verileri

SN | MDA [ GSH NO | AST | ALT [ CK | LDH | Sire | Skrea | Sna | Sk | Sno | Idrar | Qwea | Ina [ Ino
nmol/g | pmol/g | pmol/mg ul/l ul/l u/l ul/l mg/dl mag/dl | mmol/l | mmol/l | pmol/l | Hacmi | mg/dl | mmol/l | pmol/l
doku doku protein ml/24s
! 1.97 2.85 65.74 129 48 418 | 594 53 0.47 140 3) 0.83 275 | 2421 29 46.64
2 1.54 3.03 71.85 221 86 433 | 127 131 0.75 141 4.2 10.33 | 375 9.95 12 10.66
3 1.48 2.53 49.89 137 59 443 | 627 90 0.57 145 5.5 5.06 375 | 13.01 21 31.16
4 1.67 2.72 33.51 128 34 388 | 356 102 0.56 122 4.1 8.96 35 20.22 19 17.93
° 2.9 3.34 18.89 208 82 398 | 343 179 0.85 133 4.7 11.66 33 13.54 17 27.3
6 1.33 288 | 10287 | 112 45 235 | 226 63 0.45 113 3.9 7.84 36 16.18 18 12.74
! 1.49 2.89 27.04 152 49 550 | 591 111 0.63 146 4.8 5.06 30 18.26 17 14.32
8 1.54 251 40.26 152 61 240 | 397 228 1.06 142 5.8 6.93 35 13.38 21 11.08
o 1.72 3.36 22.12 111 29 182 | 230 116 0.79 139 4.7 6.76 32 18.11 11 13.03
10 2.44 3.31 10.7 192 47 507 | 502 125 0.63 128 4.3 24 24.66 16 17.26

SN: Sira numaras;; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; LDH:
Laktat Dehidrojenaz; Siire: Serum iire; Skrea: Serum kreatinin; SNa: Serum sodyum; SK: Serum potasyum; SNO: Serum NO; ikrea: Idrar kreatinin; INa: Idrar sodyum; INO:
Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrahi.
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Tablo 6. Calisma gruplarinin degiskenlerine ait ortalamalari

K Grubu K+LK Grubu | MABH Grubu | MABH+LK Grubu
Parametreler Ort+=SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
MDA 1.47 + 0.47 1.83 +0.80 2.49 + 0.89 1.81 + 0.50
nmol/g doku
GsH
130+ 0.53 2.09 +0.35 2.40 +0.49 2.94 +0.32
pmol/g doku
NOpmolmg | -, 13,4148 | 57.80+28.02 | 39.73+ 2841 44.29 + 28.63
protein
AUS}IT 13213+ 25.28 | 146.88 +36.40 | 286.70+115.01 | 154.20 + 39.52
ALT
v 5025+883 | 4850+13.72 | 103.10 + 66.32 54.00 + 18.55
f}ﬁ 633.63+259.01 | 738.38 = 181.21 | 1014.60 = 793.05 | 379.40 + 121.78
LL?Ill_I 686.25 +369.46 | 613.29 + 250.53 | 725.00 =327.23 | 459.30 + 173.90
rfg;al 31.63+385 | 3363+£320 | 365.40+31053 | 119.80+52.01
Skrea 0.43 + 0.05 0.42 + 0.03 1.80 + 1.45 0.68+0.19
mg/dl
Sva 128.71 £ 14.69 | 13250 + 11.95 | 138.00 £16.17 | 134.90+ 10.82
mmol/L
Sk 481+ 0.23 5.10 = 0.59 5.36 + 1.46 4.70 + 0.61
mmol/l
Svo 2144227 3.69 4 5.03 8.13 + 4.99 7.05+ 3.22
pmol/l
Idrar Hacmi
ot 9.25 + 1.00 0.94 + 1.43 31.20 + 8.59 3275 + 4.45
r:;/dl 71174667 | 621141233 | 1443+631 17.15 + 4.89
e 133.50+ 1423 | 96.38+15.17 | 2130 6.48 18.10 + 5.07
mmol/l
Ino 83.32 £ 4.93 82.96 + 8.84 12.74 £ 10.33 20.21 +11.54
pmol/l
Kreatin klirensi | )5 (o5 0.48 + 0.04 0.21 +0.16 0.36 +0.13
ml/dk/100gxVA
FeNa %
0.62+0.13 0.51+0.11 226+ 2.20 0.56 + 0.26

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin
aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; LDH: Laktat Dehidrojenaz; Sire: Serum lire; Skrea: Serum kreatinin; Swa:
Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Sno: Serum NO; Tkrea: Idrar kreatinin; Ina: Idrar sodyum; ino: Idrar nitrik
oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrahi; K Grubu (kontrol), K+LK Grubu (kontrol + likopen), MABH Grubu
(Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1), MABH+LK Grubu (Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar: + likopen).
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Gruplar arast MDA diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamlt bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.01
diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.05
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Bobrek MDA diizeylerinin gruplara gére dagilimi

Sekil 6’da gosterildi.
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Sekil 6. Bobrek MDA diizeylerinin gruplara gore dagilim
Karsilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda **p<0.01,
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #p<0.05

Gruplar aras1 GSH diizeyinde K grubuna gére K+LK grubunda p<0.01 diizeyinde
anlamli bir artma gozlendi. K grubuna gére MABH grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir
artma gozlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.05 diizeyinde anlamli bir
artma gozlendi. Bobrek GSH diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 7°de gosterildi.
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Sekil 7. Bobrek GSH diizeylerinin gruplara gore dagilim
Karsilagtirmalar: K grubuna gore K+LK grubunda 24p<0.01;
K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #p<0.05

Gruplar arast NO diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamlt bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.05
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. MABH grubu ile MABH+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). Bobrek NO diizeylerinin
gruplara gore dagilimi Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 8. Bobrek NO diizeylerinin gruplara gore dagilimi
Karsilagtirmalar: K grubuna gére MABH grubunda *p<0.05
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Gruplar arast AST diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.01
diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.01
diizeyinde anlaml1 bir azalma gézlendi. Serum AST diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil

9’da gosterildi.
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Sekil 9. Serum AST diizeylerinin gruplara gore dagilim
Karsilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda **p<0.01,
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #p<0.01

Gruplar aras1t ALT diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.05
diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.05
diizeyinde anlaml1 bir azalma gozlendi. Serum ALT diizeylerinin gruplara gére dagilimi 10°da

gosterildi.

35



180

160

140

120

100

ALT (U/1)

80
60
40

20

Sekil 10.
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Serum ALT diizeylerinin gruplara gore dagilimi
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda *p<0.05;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #*p<0.05

Gruplar aras1 CK diizeyinde K grubu ile K+LK grubu ve K grubu ile MABH gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmedi (p>0.05). MABH grubuna gore

MABH+LK grubunda p<0.01 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Serum CK diizeylerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 11.

K+LK MABH MABH+LK

Serum CK diizeylerinin gruplara gore dagihim
Kargilagtirmalar: MABH grubuna gore MABH-+LK grubunda #p<0.01
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Gruplar arasi1 serum LDH diizeyinde K grubu ile K+LK grubu ve K grubu ile MABH
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). MABH
grubuna géore MABH+LK grubunda p<0.05 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Serum
LDH diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 12°de gosterildi.
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Sekil 12. Serum LDH diizeylerinin gruplara gore dagilim
Karsilastirmalar: MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #p<0.05

Gruplar aras1 serum iire diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gézlenmedi. (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda
p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda
p<0.05 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Serum iire diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Sekil 13’te gosterildi.
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Serum iire diizeylerinin gruplara gore dagilimi
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #*p<0.05

Gruplar arast serum kreatinin diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.001

diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.05

diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Serum kreatin diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Sekil 14’te gosterildi.
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Serum kreatinin diizeylerinin gruplara gore dagilim
Karsilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #p<0.05
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Gruplar aras1 serum Na diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi

(p>0.05). Serum Na diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 15°te gosterildi.
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Sekil 15. Serum sodyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Gruplar aras1 serum K diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi

(p>0.05). Serum K diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 16’da gosterildi.
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Sekil 16. Serum potasyum diizeylerinin gruplara gore dagilimi
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Gruplar aras1 serum NO diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.01
diizeyinde anlamli bir artma go6zlendi. MABH grubu ile MABH+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). Serum NO diizeylerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 17°de gosterildi.
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Sekil 17. Serum NO diizeylerinin gruplara gore dagilimi
Karsilagtirmalar: K grubuna gére MABH grubunda **p<0.01

Gruplar arasi idrar kreatinin diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir degisiklik gdzlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.001
diizeyinde anlamli bir azalma goézlendi. MABH grubu ile MABH+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik gdzlenmedi (p>0.05). idrar kreatinin diizeylerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 18’de gosterildi.
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Sekil 18. Idrar kreatinin diizeylerinin gruplara gore dagilim
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001

Gruplar arasi idrar Na diizeyinde K grubuna gére K+LK grubunda p<0.01 diizeyinde
anlaml1 bir azalma gozlendi. K grubu ile MABH grubu arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli
bir azalma gozlendi. MABH grubu ile MABH+LK grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). Idrar Na diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 19°da
gosterildi.
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Sekil 19. Idrar sodyum diizeylerinin gruplara gore dagilim
Karsilagtirmalar: K grubuna gére K+LK grubunda®*p<0.01;
K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001
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Gruplar aras1 idrar NO diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gézlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.001
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. MABH grubu ile MABH+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gézlenmedi (p>0.05). Idrar NO diizeylerinin gruplara
gore dagilimi Sekil 20°de gosterildi.
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Sekil 20. idrar NO diizeylerinin gruplara gore dagihm
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001

Gruplar arasi kreatin klirensi diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml: bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.01
diizeyinde anlamli bir azalma goézlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.05
diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. Kreatin klirensi diizeylerinin gruplara gore dagilimi

Sekil 21°de gosterildi.
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Sekil 21. Kreatin klirensi diizeylerinin gruplara gore dagilimi
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda **p<0.01;
MABH grubuna géore MABH+LK grubunda #p<0.05

Gruplar aras1 FeNa % diizeyinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH grubunda p<0.05
diizeyinde anlamli bir artma gézlendi. MABH grubuna gére MABH+LK grubunda p<0.05
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. FeNa diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 22°de

gosterildi.
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Sekil 22. FeNa diizeylerinin gruplara gore dagilimi
Karsilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda “p<0.05;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda #p<0.05
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Histopatolojik Bulgular

Calismamizda bobrek dokularinin histopatolojik incelenmesinde; 100 alanda, 0-4
skalas1 kullanilarak bobrek hasar1 derecesi ve % kast degerleri her bir sigan i¢in hesaplandi.
Hesaplanan bu degerler Tablo 7 ve 8’de gosterildi.

K grubundaki sicanlarin hematoksilen-eozin (HE) boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; mikroskobik kesitlerde tiibiil ve glomeriillerin normal
goriiniimde izlendi, herhangi bir nekroz veya kast olusumu gozlenmedi (Sekil 25).

K+LK grubundaki siganlarin HE boyali bobrek kesitleri 1s1k mikroskobunda
incelendiginde; K grubuna benzer ozelliklerde oldugu, bunlarin glomeriiler ve tiibiiller
yapilarinin normal goriiniimde oldugu izlendi. Glomeriillerde bir degisiklik gbéze carpmadi.
Tiibiillerde herhangi bir nekroz veya kast olusumu gozlenmedi (Sekil 26).

MABH grubundaki siganlarin HE boyali bobrek kesitleri 1sik mikroskobunda
incelendiginde tiibiil epitelinde nekroza rastlandi. Proksimal, distal ve kolektor tiibiil
liimeninde subkortikal alandan baslayan ve renal pelvise kadar uzanan kast seklinde dens
proteindz madde birikimi izlendi. Tibiillerde belirgin dilatasyon vardi. Distal tiibiil
hiicrelerinde hidrofik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti. Glomeriillerde
belirgin konjesyon disinda bir degisiklik goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler
yapilarda konjesyon mevcuttu. Tibiiler epitel hiicrelerde niikleer iriliesme ve niikleol
belirginlesme gibi rejenerasyon bulgulari izlendi (Sekil 27).

MABH+LK grubundaki siganlarin HE boyali bobrek kesitleri 151tk mikroskobunda
incelendiginde; MABH grubuna benzer sekilde tiibiillerde belirgin dilatasyon, tiibiil epitel
hiicrelerinde hidrofik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon goriildii. Glomeriillerde degisiklik
yoktu. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Tiibiil

epitelinde rejeneratif degisiklikler izlendi (Sekil 28).
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Tablo 7. Calisma gruplarimin bobrek hasari derecesi verileri

SN K Grubu K+ LK Grubu MABH Grubu | MABH + LK Grubu

o |k |O |k |O |0 |©O |O
o |©O |0 |k |O |k |O |O

O] ] N o] o] Al W] N =
w (W W
NN N PPN N P

[EEN
o

4 1

Ort+SD | 025+0.46 0.25 + 0.46 3.60 + 0.52 1.50 + 0.53

SN: Sira numarast; K Grubu (kontrol), K + LK Grubu (kontrol+likopen), MABH Grubu (Miyoglobiniirik Akut
Bobrek Hasar1), MABH + LK Grubu (Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1 +likopen)

Tablo 8. Calisma gruplarinin % kast degeri verileri

SN K Grubu K+ LK Grubu MABH Grubu MABH + LK Grubu
! 0 0 80 40

2 1 0 80 30

3 0 1 90 30

4 0 0 70 20

S 0 1 80 40

6 1 0 80 50

! 1 0 70 30

8 0 0 80 20

d 80 20

10 70 20

Ort+SD | 0.38+0.52 0.25+ 0.46 78.00 + 6.32 30.00 + 10.54

SN: Sira numarast; K Grubu (kontrol), K + LK Grubu (kontrol+likopen), MABH Grubu (Miyoglobiniirik Akut
Bobrek Hasar1), MABH + LK Grubu (Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1 +likopen)
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Gruplar arast bobrek hasar1 derecelerinde K grubu ile K+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH
grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gore MABH+LK
grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Bobrek hasari derecelerinin

gruplara gore dagilimi Sekil 23°te gosterildi.
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Sekil 23. Bobrek hasar1 derecelerinin gruplara gore dagilim
Karsilastirmalar: K grubuna gore MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda ##p<0.001
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Gruplar arast % kast degerlerinde K grubu ile K+LK grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamlt bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna géore MABH grubunda p<0.001
diizeyinde anlamli bir artma gbzlendi. MABH grubuna gore MABH+LK grubunda p<0.001
diizeyinde anlamli bir azalma go6zlendi. % kast degerlerinin gruplara gore dagilimi Sekil 24°te

gosterildi.
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Sekil 24. % kast degerlerinin gruplara gore dagihim
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda ##p<0.001
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Sekil 27. MABH grubunun bébrek kesiti [kortikal kisim (HEx200)]
Mavi ok: tubuler nekroz, Kirmizi ok: kast birikimi

Kirmizi ok: kast birikimi
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Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Calismamizda bobrek dokularmin immiinohistokimyasal incelenmesinde; olgular
sitoplazmik boyamanin yaygmligt ve yogunlugu agisindan degerlendirildi. Boyanma
yayginligt epitelyal komponent ylizdesi esas alinarak yapildi. Boyanma olmamasi 0, < %25
boyanma +1, %25-50 boyanma +2, %50-75 boyanma +3, > %75 boyanma +4 olarak
skorland1i. Boyanma yogunlugu ise, hi¢c boyanma gozlenmeyen olgularda 0, hafif boyanan
olgularda +1, orta yogunlukta boyanan olgularda +2, kuvvetli boyanan olgularda +3 olarak
skorlandi. Toplam immunohistokimyasal skorlama; boyanma yayginligt ve yogunlugu
skorlarmin g¢arpilmasi ile elde edilen iINOS sonuglar1 Tablo 9°da ve eNOS sonuglar1 Tablo
10’da verildi.

Immunohistokimyasal boyanma ile; K grubu ve K+LK grubunda iNOS ile proksimal
tiibiilde boyama izlenirken, distal kivrimli tiibiilde boyama izlenmedi (Sekil 31,32). eNOS ile
glomeriil kapillerinde ve distal kivrimli tiibiillerde boyama izlenirken proksimal tiibiil
boyunca boyama izlenmedi (Sekil 35,36). MABH grubunda iNOS ile siddetli, yaygin ve
yogun boyanma izlendi. eNOS ile fokal zayif boyama izlendi (Sekil 33,37). MABH+LK
grubunda iNOS ile fokal zayif boyama izlendi. eNOS ile siddetli, yaygin ve yogun boyanma
gozlendi (Sekil 34,38).
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Tablo 9. Gruplarin iNOS immiinohistokimyasal boyanma skorlari

K Grubu K+ LK Grubu MABH Grubu MABH + LK Grubu

SN Yogunluk | Yayginlik | Skor Yogunluk | Yaygmlik |  Skor Yogunluk | Yayginlik Skor Yogunluk | Yaygimlik Skor
! 10 2 20 30 1 30 70 3 210 40 2 80
2 20 1 20 20 1 20 80 3 240 40 2 80
3 10 2 20 10 2 20 8 3 240 50 2 100
4 20 2 40 20 2 40 80 3 240 40 1 40
> 30 1 30 30 1 30 90 2 180 60 2 120
6 20 1 20 20 2 40 70 3 210 50 2 100
! 10 2 20 20 1 20 80 3 240 40 3 120
8 20 1 20 20 2 40 70 3 210 40 2 80
d 90 3 270 50 2 100
10 80 3 240 60 2 120
Ort<SD | 1750+ | 150+ | 2375+ | 21.25+ | 150+ | 3000+ | 7180+ | 290+ | 22800+ | 47.00% | 200+ | 94.00=

7.07 0.53 7.44 6.41 0.53 9.26 23.60 0.32 2530 8.23 0.47 25,03

SN: Sira numarasi; K Grubu (kontrol), K + LK Grubu (kontrol+likopen), MABH Grubu (Miyoglobiniirik Akut Bébrek Hasar1), MABH + LK Grubu (Miyoglobintirik Akut Bobrek
Hasari+likopen)
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Tablo 10. Gruplarm eNOS immiinohistokimyasal boyanma skorlari

K Grubu K+ LK Grubu MABH Grubu MABH + LK Grubu

SN Yogunluk | Yayginlik Skor Yogunluk | Yayginlik Skor Yogunluk | Yayginlik Skor Yogunluk | Yaygmlik |  Skor
1 80 3 240 80 3 240 20 2 40 50 1 50
2 80 2 160 70 3 210 20 1 20 40 2 80
3 70 3 210 90 2 180 20 1 20 60 2 120
4 70 3 210 80 3 240 20 1 20 50 2 100
S 90 2 180 90 2 180 30 1 30 40 3 120
6 80 3 240 70 3 210 10 2 20 40 2 80
! 90 2 180 90 2 180 30 1 30 50 2 100
8 70 3 210 80 3 240 30 1 30 50 3 150
; 20 1 20 60 2 120
10 30 1 30 40 3 120
Ort+SD | 7875+ 2.63 + 203.75 + 81.25+ 2.63+ 210.00 £ 23.00 + 120+ 26.00 + 48.00 + 2.20 £ 104.00 +

8.35 0.52 28.75 8.35 0.52 271.77 6.75 0.42 6.99 7.89 0.63 28.36

SN: Sira numarast; K Grubu (kontrol), K + LK Grubu (kontrol+likopen), MABH Grubu (Miyoglobiniirik Akut Bébrek Hasar1), MABH + LK Grubu (Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari

+likopen)
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Gruplar arast bobrek iNOS aktivite skorlarinda K grubu ile K+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH
grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gore MABH+LK
grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Bobrek iNOS aktivite skorlarinin

gruplara gore dagilimi Sekil 29°da gosterildi.
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Sekil 29. Immiinohistokimyasal boyama yéntemi ile belirlenen bébrek iNOS

aktivite skorlariin gruplara gore dagilim
Kargilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gore MABH+LK grubunda ##p<0.001
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Gruplar aras1 bobrek iNOS aktivite skorlarinda K grubu ile K+LK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). K grubuna gére MABH
grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma gozlendi. MABH grubuna gore MABH+LK
grubunda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Bobrek iNOS aktivite skorlarinin

gruplara gore dagilimi Sekil 30°da gosterildi.
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Sekil 30. Immiinohistokimyasal boyama yontemi ile belirlenen bébrek eNOS

aktivite skorlarinin gruplara gore dagilim
Karsilastirmalar: K grubuna gére MABH grubunda ***p<0.001;
MABH grubuna gére MABH+LK grubunda ##p<0.001
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Sekil 31. K grubunun bébrek kesiti [ iNOSx200]
K grubunda iNOS antikoru ile fokal zayif boyanma izlendi

Sekil 32. K+LK grubunun bébrek kesiti [ iNOSx200]
K+LK grubunda iNOS antikoru ile K grubu ile benzer sekilde fokal
zayif boyanma izlendi
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| & 4 - :
Sekil 33. MABH grubunun bibrek kesiti [ iNOSx200]
MABH grubunda immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru ile
yaygin boyanma izlendi. Kirmizi ok: tiibiillerde boyanma.

Sekil 34. MABH+LK grubunun bobrek kesiti [ iNOSx200]
MABH-+likopen grubunda Immiinohistokimyasal olarak iNOS antikoru
ile genellikle fokal zayif boyanma izlendi.
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Sekil 35. K grubunun bobrek kesiti [ eNOSx200]
K grubunda immiinohistokimyasal olarak e NOS antikoru ile yaygin
boyanma izlendi.Kirmiz1 ok: tiibiillerde boyanma.

Sekil 36. K+LK grubunun bébrek kesiti | eNOSx200]
Kontrol+Likopen grubunda immiinohistokimyasal olarak e NOS
antikoru ile yaygin boyanma izlendi. Kirmizi ok: tiibiillerde boyanma.
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Sekil 37. MABH grubunun bobrek kesiti [ eNOSx200]
MABH grubunda eNOS antikoru ile fokal ve zayif boyanma izlendi.

Sekil 38. MABH+LK grubnun bobrek kesii [ eNOSxZO]
MABH+LK grubunda eNOS antikoru ile yaygin kuvvetli boyanma
izlendi. Kirmizi1 ok: tiibiillerde boyanma.
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TARTISMA

Rabdomiyoliz miyoglobiniiri, elektrolit bozuklugu ve siklikla ABH ile sonuglanan
iskelet kast hasarinin sonucu olusan klinik bir sendromdur. Rabdomiyoliz sonucu dolagima
salinan miyoglobinin bobrek hasarina sebep oldugu bilinmektedir. Insanlarda gelisen
MABH’ye 6zdes olarak kabul edilen ABH modeli hipertonik (%50’lik) gliseroliin si¢anlara
im enjekte edilmesiyle olusturulur. Bu model kas hasarma bagl olarak gelisen ABH nin en
¢ok kabul goren ve insanlarda gelisen MABH nin deneysel modeli olarak kullanilmaktadir.
Hipertonik gliseroliin im enjeksiyonu ciddi kas hasarma sebep olur. Bunun sonucu
intravaskiiler hacim azalmasi, ciddi kas hasar1 sonucu vazokonstriktor etkili endotoksik
sitokinlerin dolagima salinmasi, miyoliz ve hemoliz sonucu dolagima salinan Hem
proteinlerinin giiclii bir vazodilatatér olan NO’yu yakalayic1 etkileri bobrek damarlarinda
giiclii bir kontraksiyona neden olur. Bunun sonucunda bdbrek fonksiyonlarinda azalma,
oksidatif stres parametrelerinde artma, NO diizeylerinde azalma oldugu ve histopatolojik
olarak bobrek hasarinin arttig1 birgok calismada rapor edilmistir (1,2,4).

Deneysel MABH’ nin incelendigi c¢alismalarda gliseroliin 5, 6, 7, 8 ve 10 ml/kg
dozunda verildigi ve 6. 24. 48. 72. 96. ve 120. saatlerde ki etkilerinin incelendigi birgok
caligma literatiirde mevcuttur (4,58-61). Laboratuvarimizda daha 6nce 6. 24. 48. ve 96.
saatteki ABH’de farkli ajanlarin etkilerinin incelendigi calismalar yapilmistir. Mevcut
calismamizda 8 ml/kg dozunda gliseroliin im verildikten sonra 1. saat, 24. saat, 48. saat ve 72.
saatte 10 mg/kg dozunda likopenin tedavi edici etkileri arastirildi. Kas i¢i SF ve gavaj ile 1.
24. 48. ve 72. saatlerde misir yagi verilen K grubumuzun tiim parametreleri bazal olarak
alindi. Bu grubun bobrek kesitleri histopatolojik olarak incelendiginde glomeriillerde,

tiibiiliislerde ve intersiyel alanda patolojik bir bulguya rastlanmadi.
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Kas ici SF verilen 1. 24. 48. ve 72. saatlerde gavaj ile likopen verilen K+LK grubunda
K grubuna gore glutatyon diizeyinin anlamli olarak arttig1 ve idrar Na® atiliminin azaldigi
goriildii. Palabryik ve ark. (6) okratoksin A’nin sigan bobreginde olusturdugu hasara kars1 14
giin boyunca saglikli hayvanlara 4 mg/kg dozunda gastrik gavaj yoluyla likopen verilmesinin
anlamli diizeyde plazma ve bobrek total glutatyon diizeyini arttirdigi bildirilmistir. Bu veriler
bizim ¢aligma sonuglarimizi dogrulamaktadir. Biiyiiklii ve ark. (12) kontrast maddelerin sigan
bobreginde yaptig1 hasara kars1 10 giin siireli 4 mg/kg dozunda likopen verilmesinin glutatyon
diizeyinde anlamli1 bir degisiklik olusturmadigi bildirilmistir.

Kas i¢i gliserol uygulanarak deneysel MABH gelistirilen ve gavaj ile misir yagi
verilen MABH grubu sicanlarin verileri kontrol grubu olan K grubu ile karsilastirildiginda
serum iire, kreatinin, ALT, AST, MDA, total glutatyon, serum NO, FeNa seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artma, idrar kreatin, idrar Na*, idrar NO, bobrek NO
diizeyleri ile kreatin klirensi istatistiksel olarak anlamli azalma goriildi. Bu gruptaki
sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde tiibiil epitelinde
yaygin nekroz, proksimal, distal ve toplayici kanal liimenlerinde subkortikal alanda baslayan
ve bobrek pelvisine kadar uzanan kast seklinde dens proteniéz madde birikimi izlendi.
Glomeriillerde belirgin konjesyon, tiibiillerde dilatasyon dikkat ¢ekti. Peri-tiibiiler stromada
O0dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Mevcut ¢alismamizda ki histopatolojik
degerlendirmeye bagli gorillen bulgularimiz daha oOnce yapilan deneysel MABH
calismalarinin sonuglart ile benzerlik gosterdi (2,4,62,63). Karaciger, kalp, kas dokusu,
bobrek ve beyinde bulunan ve bu dokulardaki hasara bagli olarak kandaki seviyesi yiikselen
AST calismamizda da benzer sekilde anlamli diizeyde yiikselme gozlendi. Daha ¢ok karaciger
hasarinin bir gostergesi olarak kullanilan ALT diizeylerinde de anlamli diizeyde bir artma
saptand1. AST baslica iskelet kasi ile kalp kasi, karaciger ve eritrositlerde lokalizedir. Toksik
karacigerin bir belirteci olarak ALT ve AST diizeyleri kullanilmasina ragmen iskelet kasi
hasar1 durumunda da aktiviteleri anlamli diizeyde artmaktadir (64-66). Iskelet kas1 ve kalp
kas1 hasarina bagl olarak CK enzim aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gorildii.
Daha 6nce laboratuvarda yapmis oldugumuz 6. saatte ve 24. saatlerde ki seviyesi anlamli
diizeyde yiiksek goriilmesine ragmen 48. ve 96. saatlerde anlamli diizeyde bir artis
goriilmemistir (67). Bizim laboratuvar ¢alismalarimiza gére LDH diizeylerinde de 6.-24. ve
48. saatte anlamli goriilen artis 96. saatte anlamli goriilmemistir (67). Mevcut ¢alismamiz
daha &nce laboratuvarda yaptigimiz ¢aligmalarin sonuglariyla uyumluluk gostermistir. Iskelet

kasinin fonksiyonel durumunun belirlenmesinde hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda
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serum CK, LDH, miyoglobin, AST, troponin ve K" kas hasarmin belirtegleri olarak yaygin
kullanilirlar (64). Deneysel MABH modelinin farkli zaman periyotlarinda kas hasari
belirtecleri olarak CK, AST ve ALT nin kullanildig1 ¢calismalarda AST ve ALT diizeylerinin
24. saatlerde pik yaptig1 ve 48. saatlerde yine yiiksek olarak kaldiklar1 gosterilmistir (66,68).
Bu ¢aligmada serum CK diizeyinin ise ilk 12 saatte pik yaptig1 ve daha sonra hizla diistiigi
gosterilmistir (66,68). Plotnikov ve ark.’nin ¢alismalarinda LDH ve ALT diizeylerinin 1.
Giinde arttig1 daha sonraki zaman dilimlerinde azaldigi rapor edilmistir (69). Bu sonuglar
bizim ¢alisma sonuclarimizi desteklemektedir.

Mevcut ¢alismamizda glomeriiler fonksiyon bozuklugunun gostergesi olan serum fire
ve kreatinin diizeylerinde goriilen belirgin artis daha once laboratuvarimizda yapilan
caligmalar ve mevcut literatiir bulgulariyla uyumluluk gostermektedir (2,4,62,70-72).
Glomertiler filtrasyon hizinin bir gostergesi olan kreatin klirensindeki azalmada Onceki
calisma sonuglari ile benzerlik gosterdi (63,71,73,74). Calismamizda tiibiiler fonksiyonun bir
gostergesi olan FeNa atiliminda anlamli derecede artis onceki g¢aligmalarda oldugu gibi
tibiiler fonksiyon bozuklugunu gostermistir (75). Serbest radikaller MABH’nin
patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. Kas hasari sonucu dolasima gecen miyoglobinin
plazma esik seviyesi olan 1.5 mg/dl’i gecince glomeriillerden filtre edilir. Proksimal tiibiilde
endositoz yoluyla geri emilirler. Geri emilim sirasinda miyoglobinin pargalanmasiyla agiga
¢ikan serbest demir bir gecis elementi oldugu i¢in hizla elektron alisverisinde bulunabilir. Bu
durumda serbest demir, hem serbest radikal olusumunu kolaylastirir hem de kendisi serbest
radikal olabilir (23,24). Deneysel MABH’de serbest radikallerin bir gostergesi olan lipid
peroksidasyonunun son {iriinii MDA seviyelerinin anlamli diizeyde artisinin goriildiigii bir cok
calismada rapor edilmistir (2,4,62,70,76). Daha Onceki ¢alismalarimizda 96. saatte MDA
seviyesindeki artis anlamli goriilmemesine ragmen ancak bu ¢aligmamizda MDA seviyesi
anlaml diizeyde yiliksek bulunmustur (67). Ancak farkli zaman dilimlerinde yapilan birgok
calismada sican bobregindeki MDA diizeyinlerindeki anlamli artig, bizim calismamiz ile
uyumluluk gostermektedir (2,4,62).

En giiclii endojen antioksidan olan glutatyon diizeylerinde bir artis goriildii. Bu artis
daha 6nce laboratuvarimizda yapmis oldugumuz artisla paralellik gosterdi (67). Bu ¢alismada
ki yiikselme total glutatyon diizeyindeki artis1 gostermektedir. Ileriki ¢aligmalarda okside ve
rediikte glutatyon diizeylerinin arastirilarak glutatyon diizeyinde goriilen bu artisin okside
glutatyondan m1 yoksa rediikte glutatyondanmi oldugu ayri ayri arastirilmasi gerektigini

diisiiniiyoruz.
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Nitrik oksit, NOS enzimlerinin katalizledigi bir dizi reaksiyon sonucunda L-arginin
amino asidinden sentezlenir. Bobreklerde glomeriiler hemodinamigin kontroliinde, tiibiilo
glomeriil feedback mekanizmasinda, renin salgilanmasinda, su ve Na® atiliminin
diizenlenmesinde rol oynadigi rapor edilmistir (31,36,77). NO normal kosullarda eNOS
tarafindan sentezlenir ve mikro sirkiilasyonun diizenlenmesinde ve trombosit adezyonunun
inhibisyonunda 6nemli rol oynar. eNOS intra renal arteriollerde, glomeriiler kapillerde,
afferent ve efferent arterlerde, vaza rektada, glomeriiler endotelyal hiicrelerde, kortikal damar
endotelinde bulunmaktadir. iINOS enzimi ise mediiller Henlenin ¢ikan kalin kolunda,
glomeriilusta, proksimal tiiblilin S3 segmentinde, kortikal toplayict kanallarda ve
inflamasyonla iliskili bobrek hastaliklarinda ise mezangial hiicrelerde, pepiller interstisyel
hiicrelerde ve glomertillerde bulunmaktadir. MABH’de bobrek NO iiretimindeki azalmanin
bobrek hasarini arttirabilecegi bildirilmektedir (5,36,78).

Immiinohistokimyasal yéntemlerle inceledigimiz iNOS aktivitesi MABH grubunda
belirgin olarak arttigi goriildii. eNOS aktivitesinde ise anlamli diizeyde azalma goriildii. Son
zamanda bu modelde yapilan caligmalarda iNOS ve eNOS sonuglar1 bizim sonuglarimiz ile
benzerlik gostermektedir (66,68,79).

Calismamizda bobrek NO diizeyi azalmasi serum NO diizeyi artisi ve idrar NO
diizeylerindeki azalma bir¢ok calisma sonuglari ile benzerlik gosterdigi rapor edilmektedir
(2,4,63).

Literatiirdeki birgok caligmada gliserol verilerek olusturulan MABH’de bobrek NO
diizeylerindeki azalmanin bobrek fonksiyon azalmasinda ©nemli rol oynadigi ifade
edilmektedir. Laboratuvarimizda ve literatiirdeki bir¢ok g¢alismada bobrek NO diizeyinde
azalmanin oldugu rapor edilmistir (4,63,80).

Calismamizda %50 gliserol enjeksiyonundan 1, 24, 48 ve 72. saatlerde gavaj yolu ile
10 mg/kg dozunda likopen verilen MABH+LK grubu ile ABH gelistirilen MABH grubu
karsilastirdigimizda yiikselmis olan serum CK, LDH, AST, ALT enzim aktiviteleri ile serum
ure, kreatinin diizeyleri bobrek MDA diizeyi ve FeNa atilimiin anlamli diizeyde azaldigi
tespit edildi. Diger taraftan GSH, kreatin klirensinde anlaml1 diizeyde artma goézlendi. Yapilan
literatiir aragtirmalaria gore bircok deneysel bobrek hasar1 modelinde likopenin tedavi edici
etkisinin oldugu rapor edilmistir (8,10-16,50,81-89). Iskelet kasi1 hasarina bagli olarak olusan
nefrotoksisiteye karsi likopenin etkisinin incelendigi herhangi bir calismaya rastlanmadi.

Sicanlarda kontrast madde vererek olusturulan bobrek hasart modelinde 10 mg/kg

dozunda likopen 10 giin siiresince verilen ¢aligmada, bobrek fonksiyon belirtecleri olan serum
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tire, serum kreatinin ile lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA diizeylerinde anlaml1
diisme, GSH diizeyi, GSH-Px, CAT ve SOD aktivitelerinde anlamli artma oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica immiinohistokimyasal olarak artan INOS ekspresyonunun likopen
tedavisi ile azaldig1 bildirilmistir. Inflamatuar hiicre inftrasyonunda ve nekrotik dejeneratif
degisikliklerde anlamli diizeyde azalma oldugu bildirilmistir (12). Siganlarda sisplatin vererek
olusturulan nefrotoksisitede 6 mg/kg dozunda likopenin 10 giin siiresince Verilen bir
calismada, oksidatif stres parametreleri olan serum iire, serum kreatinin ve MDA diizeylerinde
anlamli bir diisme oldugu, histopatolojik incelemeler sonucu ise tiibiiler nekroz, tiibiiler atrofi,
intertisyel inflamasyon, intertisyel 6dem, vakuollesme ve firga sinir kaybinda azalma oldugu
bildirilmistir (13). Sicanlarda gentamisin vererek olusturulan nefrotoksisitede 4 mg/kg
dozunda likopenin 10 giin siiresince gavaj yolu ile verilen bir calismada, likopenin
gentamisinden Once verildigi ve gentamisin ile es zamanl verildigi iki tane likopen grubu
olusturulmustur. Likopenin ©6n tedavi olarak verildigi grupta yiikselmis olan MDA
seviyesindeki diismenin ve azalmis olan GSH-Px seviyelerindeki artisin anlamli diizeyde
olmadig1 ancak likopenin es zamanli olarak verildigi grupta MDA ve GSH-Px diizeylerinde
anlamli bir degisiklik oldugu rapor edilmistir. Ayn1 zamanda her iki likopen grubunda da
plazma iire, kreatinin, GSH, CAT ve tiibliler nekrozunun anlamli derecede diistiigi
gosterilmistir (10). Sicanlara 45 dk iskemi/24 saat reperfiizyon uyguladiklari bdbrek
iskemi/reperfiizyon modelinde likopen 4 mg/kg dozunda 2 giin boyunca gavaj yoluyla
uygulanan calismada, oksidatif hasar belirtecleri olan GSH-Px, GSH, CAT ve SOD
diizeylerinde ki yiikselmelerin ve MDA seviyesindeki azalmanmn anlamli olmadig: rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda enflamasyon, tikaniklik, tiibiillerde degisiklik, Bowman kapsiiliinde
dilatasyon, proteinli kast, dejenerasyon ve nekrotik alanlarin incelendigi histopatolojik
bulgulardaki azalmanin da anlamli diizeyde olmadigi bildirilmistir (14). Sicanlara 45 dk
iskemi/6 saat reperfiizyon uyguladiklari bobrek iskemi/reperfiizyon modelinde iskemiden 30
dakika once 100 mg/kg tek doz likopen gavaj ile uygulanan ¢alismada, iire, kreatinin, MDA
diizeylerinde diisme ve GSH diizeylerinde artis goriilmiis ancak anlamli bulunmamustir.
Histopatolojik incelemelerde de tiibiiler nekrozdaki azalma anlamli diizeyde bulunmazken,
tiibiiler dilatasyon, tiibiiler vakuolizasyon ve firgamsi smir kaybindaki azalma anlamli
diizeyde bulunmustur (15). Siganlarda siklosporin A verilerek olusturulan bobrek hasari
modelinde likopen 10 mg/kg dozunda 21 giin siiresince gavaj ile verilerek tedavi edici
etkisinin incelendigi calismada, iire, kreatinin, Ca?*, CAT, TBARs seviyelerinde anlaml

azalma, GSH, GSH-Px diizeylerinde anlamli artma oldugu rapor edilmistir. Tiibiiler nekroz,
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tiibiiler dejenerasyon, tiibliler dilatasyon, kast olusumu, inter tiibiiler fibrosiste anlamli
diizeyde bir azalma oldugu bildirilmistir (81). Farelerde kolistin vererek olusturulan
nefrotoksisitede likopen 5 ve 20 mg/kg dozlarinda 7 giin siiresince kolistin verilmeden 2 saat
once oral olarak uygulandig1 bir ¢alismada, likopenin 5 mg/kg dozunda uygulandigi grupta
bobrek NO’daki azalma ve SOD’daki artis anlamli diizeyde bulunmazken, likopenin 20
mg/kg dozunda uygulandigi grupta anlaml diizeyde bulunmustur. Her iki likopen dozunda da
BUN, kreatinin, MDA ve iNOS eksprasyonunda ki anlamli azalma ve CAT, GSH’ta da
anlamli bir artis oldugu rapor edilmistir. Histopatolojik olarak tiibiiler nekroz, dilatasyon ve
hasarda azalma likopenin koruyucu 6zelliginini dogrulamistir. Apoptozisin belirtegleri olan
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri kolistin grubundaki belirgin artisa karsi her iki likopen
dozunda da anlamli diizeyde azaldig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismaya gore likopen Nfr-2/HO-1
yolaginini aktive ederek koruyucu rol oynadigi bildirilmistir (8). Siganlarda civa kloriir ile
olusturulan bobrek hasart modelinde likopenin 40 mg/kg dozda gavaj ile tek doz uygulandigi
calismada, bobrek fonksiyon ve oksidatif stres biyobelirtegleri incelendiginde BUN, MDA,
ROS anlaml diizeyde azalma goriiliirken, oksidatif stresin azaldigini gosteren belirtecler
SOD, GSH-Px anlamli diizeyde artarken GSH anlamli diizeyde azaldigi bildirilmistir (11).
Sicanlarda adriamisin verilerek olusturulan nefrotoksisitede likopenin 4 mg/kg dozunda gavaj
ile verilerek likopenin koruyucu ve tedavi etkisini incelendigi ¢alismada, likopenin tedavi
edici olarak verildigi grupta MDA ve GSH diizeylerinde azalma anlamli olarak rapor
edilirken, likopenin hem koruyucu hem de tedavi edici olarak verildigi her iki grupta da
kreatinin, iire, GSH-Px parametrelerdeki azalma ve CAT diizeyindeki artis anlaml diizeyde
bulunmadigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda glomeriiler konjesyon, tiibiiler nekroz, hyalin
kast, intra tiibliler hemoraji, tiibiiler dejenerasyon ve tiibiiler dilatasyondaki normallesme
adriamisin uygulamasindan sonra likopen verilen grupta daha belirgin oldugu bildirilmistir
(82). Siganlarda deltametrin ile olusturulan nefrotoksisitede likopenin 1 mg/kg dozunda 30
giin boyunca verdigi calismada tiibliler nekroz, tiibiiler dejenerasyon, tiibiiler dilatasyon,
tiibiiler vakuolizasyon ve bazal membran kalinlagmasinda azalma oldugu rapor edilmistir
(83). Sigcanlarda sisplatinin neden oldugu nefrotoksisitede likopenin 4 mg/kg dozunda gavaj
ile uygulanan bir c¢aligmada, likopenin, siklosporin verilmeden once uygulandigi ve
siklosporin verildikten sonra uygulandigi iki tane likopen grubu olusturulmustur. Likopenin
on tedavi olarak verildigi grupta iire ve tiibliler nekroz anlamli diizeyde azalirken sisplatin
uygulamasindan sonraki likopen tedavisinde iire ve tiibiiler nekrozda bir degisiklik

goriilmemistir. Her iki likopen grubunda da kreatin, MDA, GSH-Px diizeylerinde anlamli bir
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azalma goriiliirken, GSH, CAT diizeyinde anlamli bir artis oldugu rapor edilmistir (16).
Sicanlarda yanik olusturarak termal hasara bagli bobrek hasart modelinde 50 mg/kg dozunda
likopenin gavaj yoluyla uygulandigi calismada, MDA seviyesinde anlamli azalma, GSH,
SOD ve CAT diizeylerinde anlamli bir artis oldugu rapor edilmistir (84). Sicanlarda
obsturiktif sarilikta 100 mg/kg dozunda likopenin 14 giin boyunca gavaj yolu ile verildigi bir
calismada, ALT, AST, direk biluribin, MDA, NO diizeylerinde anlamli azalma goriiliirken,
GSH, CAT, SOD ve GST diizeylerinde anlamli derecede arttigi rapor edilmistir.
Histopatolojik bulgulara bakildiginda ise glomeriiler hasar, intertisyel inflamasyon, tiibiiler
nekroz, tlibiiler dilatasyon, hidropik dejenerasyon ve tiibiiler dokiilmede anlamli diizeyde bir
azalma oldugu bildirilmistir (85). Sigcanlarda doksorubisin ile olusturulan nefrotoksisitede 5
mg/kg dozunda likopenin 24 giin boyunca gavaj yolu ile verildigi calismada, MDA, iire
anlamli diizeyde azalma goriiliirken kreatinin diizeyinde ki azalma anlamli diizeyde olmadigi
bildirilmistir. Rediikte GSH, CAT artma ve SOD, Glutatyon s transferazda azalma anlamli
diizeyde oldugu bildirilmistir. Glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidozdaki artis anlamli
diizeyde bulunmamustir. Histopatolojik olarakta bobrek hasarinda azalma oldugu bildirilmistir
(86). Sicanlara kadmiumun verdigi bir ¢aligsmada, likopen 10 mg/kg dozunda 20 giin siiresince
gavaj yolu ile verilmistir. MDA, Plazma NO, CAT diizeyinde anlamli bir azalma, GSH-Px
diizeyinde anlamli artis oldugu rapor edilirken, doku NO diizeyindeki artisin anlaml
olmadigin1 ve SOD seviyesinin degismedigi rapor edilmistir (87). Farelerde anti-diyabetik
nefropati ¢aligmasinda 40 ve 80 mg/kg dozunda likopen uygulamasinin enflamatuvar yanit ve
oksidatif stresi azaltilmasmin koruyucu etkilerinin arastirildigi ¢alismada, her iki likopen
dozunda da 24 saatlik protein iiri, MDA diizeyinde anlamli bir azalma, SOD ve GSH-Px
diizeyinde anlamli artma oldugu rapor edilmistir (88). Sicanlarda streptozotosin verilerek
olusturulan diabet modelinde bobrek fonksiyonlari iizerine likopenin olumlu etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, 20 mg/kg dozunda 8 hafta boyunca gavaj ile likopen verilmistir.
BUN, kreatin, iire protein, MDA diizeylerinde anlamli azalma goriiliirken SOD anlamli artig
oldugu rapor edilmistir (89).

Likopenin farkli ajanlarla bobrek hasari olusturulan deneysel modellerde bobrek
hasarina kars1 koruyucu rol oynadigi bir¢ok calismada gosterilmistir. Mevcut calismamizda
yiikselmis olan serum CK, LDH, AST, ALT enzim aktiviteleri ile serum iire, kreatinin
diizeyleri bobrek MDA diizeyi ve FeNa atiliminin anlamli diizeyde azaltarak, diger taraftan
GSH, kreatin klirensinde anlamli diizeyde artirarak koruyucu rol oynadigi gosterildi.

Caligmamizda likopenin NO diizeyleri iizerinde anlamli degisiklik olusturmadigi goriildii.
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Ancak bobrek dokusundaki immiinohistokimyasal incelemelerde likopen tedavisi verilen
MABH grubunda diigmiis olan eNOS yogunlugu ve yayginliginin anlamli diizeyde arttigi,
artmis olan iINOS yogunlugu ve yayginligi ise anlaml diizeyde azaldig1 goriildii. Likopen
tedavisinin NO diizeyleri ile anlamli degisiklikler olusturmamasinin birka¢ nedeni olabilir.
Likopen literatiirde bir¢ok ¢alismada 10 mg/kg kullanilmasina ragmen, Aydin ve ark’nin (85)
calismalarinda NO diizeyinde anlamli degisiklik oldugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada 14
giin boyunca 100 mg/kg dozunda gavaj yoluyla Ilikopen verildigi goriilmektedir.
Renciizogullar1  ve Erdogan’in (87) yaptiklari ¢alismada siganlarda  karmiyum
nefrotoksisitesine karsi 20 giin boyunca 10 mg/kg dozunda likopen verilmesinin plazma NO
diizeyini anlamli diizeyde azalttigi, bobrek NO diizeyindeki artisin anlamli olmadigini
bildirmistir. Mevcut literatliir calismalarinda likopenin yiiksek ve tekrarlayan dozlarda
verilmesinin NO diizeylerinde anlaml degisiklikler olusturdugu goriilmektedir. Calismamizda
likopenin 4 doz ve 10 mg/kg dozunda verilmesinin etkilerinin daha az goriilmiis olmasina
neden olabilir. Ayrica deneysel MABH patogenezinde etkili faktdrlerin diger deneysel bobrek
hasar1 modellerinden farkli olmasi sonucunda olabilir.

Calismamizin bulgular1 mevcut literatiir sonuclari ile degerlendirildiginde siganlarda
yapmis oldugumuz deneysel MABH’de likopen tedavisinin birgok parametre {izerinde
koruyucu etki gosterdigi goriildii. Mevcut bulgularimiz ve literatiir sonuglari bir arada
degerlendirildiginde likopenin deneysel MABH modelinde tedavi edici etki mekanizmasini
kesin olarak gostermekte yetersiz kalmaktadir. Bu konuda likopenin farkli dozlarda ve
stirelerde verilerek bobrek kan akimi, bobrek fonksiyonlari, oksidatif hasar derecesini
gosteren parametreler ile NO metabolizmas1 iizerindeki etkilerini, ultrastiiriiktiirel
degisikliklerin elektron mikroskobu ile gosterilmesi ve molekiiler diizeyde arastirmalar
yapilmas1 gerektigi diisiincesindeyiz. Bu c¢aligmalarin 6n klinik ¢aligmalara 151k tutacagi
goriisiindeyiz. Klinik caligmalarda insanlarda likopen kullaniminin yan etkiler olusturmamasi
bu ajanin iskelet kasi hasar1 sonucu goriilen bobrek hastaliklarinda tedavi protokollerine

eklenmesi icin klinik ¢aligmalara ihtiyac oldugu diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda deneysel MABH nin sican bobreklerinde yol agtigi oksidatif hasarda,
iskelet kasi hasar1 olustuktan sonra likopen verilmesinin; antioksidan enzimler; MDA, NO,
GSH diizeylerine, bobrek fonksiyonlari, histopatolojik ve immiinohistokimyasal degisiklikler
tizerindeki etkilerini inceledik.

Karsilastirilan deney gruplarinin sonuglari incelendiginde;

K grubuna gore sadece likopen verilen K+LK grubunda, incelenen parametrelerden
GSH diizeyinin anlamli olarak yiikseldigi, idrar Na* atthminda istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu goriildii.

K grubuna gore %50’lik gliserol ile iskelet kas1 hasar1 olusturulan MABH grubunda,
incelenen parametrelerden bobrek fonksiyon belirtecleri olan serum iire, serum kreatinin
diizeylerinde, ALT, AST, MDA, total glutatyon, serum NO seviyelerinde, tiibiiler
fonksiyonun gostergesi olan FeNa atiliminda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artma, idrar
kreatin, idrar Na*, idrar NO, bobrek NO diizeyleri ile glomeriiler filtrasyonun belirteci olan
kreatin klirensinde istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii. Histopatolojik kesitlerde
yapilan incelemelerde nekroz ve tiibiiler kast birikimi izlendi. immiinohistokimyasal olarak
aktiviteleri incelenen iNOS aktivitelerinde anlamli yiikselme, eNOS aktivitelerinde ise
anlaml diisiis goriildii. Bu sonuglar modelimizin olustugunu géstermektedir.

MABH grubu ile %50’lik gliserol ile iskelet kas1 hasar1 olusturulduktan sonra 1, 24,
48 ve 72. saatlerde likopen verdigimiz MABH+LK grubunda, incelenen parametrelerden

serum CK, LDH, AST, ALT enzim aktiviteleri ile serum iire, kreatinin diizeyleri bobrek
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MDA diizeyi ve FeNa atilimmin anlamli diizeyde azaldigi, GSH ve kreatin klirensinde
istatistiksel olarak anlamli artma goriildii. Histopatolojik kesitlerde yapilan incelemelerde
nekroz ve tiibiiler kast birikiminde anlamh diizeyde azalma izlendi. Immiinohistokimyasal
olarak aktiviteleri incelenen iNOS aktivitelerinde anlamli diisme, eNOS aktivitelerinde ise
anlamli yiikselme goriildi.

Bu sonuglar dikkate alindiginda, likopenin gliserol ile olusturulan MABH {izerindeki
koruyucu etkilerinin incelendigi ¢alismamizda bir¢ok parametre tizerinde koruyucu etki
gosterdigi ancak likopenin deneysel MABH modelinde tedavi edici etki mekanizmasini kesin

olarak gostermekte yetersiz kaldig1 goriildii.
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OZET

Miyoglobiniirik akut bobrek hasariin fizyopatolojisinde nitrik oksit ve reaktif oksijen
metabolitlerinin 6énemli rol oynadigi bildirilmektedir. Calismamizda antioksidan etkisi olan
likopenin, miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda nitrik oksit, bobrek fonksiyonlart ve bobrek
hasari iizerindeki etkilerini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda erkek Spraque Dawley sican kullanildi. Kontrol ve Kontrol+Likopen
gruplarindaki sicanlara fizyolojik serum, Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari ve
Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari+Likopen gruplarindaki, siganlara %50°lik gliserol
soliisyonundan 8 ml/kg dozunda intramiiskiiler enjekte edildi. Kontrol ve Miyoglobiniirik
Akut Bobrek Hasari gruplarindaki siganlara misir yagi, Kontrol+Likopen ve Miyoglobiniirik
Akut Bobrek Hasari+Likopen gruplarindaki siganlara da 1, 24, 48 ve 72 saat sonra 10 mg/kg
dozunda likopen gavaj yolu ile verildi. Sicanlarin idrar 6rnekleri, 96. saatte anestezi altinda
kanlar1 ve her iki bobregi almarak Stenazi uygulandi. Iki grup arasindaki farkin anlamlilig
icin Mann-Whitney U testi kullanildi.

Calismamizda Kontrol grubu ile Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari grubu
parametreleri karsilagtirildiginda; Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasari grubu serum fiire,
kreatinin diizeyleri, bobrek glutatyon diizeyi, histopatolojik olarak bobrek hasari ve tiibiiler
kast birikimi (p<0.001), serum NO diizeyi, AST aktivitesi (p<0.01), ALT aktivitesi, FeNa
atilimi, malondialdehit diizeyinde (p<0.05) anlamli artma bulundu. Ayni grupta glomertiler
fonksiyonun bir gostergesi olan kreatinin klirensi (p<0.01), bobrek NO diizeyinde (p<0.05)
anlamli azalma goriildii. Miyoglobiniirik Akut Bobrek Hasar1 grubu ile Miyoglobiniirik Akut
Bobrek Hasari+Likopen grubu karsilastirildiginda; bobrek fonksiyonlar: ile oksidatif hasar

parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli iyilesmeler oldugu gozlendi (p<0.05).
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Miyoglobiniirik akut bobrek hasarinda likopenin antioksidan aktivite gostererek
bobrek hasart ve fonksiyonlari iizerinde koruyucu rolii oldugu gorildi. Likopenin
rabdomiyoliz sonrasi gelisen akut bobrek hasarina karsi tedavi protokollerine eklenerek klinik

caligmalar yapilmasinin yararli olabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Miyoglobiniirik akut bobrek hasari, likopen, lipid

peroksidasyonu, nitrik oksit, rabdomiyoliz
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THE EFFECTS OF LYCOPENE ON MYOGLOBINURIC ACUTE
KIDNEY INJURY

SUMMARY

It is reported that the nitric oxide and reactive oxygen metabolites have an important
role on the physiopathology of myoglobinuric acute kidney injury. In this study, we aimed to
investigate the effects of lycopene, as an antioxidant, on the kidney injury, renal functions and
nitric oxide in the myoglobinuric acute kidney injury.

In this research, male Spraque Dawley rats were used. The rats in Control and
Control+Lycopene groups were injected physiological saline solution, the ones in
Myoglobinuric Acute Kidney Injury and Myoglobinuric Acute Kidney Injury+Lycopene
groups were injected 8 mil/kg intramuscular glycerol (%50). The ones in Control and
Myoglobinuric Acute Kidney Injury groups were received corn oil, the ones in group Control
and Myoglobinuric Acute Kidney Injury+Lycopene groups were also taken 10 ml/kg
lycopene via gavage after 1, 24, 48 and 72 hours. The rats were euthanized by collecting the
24-hour urine samples, taking the blood under anesthesia at the 96 hour and taking both of
their kidneys. Mann-Whitney U test was used to investigate the relevance of the difference
between two groups.

When the parameters of Control and Myoglobinuric Acute Kidney Injury groups were
compared, there was a significant increase in the serum urea, creatinine, NO levels, AST

(p<0.01) and ALT activities, kidney tissue glutathione, histopathological renal damage and
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tubular cast accumulation (p<0.001) and FeNa release and the malondialdehyde levels
(p<0.05) in Acute Kidney Injury group. In the same group, there was a significant decrease in
the renal NO level (p<0.01) and in the clearance of creatinine ratio (p<0.05). When
Myoglobinuric Acute Kidney Injury and Myoglobinuric Acute Kidney Injury+Lycopene
groups were compared, we observed that lycopene treatment had some positive effect on the
renal functions and oxidative stress indicators (p<0.05).

Lycopene was found to be potential protective agent on renal failure and renal
functions in the Myoglobinuric Acute Kidney Injury. We suggest that it could be useful
adding the lycopene to the treatment protocols against acute kidney injury development after
rhabdomyolysis.

Key Words: Myoglobinuric acute kidney injury, lycopene, lipid peroxidation, nitric

oxide, rhabdomyolysis
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