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SIMGE VE KISALTMALAR

ABY : Akut Bobrek Yetmezligi

ATN : Akut Tiibiiler Nekroz

ATP : Adenozin trifosfat

BH4 : Tetrabiyopterin

CAT : Katalaz

cGMP : Siklik Guanozin Monofosfat

eNOS : Endotelial Nitrik Oksit Sentaz

FAD : Flavin Adenin Dinukleotid

FMN : Flavin Mononukleotid

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Okside Glutatyon

GSSG : Redukte Glutatyon

GST : Glutatyon S Transferaz

H,0; : Hidrojen peroksit

HO : Hem oksijenaz enzimi

iNOS : Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
mABY : Miyoglobiniirik Akut Bobrek Yetmezligi
MDA : Malondialdehit

NADP : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Okside)

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Rediikte)
NO : Nitrik Oksit
NOS : Nitrik Oksit Sentaz
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Stiperoksit Radikali
Singlet Oksijen
Hidroksil Radikali
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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY), saatler veya giinler icinde bobrek fonksiyonlarinin
hizla bozulmasi sonucunda plazma iire ve kreatinin diizeylerinin yiikselmesiyle ortaya ¢ikan
bir sendromdur (1).

Rabdomiyoliz iskelet kas1 hiicrelerinin hasara ugramasiyla toksik hiicre i¢i elemanlarin
kan dolasimina gecerek klinik ve laboratuvar bulgularina yol acan patolojik bir durumdur.
Rabdomiyolizin en onemli sebepleri travma, iskemi, ilaclar, toksinler, metabolik bozukluklar
ve enfeksiyonlardir (2). Crush sendromu travmaya bagli rabdomiyoliz sonucunda ortaya
cikan, medikal ve cerrahi komplikasyona zemin hazirlayan ve travmanin dogrudan etkisinden
sonra depremlerde ikinci sirada 6liime yol acan sistemik bir hastaliktir (3). Crush sendromu
sonucunda hipovolemik sok ve ABY gelisir (4). Rabdomiyolize bagh akut bobrek yetmezligi
gelismesinde, hipovolemi ve miyoglobine bagli nedenler (direkt hem toksisitesi, hem
silendirleri nedeni ile tiibiiler tikanma) ©nemli rol oynar (5). Hipovoleminin bobrek
kanlanmasin1 bozmasi ve uyardigi vazokonstriktor hormon ve sitokinlerde perfiizyon
bozuklugunu arttirir. Kaslardan agiga ¢ikan miyoglobin hem dogrudan toksik etki ile hem de
tiibiiler tikaclara yol acarak ABY patogenezine katkida bulunur (3).

Miyoglobiniirik ABY (mABY) travma ve travma dis1 nedenlere bagli olarak iskelet
kas1 hiicrelerinin hasara ugramasi1 ve hiicre i¢i elemanlarin dolasima geg¢mesi, yani
rabdomiyoliz sonucu gelisen tiremik sendromdur (3). Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi
sadece miyoglobin varliginda, hipovolemi sonucu bobregin hipoperfiizyonu durumunda

ortaya ¢ikar. Dehidratasyon ve asidoz mABY ’nin gelismesinde 6nemli rol oynarlar (6).



Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginin en yaygin in vivo modeli hipertonik
gliseroliin intra miiskiiler (im) enjeksiyonu ile miyoliz, hemoliz ve intravaskiiler hacimde
azalma ile bobregin hem proteinlerinin (miyoglobin ve hemoglobin) agir yiikiine maruz
kalmasina sebep olur. Hem proteinleri ya da onlarin yikim iiriinleri (hematin ve demir iceren)
tiibiiler nefrotoksik ozellikler sergilerler ve bu 6zellikler kismen serbest oksijen radikalleri,
vazokonstriksiyon ile iligkilidir (7).

Nebivolol, iiciincii jenerasyon beta-1 (f;) adrenoreseptor antagonistidir (8).
Antihipertansif bir ajan olan nebivolol; nitrik oksit (NO) sentezini arttirarak sistemik
vazodilatator etki gosterir. Ayrica antioksidan aktivite gOstererek, oksidatif stresin etkisini
azalttifi, endotel disfonksiyonu engellemesinin yaninda hedef organda koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir (9,10).

Ulkemizin deprem kusaginda olmasi nedeniyle dogal felaketler, trafik ve is kazalari
cok sik goriilmektedir. Calismamizda sicanlara hipertonik gliseroliin im verilmesiyle
olusturulan mABY’nin deneysel modelinde; Nebivololiin antioksidan enzimler, lipid
peroksidasyonun bir parametresi olan malondialdehit (MDA) diizeyi, doku NO diizeyleri,
bobrekteki histopatolojik degisiklikler ve bobrek fonksiyonlan iizerindeki etkilerini, bobrek
yetmezligi bulgulan ortaya ¢ikmadan bu ajanin profilaktik olarak verilip verilmeyecegini ve

klinik  bilimler tarafindan tedavide kullamlabilirligini  arastirmayr  amagcladik.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK YETMEZLIiGi

Akut bobrek yetmezligi saatler veya giinler icinde renal fonksiyonlarin kaybi, buna
bagh olarak iire ve kreatinin gibi nitrojen artik triinlerin birikmesi ve sivi elektrolit
dengesindeki anormalliklerle karakterize bir sendromdur (11).

Akut bobrek yetmezliginin temel fizyolojik etkisi kanda ve ekstraseliiler sivida su,
metabolik iiriinler ve elektrolitlerin birikimidir. Bu durum su ve tuz yiikklenmesine dolayisiyla
0deme ve hipertansiyona yol agabilir. Ayrica fazla potasyum tutulmasi akut bobrek yetmezligi
olan hastalarda oldiiriicii olabilir. Yeterli hidrojen iyonu atilamadigi i¢in metabolik asidoz
gelisebilir ve bu durum oOliime neden olabilme ihtimalinin yaninda hiperkalemiyi de
agirlastirr  (12). Rabdomiyolize bagli akut bobrek yetmezliginin gelismesinde bdbrek
fonksiyonlarini bozan faktorleri; bobrek kan akimini bozan faktorler, hipoperfiizyona yol agan
faktorler ve cizgili kas hasar1 sonrasinda miyoglobine bagli olan faktorler olarak
gruplandirabiliriz (5,13). ABY olugma sikligi klinik duruma gore farkliliklar gosterir.
Hastaneye kabul edilen vakalarda kabulde %1, hastaneye yatirilarak izlenen hastalarda %?2-5,
kardiyopulmoner bypass sonrasinda %4-15 sikliginda goriildiigii rapor edilmistir (11).

Akut bobrek yetmezliginin nedenleri ii¢ baslik altinda incelenebilir;



1) Prerenal ABY: Serum kreatinin ve kan iire diizeyinde geri doniistimlii bir artistan
kaynaklanmaktadir. Glomeriiler filtrasyon hizinda azalmaya yol acan, bobrege yetersiz kan
akimi sonucu olugan bobrek yetmezligidir.

2) Intrarenal ABY: Bobregin bizzat icindeki kan damarlarini, glomeriilleri veya
tiibiilleri etkileyen anormallikler nedeniyle olusur.

3) Postrenal ABY: Ya i¢c ya da dis kiitle tarafindan iiriner toplayici sistemin
tikanmasindan kaynaklanmaktadir. Bébregin disinda iiriner sistemin tikanmasina yol acan en
onemli olaylar kalsiyum, iirat veya sistin ¢okmesi sonucu olusan bobrek taslaridir (12,14).

Akut bobrek yetmezligi siklikla akut tiibiiler nekroz (ATN) ile aym anlamda
kullanilmaktadir, ancak bu tanim prerenal ve postrenal ABY nedenlerini icermemektedir. En
yaygin sebebi iskemik veya toksik hasardan kaynaklanan akut tiibiiler nekrozdur. ATN,
tiibiillerdeki epitel hiicrelerin tahribati ile olugsmaktadir (5,12,15).

MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK YETMEZLIiGIi

Miyoglobiniirik ABY travma veya travma dis1 nedenlere baglh olarak iskelet kaslarinin
hasara ugramasi ve hiicre ici elemanlarinin dolasima gegmesi sonucu gelisen iiremik bir
sendromdur (3).

Kaslar viicudun en biiyiik organidir; toplam viicut agirh@inin yaklasik olarak %40-
50’sini olustururlar ve tiim viicut potasyumunun yaklasitk %70’ini, Na'-K™-ATPaz
pompasinin da en biiyiikk kismim i¢inde bulundurur. Kaslar, viseral organlar gibi kemiklerle
korunmazlar ve bu nedenle travmaya ¢ok aciktirlar (1,16).

Felaketler onemli bir mortalite ve morbidite sebebidir. Tiim dogal afetler igerisinde
Olime en fazla neden olan1 depremlerdir. Depremlerdeki ilk siradaki 6lim nedeni ise vital
organlara gelen ¢cogu penetran olan travmalardir; 6liimiin en sik ikinci nedeni ise kaslara gelen
ve ¢ogu kez kiint travmalarin yol actig1 crush sendromu ve komplikasyonlaridir (17).

Crush kelime anlami olarak ezilme, sikisma veya travmaya ugrama demektir. Crush
hasar sadece travmay1 anlattigi halde, crush sendromu terimi ile ezilmeye bagh kas hasari
(rabdomiyoliz) sonucunda ortaya ¢ikan tablo kastedilir (3).

Travmatik kas yikimi acgik bir sekilde ilk defa 1909 yilinda Messina depremindeki
kazazedelerde Alman Von Colmers tarafindan tamimlandi. 1916 yilinda Frankenthal
tarafindan ilk defa savag yaralanmalar1 sonucu meydana gelen travmatik rabdomiyoliz ile akut

bobrek yetmezligi iligkisi belirlendi. 1923 yilinda Minami travmatik kas hasarina ilaveten

4



diger kas hasarlarinin da bobrek yetmezligine sebep olacagimi belirtti. Ayrica, 1941 yilinda
Bywater ve Beall ikinci diinya savasi sirasinda Londra’nin bombalanmasiyla tavmatik
rabdomiyoliz sonucu olusan 6liimciil komplikasyonlarn agik bir sekilde tanimlayarak crush
sendromu adin1 vermisglerdir (18).

Rabdomiyoliz, iskelet kaslarinin erimesi veya parcalanmasi sonucu kas hiicrelerindeki
icerigin hiicredis1 siviya karismasidir (3). Baglica rabdomiyoliz nedeni olarak asir1 alkol ve
uyusturucu kullanimi, travmalar, toksinler, enfeksiyonlar, sicak carpmasi, elektrik ¢arpmasi
sayilabilir. Bir genelleme yapilacak olursa rabdomiyolizin en sik rastlanan nedenleri alkol,
ilaglar, aym1 pozisyonda uzun siire kalimmasi sonucunda kaslarin baskiya ugramasidir (3).
Kaslarin baskiya ugramasi sonucu hiicre i¢inden salinan yapilardan biri olan miyoglobin,
glomeriillerden filtre olarak tiibiillere ulasmakta tikaniklik ve bobrek yetmezligine sebep
olmaktadir. Protonlar, fosfat, potasyum ve niikleotidlerde hasarli kaslardan salinarak crush
fizyopatolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (19). Rabdomiyoliz seyrinde crush sendromu ve
akut bobrek yetmezligi gelismesinde cok sayida faktor rol oynamasina ragmen en onemlisi
kompartman sendromuna sekonder hipovoleminin bobrek kanlanmasini bozmasidir (3).

Rabdomiyoliz vakalarinin %81 ’inden uyusturucu maddeler ve alkoliin sorumlu oldugu
bildirilmektedir. Tiim rabdomiyolizli hastalarda miyoglobiniirik ABY gelisme oram %17-33
arasindadir (20). Tiim ABY vakalan arasinda miyoglobiniirik ABY oram1 %3-15tir (21).
Rabdomiyolizin bircok sebebi olmasina ragmen sonug aynidir. Olusan hasara bagl olarak kas
hiicresi i¢cinde Na*-K*-ATPaz pompasi bozulur Na* ve Ca™ hiicre iginde birikir ve olusan
degisikliklere bagli olarak hiicre nekrozu meydana gelir (22). Biitiin yaralanmalarin yaklasik
olarak %?2-5’inde crush sendromu goriiliir. Yapilan bir arastirmaya gore, herhangi bir sebebe
bagh olarak bir binanin yikilmasi durumunda binada bulunanlarin %80’i hemen Ooliir;
yasayanlarin da %40’1nda crush sendromu gelistigi bildirilmistir (18).

Ulkemizde 17 Agustos 1999 tarihinde meydana gelen merkezi Golciik olan Marmara
depremi Richter dl¢cegine gore 7.4 siddetinde olup, 45 saniye siirmiistiir. Bagbakanlik Kriz
Yonetim Merkezi rakamlarina gore 17480 kisinin 6liimiine 43953 kisinin ise yaralanmasina
neden olmustur. Marmara depreminin en c¢arpici sonuglarindan biri de crush sendromu
olgularidir. Bu depremin ardindan 639 hastada crush sendromuna bagli akut renal problemler
gelismig bunlarin 477’ sinin diyaliz godiigii rapor edilmistir (3,23). 2001 yilinda Hindistan’da
meydana gelen Gujarat depreminde 20000 6l 200000 yarali 35 hastada crush sendromu
gelismis 33 kisinin ise diyaliz gordiigii bildirilmistir. 2003 yilinda Cezayir’de, Boumerdes
depreminde ise 2266 6lii, 10261 yarali, 27 kiside crush sendromu gelismis 25 kisi ise diyaliz
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gordiigii bildirilmistir. 2003 yilinda Iran’da meydana gelen Bam depreminde 25514 6lii 30000
yarali vardir crush sendromlu kisi sayis1 bilinmemektedir, ancak 160 kisinin diyaliz gordigi
rapor edilmistir. 2005 yilinda Pakistan’da Kashmir depreminde ise 73000 o6lii, 100000 yarals,
88 kiside crush sendromu goriilmiis 55 kisinin de diyaliz gordiigii rapor edilmistir (24).

Miyoglobin koyu kirmizi bir protein olup kaslarin kizil kahve olan karakteristik
renginden sorumludur (25). iskelet kaslarinin kuru agirhginin %1-3’iinii kapsar. Molekiiler
agirligr 17800 Daltondur. Miyoglobin’in merkezinde bir hem prostetik grup ile demir atomu
bulunur ve bu kisim oksijen baglayici bolge olarak gorev yapar (3,26).

Hemoglobin gibi miyoglobin de oksijen tasiyici bir molekiildiir. Miyoglobin ve
hemoglobin hem proteinleri olarak adlandirilirlar. Plazmada dolasan miyoglobinin cogu
(%50-85) haptoglobin ve o,-globiiline baglidir. Miyoglobinin plazma yar1 émrii yaklasik 1-3
saattir. Haptoglobinlerin baglama kapasitesi doygunluga ulastigt zaman plazmada serbest
miyoglobin seviyesi artar. Plazma miyoglobin diizeyi 0,5-1,5 mg/dl’yi asinca bdobrekler
tarafindan filtre edilir. Bobreklerden miyoglobin atim hizi, glomeriiler filtrasyon hizina, idrar
akis hizina ve plazmada serbest miyoglobin yiizdesine bagimhidir (3,26). Yapilan bircok
deneysel calisma hipovolemi/dehidratasyon ve asidiirinin miyoglobiniirik akut bobrek
yetmezligine yatkinlik kazandirdigini ortaya koymustur (27).

Hem proteinlerinin neden oldugu akut bobrek yetmezliginde iki yaygin deneysel
model kullanilmaktadir. Bunlardan biri dehidrate/voliimii azalmis deney hayvanlarina hem
proteinlerinin (miyoglobin veya hemoglobin) infiizyonu, digeri ise intramiiskiiler hipertonik
gliserol enjeksiyonudur (27,28). Intramiiskiiler hipertonik gliserol enjeksiyonu miyoliz,
hemoliz ve intravaskiiler hacim azalmasina neden olur ve bdylece bdobrekler hem
proteinlerinin agir yiikiine maruz kalir. Aym1 zamanda gliserol aracii ABY insanlarda
rabdomiyolizin bir modeli olarak bilinir. Bu model insanlardaki miyoglobiniirik ABY’yle en
fazla yoniiyle 6zdes olan ABY ’nin gelismesine sebep oldugu bildirilmektedir (7,27-29).

Miyoglobin, bir yandan igerdigi hem proteini ile bobrek tiibiil hiicrelerine dogrudan
toksik etki gosterirken diger yandan da distal tiibiillerde hem pigmenti ¢6kmesine bagl olarak
tikanmaya neden olur (5,27-29).

Miyoglobiniirik  akut bobrek yetmezliginin fizyopatolojisine karisan temel
mekanizmalari; renal konstriksiyon ve iskemi, distal kivrimli tiibiillerde miyoglobin kast
olusumu, proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinde miyoglobinin dogrudan sitotoksik etkisi, ve

diger mekanizmalar olarak simiflandirabiliriz (27,30).



Renal konstriksiyon ve iskemi

Bobrek perfiizyonu vazoaktif endoteliyal metabolitlerin etkilesimi tarafindan
diizenlenir. Cesitli potansiyel mekanizmalar renal vazokonstriksiyona sebep olabilir. Birincisi,
kas nekrozu biiyiik miktarda intravaskiiler s1v1 birikimi olan ve hipovolemiye yol agan ii¢iincii
bir bosluk olusturur ve intravaskiiler hacmin azalmasina yol acar. Cesitli crush
yaralanmalarinda 18 litreye kadar sivinin damar disina gikabilecegi bildirilmistir. ikincisi
cesitli kas hasarlar belirsiz sebeplerden dolay1 endotoksin-sitokin kaskadini aktive edebilir.
Uciinciisii ise 6lii kas hiicreleri tarafindan salinan miyoglobin en potent endojen vazodilatator
faktor olan NO’yu indirger. Bir NO ¢o6pgiisii olan miyoglobinin NO’yu tiiketmesi de bobrek

vazokonstriksiyonunu arttirir (3,16,27).

Distal kivriml tiibiillerde miyoglobin kast olusumu

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginde; i¢ kivrimli distal tiibiillerde miyoglobin
kastlarinin yaygin oldugu bildirilmistir. ATP tiiketimi epiteliyal hiicrelerde nekroza sebep
olur. Tiibiiler limende 6lii hiicrelerin birikimi ve sonrasinda miyoglobinin ¢okelmesi kast
olusumuna neden olur. Bu kastlarin olusumu filtre edilen miyoglobin konsantasyonuna
bagimlidir. Kas hasari biiyiik bir alanda olugsmussa serumda miyoglobin konsantrasyonu daha
yiiksektir ve glomeriilde filtre edilen miyoglobin miktar1 da daha yiiksek olur. Artan
miyoglobin konsantrasyonu asidik pH ile birlikte miyoglobin kast olusumuna yol acar.
Miyoglobin kastlar1 tarafindan distal kivrimli tiibiillerin tikanmasi renal kan akimi ve
glomeriiler filtrasyon hizim azaltr. Ayrica miyoglobinin sulu soliisyonlarda ¢okmesi ve
silindir olusturmasi ortamda Tamm-Horsfall proteinleri varsa miimkiindiir. Idrarm asidik
olmas1 miyoglobin ile Tamm-Horsfall proteinleri arasindaki karsilikli etkilesimi uyardigi

rapor edilistir (3,27,30,31).

Proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinde miyoglobinin dogrudan sitotoksik etkisi

Miyoglobin proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinde lokal oksidatif stresi arttirarak
dogrudan sitotoksik etki gosterir. Miyoglobin konsantrasyonlar1 glomeriillerde filtre edilen
normal seviyeyi asar asmaz, miyoglobinin atiliminmi sinirlandirmak ve nefrotoksik etkiden

bobregi korumak icin proksimal tiibiillerin epitel hiicreleri geri emilimi arttirir. Endositoz



yoluyla hiicreye alinan miyoglobinin hiicre ici konsantrasyonu artar. Idrar pH’s1 5,6’dan daha
diisiik oldugunda miyoglobin globin ve hem’e pargalanir. Proksimal tiibiil hiicrelerinde
protoporfirin halkalarinin pargalanmasi demirin serbest kalmasiyla sonuglanir. Bu durumda
hem demirin aracilik ederek olusturdugu serbest radikaller hem de kendiliginden olusan
serbest radikaller ABY patogenezisinde ¢cok onemli rol oynarlar. Demir hem reaktif oksijen
radikallerinin olusumunu hem de tiibiiler hiicrelerin sitoplazmasinda olusan oksidatif stres
lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin peroksidasyonunu arttirir ve akut tiibiiler nekroza yol acar.
Ayrica ATP azalmasi proksimal tiibiillerin epitel hiicrelerinde miyoglobinin toksik etkisini
kolaylastirir ve boylece hiicrelerde fonksiyonel ve morfolojik degisikliklere neden olur

(27,30).

Diger mekanizmalar

Kanda ve idrarda asidik pH ortaminda hiperiirisemi distal kivrilmis tiibiillerin
liimeninde {irik asit kristallerinin ¢okmesine neden olur. Ayrica 6li kas hiicrelerinden doku
tromboplastininin salimmi yaygin intravaskiiler koagiilopati basamaklarimi tetikler ve renal
parankimde ¢oklu mikrotrombi olusmasiyla sonuclanir ve renal iskeminin olusmasina neden

olur (27,30).

NITRIiK OKSIT

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO, serbest radikal yapisinda olmasindan
dolay1 yar1 6mrii ¢ok kisadir. Lipofilik 6zellikte olup oksijensiz ortamda oldukca kararhdir ve
hiicre membranindan serbest bir sekilde diffiize olabilir. Onemli bir haberci molekiil olan NO,
diisiik konsantrasyonlarda toksik etki gostermez. Suda az ¢Oziinmesine ragmen etki
gosterdikten sonra oksijen ve su tarafindan nitrat ve nitrite doniistiiriiliir (32-35).

Nitrik Oksit omurgalilarda, sitokrom P-450 rediiktazin homologu olan nitrik oksit
sentaz (NOS) yardimiyla L-argininin amino asidinin guanidin N terminalinden sentezlenir
(35,36). L-arginin—-NO doniisiimii kompleks bir reaksiyondur; NOS enzimlerine ek olarak;
molekiiler oksijen, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), tetrahidrobiyopterin
(BH,"), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN) ve kalmoduline
ihtiya¢ duyulur (37). Nitrik oksit, NOS tarafindan katalizlenen bir reaksiyon yoluyla iskelet ve



kalp kas1 hiicreleri, epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve
hepatositler gibi ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilmektedir (38).

NO sentazin birka¢ izoformu tanimlanmigtir. Bu enzimleri temel olarak Constitutive
(yapisal) NOS ve Inducible (uyarilabilir) NOS olmak iizere iki ana gruba ayirabiliriz. Yapisal
NOS enzimlerinin néronal NOS (NOS1-nNOS) ve endotelial NOS (NOS3-eNOS) olmak
tizere iki izoformu mevcuttur (36). Sican ve domuz serebellumundan saflastirilan yapisal
NOS dimerik yapida bir sitozolik protein olup molekiiler agirligi;; 150000-160000 Dalton
arasindadir. Uyarilabilir NOS ise membrana bagli, dimerik yapida olup 130000 Dalton
agirlhigindadir. Yapisal NOS (cNOS)'un ayiric1 ozelligi ikincil haberci olarak kalsiyuma
bagimli olmasidir. Noronal NOS (NOS1-nNOS) kromozom 12 tarafindan, endotelial NOS
(NOS3-eNOS) ise kromozom 7 tarafindan kodlanmaktadir. Hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonu arttigi zaman Ca*" kalmodulinle birleserek NOS enzimine aktive eder ve NO
sentezi gerceklesir (36,39,40).

Noronal NOS ve eNOS diisiik miktarda NO sentezlenmesine neden olurlar. Oysa
iNOS’un en karakteristik 6zelligi siirekli ve fazla miktarda NO salinmasina neden olmasidir.
Yapisal NOS enzimleri hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonu azaldig1 an enzim inaktif hale gectigi
icin NO sentezi durmaktadir. Kromozom 17 tarafindan kodlanan iNOS 6zellikle makrofaj ve
damar endotel hiicrelerinde sentezlenmektedir. Sitotoksik ve toksik etki olusturabilir. iNOS
sentezi, sitokinler ve endotoksinler tarafindan aktive edilir ve kalsiyum ve kalmodiline bagh
degildir (35,36,41).

NO endotelde iiretildikten sonra damar diiz kasina difiize olur ve guanilat siklaz
enziminin “hem” demirine baglanir ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) sentezini uyararak
vazodilatasyon saglar. Bu enzimin aktivasyonu guanozin trifosfattan (GTP) ikinci ulak olan
guanozin monofosfat (GMP) olusmasim saglar. Yiiksek konsantrasyonda cGMP interseliiler

kalsiyum diizeyini azaltir ve diiz kas hiicrelerinde gevsemeyi saglar (36,42).

BOBREKTE NiTRiK OKSITIN ETKIiLERI

Bobrekte NO ¢ok onemli fonksiyonlara sahiptir. NOS her ii¢ izoformunun da bobrekte
NO sentezine katildiklar rapor edilmistir. Bobrekten 3 tip NOS izole edilmistir. Bunlardan;
eNOS izoformu; renal arteriyoler endotelde, nNOS izoformu; makula densada ve iNOS
izofomu ise afferent arteriyollerin preglomeruler kismindan salinmaktadir (35).

Bobrekte nitrik oksitin fonksiyonlart;



1-Bobrekte makrovaskiiler ve mikrovaskiiler genisleme (afferent>efferent),

2-Mitokondriyal solunumu diizenlenmesi,

3-Bobrekte kan akiminin modiilasyonu,

4-S1vi, sodyum ve bikarbonatin (HCOs") proksimal tiibiilde geri emiliminin
uyarilmasi,

5-Sodyum-hidrojen degistiricisinin aktivasyonunun uyarilmasi yoluyla proksimal
tiibiilde renal asidifikasyonun uyarilmasi,

6-Medullada henlenin kalin ¢ikan kolunda sodyum, bikarbonat ve klorun geri
emiliminin inhibisyonu,

7-Kortikal toplayici kanalda sodyum gecirgenliginin inhibisyonu,

8-Kortikal toplayici kanalda H-ATPaz’1n inhibisyonu gibi islevlere sahiptir (37).

Bobrek NO diizeyi tiibiilo-glomeriiler feedback yanitta tiibiiler transport ve glomeriiler
hemodinamigin majoér bir diizenleyicisidir. NO her iki afferent ve efferent arteriollerde
genigleme ve renal medullar kan akimini diizenleyici etki gosterebilir. Proksimal tiibiil de NO
siv1 ve bikarbonat geri emilimini destekler bu islevini Na*-K*-ATPaz aktivitesinin Na'/H"
degistiricisinin etkisini inhibe ederek saglar. Toplayic1 kanalda NO, Na* ve s1v1 geri emilimini
azaltirken medullada henlenin kalin ¢ikan kolu segmentinde NO, CI' ve HCO3 geri emilimini
inhibe eder. NO, toplayici kanalin interkaleted hiicrelerinde H*-ATPaz aktivitesini inhibe eder
(37). Ayrica kortikal toplayici kanalda ADH’a bagli ozmotik su permeabilitesini inhibe eder
(41).

Ayrica renal sempatik sinir sisteminin aktivitesinin modulasyonunu saglar. Nitrik
oksitin bobrekte net etkisi natriiirez, diiirezi desteklemesi ve renal ve glomeriiler perfiizyonu
arttirmasidir (43). NO diyetle alinan tuz degisikliklerinde renal adaptasyonda onemli bir rol
oynar. Yapilan c¢alismalarda NOS inhibitorlerinin verilmesi, tuz tutulumunun artmasina ve
renal medullar kan akiminin azalmasina ve hipertansiyona neden oldugu bildirilmistir.
Ozellikle diyetle alinan tuz miktarinda artis oldugunda NO iiretiminin azalmas1 hipertansiyon
patogenezine katkida bulunur. Angiotensin ve NO arasindaki denge normal bdobrek
fonksiyonlart i¢in kritik bir neme sahiptir. NO’nun koruyucu etkisine zit olarak Ang II renal
kan akim ve glomeriiler filtrasyon hizimi azaltir, afferent ve efferent arteriollerde ise doza
bagimli bir sekilde daralma goriiliir (44).

Ayrica akut bobrek yetmezliginde degisen NO ve NO biyoyararliliginin azalmasi
endotel disfonksiyonuna neden olur (37). ABY’nin diger formlarina benzer sekilde

rabdomiyoliz sonucu olusan ABY’de, endotelden iiretilen NO’nun azalmasi sonucu olusan
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vazokonstriksiyonla iligkilidir. Ayrica, iNOS tarafindan iiretilen NO’nun artmasi endotoksin

ve iskeminin zararl etkilerini daha da siddetlendirmektedir (27).

SERBEST RADIKALLER

Atomun yapisinda bulunan elektronlar, orbital adi verilen bolgelerde birbirine zit
yonde hareket ederler ve her orbitalde en fazla iki elektron bulunabilir. Elektronlar,
orbitallerinde cift halinde bulunduklarinda o bilesik daha kararli ve sabit bir yapiya sahip olur
(45). Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa 6miirlii, karasiz,
molekiil agirhg diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir (46). Serbest radikaller;
pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral olabilirler. Organik veya inorganik
molekiiller seklinde de olabilirler (47). Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya
molekiilden bir elektron eksilmesi veya elektron ilavesiyle olusurlar. Bir molekiildeki
kovalent bagin ayrismasiyla elektronlardan birisi bir atomda digeride diger atomda kalarak
kolayca radikal olusturabilir ki bu olay homolitik fiizyon olarak bilinir. Bu kovalent baglarin
ayrigsmasinda 1s1 ya da elektromanyetik radyasyon gibi kuvvetler 6nemli rol oynar (48).

Yasam icin gerekli olan oksijenin dis yoriingesinde eslenmemis iki elektron tagimasi
ve bu molekiiliin organizmada pek ¢ok reaksiyonda onemli rol oynamasi, cok sayida serbest
radikalin olugsmasina neden olur. Biyolojik sistemlerdeki en ©Onemli serbest radikaller
oksijenden olusan radikallerdir. Solunan oksijenin %95’inden fazlasi mitokondride ATP
seklinde enerji olusumunda kullanilirken, yaklasik %5°i son yoriingelerinde ortaklanmamaig
elektron igeren ve bu 6zellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere dontismektedir (49).
Saglikli bir hiicrede serbest radikallerin en sik meydana gelme sekli mitokondride elektron
transport zincirinde elektron kaybi sonucundadir (50). Teorik olarak serbest radikaller sonsuz
sayida reaksiyona neden olabilir. Bu ajanlar rediikte edici veya oksitleyici olabilirler (51).

Cu*?, Fe**, Mn** ve Mo™ gibi gecis metallerinin de ortaklanmamus elektronlari oldugu
halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalize
ettiklerinden dolay1 serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynar (47). Biyolojik sistemlerdeki
en onemli serbest oksijen radikalleri siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, peroksil, alkoksil
ve hidroperoksildir. Serbest radikal olmayan diger reaktif oksijen tiirlerine ozon, hidrojen

peroksit, singlet oksijen, hipoklordz asit 6rnek verilebilir. (52).
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Siiperoksit Radikali

Kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Molekiiler oksijenin, bir elektron alarak indirgenmesi
sonucunda siiperoksit radikali olugur. Siiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi
direkt olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis
metalleri iyonlariin indirgeyicisi olmasidir. Oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile
olusur ve serbest radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar
olusumu ile birlikte artan siiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile hidrojen peroksit (H,O,)’e
indirgenir (53). Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu reaktif
bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Boylece NO’nun normal etkisi inhibe
edilir (47). Canlilarda, siiperoksit radikallerinin olusumuna neden olan olaylar iki grupta
toplayabiliriz:

1. Cesitli cevresel etkilerle (fiziksel ve kimyasal) siiperoksit radikali olusabilir. Ornegin,
yiikksek enerjili 1sinlardan beta, gama ve X 1sinlan siiperoksit radikalleri yaninda diger
radikallerin olusumunu da gergeklestirirler.

2. Canli sistemler radikal olusumuna neden olan ¢evre kosullarindan tiimiiyle izole edilseler
bile; eger molekiiler oksijeni metabolize ediyorlarsa, canli sistemdeki yiikseltgenme-
indirgenme tepkimeleri sirasinda siiperoksit radikali (O,”) iiretebilirler. Ornegin,
hidrokinonlarin, 16koflavinlerin, katekolaminlerin, tiyollerin, indirgenmis boyalarin,
tetrahidropteridin, ferrodoksin ve hemoproteinlerin otooksidasyonu tepkimelerinde oksijen
radikalleri iiretilebildigi gibi, ksantin oksidaz, tidroorolat dehidrogenaz, bir grup flavoprotein
dehidrogenaz, baz1 oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin katildig1 tepkimelerde, ara iiriin olarak

oksijen radikalleri tiretilebilirler (54).

Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali oldukca reaktif ve toksik bir radikaldir. Hidroksil radikali biyolojik
sistemlerdeki en potent serbest radikaldir. Ilk karsilastigi molekiil ile 10° saniye icinde, 14
Aco mesafesinde reaksiyona girer. Yarilanma omrii ¢cok kisa olup, olustugu yerde biiyiik
hasara sebep olur. Hidroksil radikali biiyiik molekiil yapisi ve elektronegativitesi nedeni ile
DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu yapilarda
oksidatif hasara neden olur (49).

Biyolojik sartlarda hidroksil radikali olusturabilen 6nemli reaksiyonlar sunlardir (53):
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1) Su molekiiliniin iyonlastirici radyasyona maruz kalmasiyla hidroksil radikali
olusabilir.
H, 0O —> H,0" + ¢
H,0" + HHO ——> OH + H;0"

2) Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlart sonucunda hidroksil radikali olusur.

D 0, + Fe* — 0, + Fe”
2) H0, + Fe ——> 'OH + OH + Fe™  Fenton Reaksiyonu
Fe+2

Net: 0, + HLOh, ——> 0, + OH + OH (Haber Weiss Reaksiyonu)
3) Ozona (O3) eclektron transferi ile hidroksil radikali olusabilir. Bu nedenle ozon
toksisitesinde hidroksil radikalinin rolii vardir.
4) Hidrojen peroksidin fotolizi ile hidroksil radikali olugabilir.

H,0, ——> 2O0OH
5) Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye girerek OH
tiretebilir.

COOH + HO, — > CO, + HO + ©OH

Ayrica, OH DNA’da bulunan deoksiriboz sekerini etkileyerek, cesitli molekiillerin
olusmasina yol agar ve bu iriinlerin bazilar1 mutajenik etki gosterir. OH aromatik halkaya
katilma ozelligine sahiptir. Bu o6zelliginden dolay1 DNA ve RNA’da bulunan piirin ve
pirimidin bazlarimi etkileyerek radikal olusumuna yol acar. ‘OH DNA’nin baz ve seker
yapilarina ciddi zararlara neden olur. DNA’da iplik kirilmalari olusturur. Biiylik hasarlar
hiicresel koruyucu sistemler tarafindan onarilmayabilir ve sonu¢ olarak mutasyon ve hiicre

oliimii goriiliir (55).

Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin iki elektron almasi veya siiperoksite bir elektron katilmasiyla,
peroksit (0, olusur. Peroksit molekiilii ise cevreden iki proton alarak hidrojen peroksiti
olusturur (53). Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir, fakat ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal
olarak adlandirlamaz. Ancak, reaktif oksijen tiirleri igerisine girer ve serbest radikal

biyokimyasinda onemli rol oynar (56). Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil tiretimi
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siiperoksitin dismutasyonu ile olur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler meydana
geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (47).

Hidrojen peroksitin hiicre icerisinde metabolizmasi birkag sekilde olabilir.

1- HyO; katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan toksik olmayan

iiriinlere doniisiir.

2- H,0; gegis metallerinin varliginda toksik OH radikaline doniisiir (49).

Hidrojen peroksit siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Bu olaya
Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu ya katalizér varliginda ya da
katalizorsiiz cereyan edebilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukg¢a yavas ilerler. Demirle
katalizlenen ikinci sekil ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe*) sliperoksit
tarafindan ferro demire (Fe*?) indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton reaksiyonu

ile hidrojen peroksitten OH ve OH iiretilir (47).

D 0, + Fe® E— 0, + Fe”
2) H0, + Fe# ——> 'OH + OH + Fe"”  Fenton Reaksiyonu
Fe+2

Net: 0o, + HHOh ———> 0, + OH + OH (Haber Weiss Reaksiyonu)

Singlet Oksijen

Ortaklanmamis elektronu olmadigindan radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest
radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina neden olur. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan bagska bir orbitale yer degistirmesiyle olur. Delta ve Sigma olmak {izere iki sekli
vardir. Singlet oksijenin tiretimi ortamda siiperoksit ve hidrojen peroksit bulunmasina baghdir

.

SERBEST RADIKALLERIN ETKIiLERI

Serbest radikal kaynaklarinin hiicreye ve organel yiizeylerine yakinligi dikkate alinirsa

metabolik iiriinlerin sitozolik, membran ve ekstraselliiler komponentleri etkileme sansi1 daha
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fazla onem kazanir (57). Serbest radikaller organizmada radikal olmayan bir¢ok hiicre
bileseni ile de reaksiyona girebilir ve bu bilesenlerin yap1 ve islevlerini degistirir. Boylece

serbest radikaller organizmada molekiiler diizeyde bircok biyolojik etkiye neden olur (54).
Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Doymamuis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek
oldugu i¢in triptofan, tirozin, fenilalanin histidin, metionin, sistein gibi aminoasitleri iceren
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Proteinler serbest radikal
harabiyetinden ne derece etkilenecegi aminoasit kompozisyonlarina baglidir. Proteinin
hiicresel lozalizasyonuna ve radikalin toksisite giiciine gore protein harabiyetinin boyutlar
degisebilir (57). Protein molekiilleri iizerindeki siilfhidril veya amino gruplariyla serbest
radikallerin etkilesmesi sonucu proteinlerde iic cesit yapisal degisiklik goriilir; 1)
Aminoasitlerin modifikasyonu, 2) Proteinlerin fragmantasyonu, 3) Proteinlerin agregasyonu
veya capraz baglanmalan (55). Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albumin gibi fazla sayida
disiilfit bag1 bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi1 zarar goriir ve normal fonksiyonlarini
yerine getiremezler (47).

Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklikler meydana
gelir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goren proteinlerden olup,
ozellikle oksihemoglobin O, veya H,O;’nin demir ile reaksiyonu sonucu methemoglobini

olusturur (54).

- +2 + +3
O, + Hb-Fe -0,+2H —— > Hb-Fe +H;0,+ O,

+2 + +3
H,0,+ 2Hb-Fe - 0,+2H — > 2Hb-Fe + 2H,0 + O,
Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin  karbonhidratlar iizerine de O©nemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler, okzoaldehitler
meydana gelir. Bunlar sigara i¢cimi ve diyabetin neden oldugu patolojik durumlarda 6nemli rol
oynarlar. Okzoaldehitler karbonhidratlarin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve

aralarinda capraz baglar olusturma 6zelligi kazanmasini saglarlar (47).
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Serbest Radikallerin Niikleik asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Radyasyonla hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu iyonlar, serbest radikaller,
DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve oliime yol agarlar. Sitotoksisite, biiyiik oranda
niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki
diger bozukluklara baglidir. Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit
membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Bu yiizden DNA serbest radikallerden
kolay zarar gorebilir onemli bir hedeftir (47). Singlet oksijen ve 6zellikle hidroksil radikali,
deoksiriboz ve ozellikle bazlarla reaksiyona girerek; tek ve ¢ift zincir kirilmalarina, baz
dizilim degisikliklerine ve baz eksilmelerine sebep olabilir. Hidroksil radikali niikleik
asitlerdeki doymus karbon atomlarindan hidrojen atomu ¢ikarilmasi veya cift baglara katilma
tepkimeleri ile sonuclanan siireclerde rol alir. Bu olaylarin sonucunda, mutagenez,

karsinogenez ve hiicre 6liimii olusabilir (53).

Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemdeki en onemli etkileri lipidler tizerine
olamidir. Bu olay lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve kisaca hiicrelerdeki zar
fosfolipidlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi olayidir (58). Lipid
peroksidasyonu ile; fosfolipid, glukolipid, gliserid ve steroidlerin yapisinda bulunan
poliansatiire yag asitlerinin, oksidan maddeler etkisiyle alkol, aldehit, hidroksi asit, etan,
pentan gibi ¢esitli iiriinlere yikilmasini kapsayan reaksiyonlar dizisi kastedilir (59).

Lipid peroksidasyonu iki tiptir. Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmasi sonucu
serbest radikal tiretimine enzimatik lipid peroksidasyonu, diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise non-enzimatik lipid peroksidasyonu adi verilir (47). Lipid
peroksidasyonunu baslatan radikaller siiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali
ve alkoksil radikalidir. Demir iyonular1 6zellikle lipid peroksidasyonunda onemli bir rol
oynarlar. Lipid peroksitleri hiicre zarlarimin 6nemli bir bileseni olup; Fe, Cu gibi gecis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini olustururlar. Bu nedenle Fe veya Cu
tuzlar1 lipid peroksidasyonunu hizlandirirlar. Sonugta hiicre zarmin akiskanlhigini ve
gecirgenligini bozarak membran biitiinligliniin bozulmasina yol acarlar. Oksidatif hasarin

derecesini membranin lipid/protein orani, fosfolipidlerin miktari, yag asitlerinin bilesimi ve
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doymamishk derecesi ve membranin akiskanlhigi etkiler (45). Hiicre =zarlann gibi,
mitokondriyal ve mikrozomal zarlarin fosfolipidlerinde doymamis yag asitlerinin fazla
miktarda bulunmasi sonucunda, lipid peroksidasyonuna daha duyarl olduklar1 bilinmektedir.
Lipid peroksidasyonu zarin yapi ve gorevlerinde bozukluklara neden olur. Lizozomal
zarlardaki hasar hidrolitik enzimlerin salinmasina yol acgar. Diger taraftan, kaslarda hasarla
birlikte gelisen peroksidasyon olaylart su mekanizmayla ortaya c¢ikar; kaslardaki hasarla
beraber hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde bir artis meydana gelir. Gerek bu artisin gerekse
kaslardaki hasarin etkisi sonucunda hiicre zar1 fosfolipidlerinden fosfolipaz A, (FLA;)
saliverilir. Bu olay sonucunda ozellikle prostaglandinler gibi eikasonoidlerin temel maddesi
olan arasidonik asit miktarinda artis sekillenir. Aragidonik asit miktarinin artmasi
lipooksijenaz yolu iizerinden hidroperoksi eikosatetraenoikasidin (HPETE) olusmasina neden
olur. Bu olay sonucunda HPETE nin etkisi ile peroksidasyon ve sonugta hiicre canliliginin
kaybolmas1 gelisir (58).

Hemoglobin ve miyoglobin gibi hem igeren proteinler de hidrojen peroksit varliginda
lipid peroksidasyonunu iki mekanizma ile uyarabilirler:

¢ Proteinler ve hidrojen peroksit reaksiyonu ile OXO-hem radikali olusur (6zellikle
tirozin peroksi radikali). Bu ise lipid peroksidasyonunu uyarir.

e Asinn hidrojen peroksit, miyoglobin ve hemoglobine etki ederek serbest demir
iyonlarinin agiga ¢ikmasimna neden olur. Serbest demir iyonlar1 ise lipid
peroksidasyonunu uyarir.

Crush sendromu gibi kas hasarlarindan sonra viicut sivilarinda miyoglobin ve
hemoglobin artar. Hemoglobinin haptoglobine baglanmasi veya hem molekiiliiniin
hemopeksine baglanmasi lipid peroksidasyonunu azaltir. Plazmada bulunan seruloplazmin
demir metabolizmasinda da rol oynamaktadir. Ayrica antioksidan o6zelligi de vardir.
Seruloplazmin ferrooksidaz aktivitesine sahiptir. 2 degerlikli ferro demiri, 3 degerlikli ferri
demire okside eder. Seruloplazminin ferro-oksidaz aktivitesi demir iyonuna bagh lipid
peroksidasyonunu inhibe eder (56).

Peroksidasyon sonucu meydana gelen iirlinlerden ozellikle ikisi mutajenik etki
gostermektedir; bunlar MDA ve Hidroksinonenal (HNE) dir (58). Uc veya daha fazla cift bag
ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbiitirik asit ile l¢iilebilen MDA meydana
gelir. Bu metod lipid peroksit seviyelerinin 6lciilmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir. Fakat lipid

peroksidasyonunun derecesi ile iyi korelasyon gosterir. Peroksidasyon ile olusan MDA
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membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi

intrinsik membran 6zelliklerini degistirir (47).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SIiSTEMLERI

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidan yikima Kkarsi
antioksidanlar olarak isimlendirilen bir¢ok koruyucu mekanizma bulunmaktadir (51). Serbest
oksijen radikallerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasar1 dnlemek ve detoksifikasyonu
saglamak {izere organizmay1r koruyan antioksidan savunma sistemi dort yolla etki
gostermektedir.

1. Sipiiriicii Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma, yok etme
seklindedir. Antioksidan enzimler, kiiciik molekiiller bu yolla etki gosterirler.

2. Inaktif Sekle Déniistiiriicii Etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiiriicii etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3. Zincir Kiric1 Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarim engelleyici etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
zincir kiric1 etki gosterirler.

4. Onaric1 Etki: Serbest radikallerin olusturduklarin hasarin onarilmasi seklindedir
(49).

Aragtirmamizda, viicudun enzimatik en 6nemli koruyucu sistemleri olan siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) , GSH ve GPx enzim aktiviteleri incelendiginden dolay1 bu

dort enzim hakkinda bilgi verilmesi uygun olacaktir.

Siiperoksit Dismutaz

Serbest radikallere kars1 organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gerceklesir (60).
SOD enzimi ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanmistir (47).
SOD enzimi, siiperoksit serbest radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (61).

] ] SOD
02' + 02. + 2H+ _— H202 + 02
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SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali substrat olarak
kullanir. Biitiin aerobik organizmalarda mitokondri ve sitozolde bulunur ve tek bilinen
substrat1 siiperoksit radikalidir (51). Siiperoksit radikallerinin dismutasyonu ile ya da direkt
olarak olusan hidrojen peroksit ise GPx ve CAT enzimleri tarafindan suya doniistiiriilerek
detoksifiye edilir. Insanda Cu-Zn SOD, Mn-SOD ve EC-SOD izomerleri bulunur (53). Cu-Zn
SOD sitozolde bulunan ve dimerik yapida olup 21 no’lu kromozomda lokalizedir. Mn-SOD
mitokondrilerde bulunan, tetramerik yapida ve 6 no’lu kromozomda lokalizedir. Her iki
SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir. Cu-Zn SOD siyanidle inhibe olurken Mn-SOD
siyanidden etkilenmez (47). EC-SOD ise ekstraseliiler sivida bulunan ve sitozolik Cu-Zn SOD
ile benzerlik gosteren bir glikoproteindir (53). Oksijen kullanim1 fazla olan dokularda SOD

aktivitesi fazladir. Oysa ekstraseliiler sivida SOD aktivitesi diistiktiir (61).

Glutatyon Peroksidaz

GPx hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Sitozolik bir enzim olup,
molekiil agirhig yaklasik olarak 85000 Daltondur. Tetramerik yapida ve 4 selenyum atomu
ihtiva etmektedir. GPx lipid peroksidasyonunun baslamasini ve gelismesini engelleyici
ozellikte olan bir enzimdir (47).

Bu enzim asagidaki reaksiyonlan katalizler:

GPx
H,O, +2GSH —— > GSSG + 2H,O

GPx
ROOH + 2GSH 5 GSSG + H,O + ROH 47)

H,0, ve cesitli organik hidroperoksitlerin GPx ile indirgenmesi reaksiyonunda
indirgenmis GSH kosubstrat olarak gorev yapar. Katalitik reaksiyon sonucu H,O ve
oksitlenmis glutatyon disiilfit (GSSG) olusur. Hiicresel GSH’1n eksikligine yol acan GSSG
efluksu GPx aktivitesindeki artisin bir sonucudur (60). GPx’in, fagositik hiicrelerde énemli
fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GPx, solunum patlamasi sirasinda serbest
radikal peroksidasyonu ile fagositik hiicrelerde olusabilecek zarar1 onler. GPx eritrositlerde
oksidatif strese kars1 en etkili antioksidandir. GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit
artist ve siddetli hiicre hasan ile sonuglanir. Eritrosit GPx aktivitesi yaslilarda ve Down

Sendromunda yiiksek, prematiirelerde diisiik, 1lokosit GPx aktivitesi yaslilarda ve
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hipertansiyonlu hastalarda yiiksek bulunmustur (47). lodoasetat, siyaniir ve siiperoksit

radikali, GPx enziminin inhibitorleridir (60).

Glutatyon

GSH, yiiksek konsantrasyonlarda hemen hemen tiim memeli hiicrelerinde meydana
gelen bir tripeptiddir. GSH, karaciger basta olmak iizere pek ¢ok dokuda glutamat, sistein ve
glisin amino asitlerinden y glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleriyle olusur.
GSH oksidan hasara kars1 koruyucu etkiye sahip hiicre i¢indeki en onemli enzimatik yapida
olmayan antioksidandir.

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir.
Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarimi rediikte halde tutar ve bu gruplarn
oksidasyona kars1 korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino asitlerin membranlardan
transportunu saglar. GSH eritrositleri, 16kositleri ve goz mercegini oksidatif strese karsi
korumada hayati oneme sahiptir. Niikleofilik bir yapiya sahip olan indirgenmis glutatyon
elektrofilik karakterdeki karbon atomlar1 ve Zn, Cd, Hg, Cu, Pb gibi atomlarla kompleks
olusturarak agir metallerin viicuttan atilmasina yardimci olur.

GSH; H,0,’yi, lipid peroksitleri, disiilfidleri, askorbati ve serbest radikalleri
indirgeyebilir. Yapilan arastirmalar GSH eksikliginin oksidatif strese yol actifini ve
Alzheimer, Parkinson, epilepsi, karaciger hastaliklar, kistik fibrozis, orak hiicre anemisi,

kanser, gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olabilecegini ortaya koymustur (47,49,60).

Katalaz

Katalaz 4 tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir (47). Tim hiicre tiplerinde
degisik konsantrasyonlarda bulunup %20 oraninda stoplazmada ve %80 oraninda
peroksizomlarda lokalizedir (60). Gorevi hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir
(47).

Katalaz H;O,’nin olusum hizimin diisiik oldugu veya elektron vericisinin yiiksek

oldugu konsantrasyonlarda peroksidatik reaksiyon gosterir;

Katalaz
H202 + AH2 _— 2H20 + A
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H,05’ nin olugum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyon gosterir.

.Katalaz
H202 + H202 _—s 2H20 + 02 (60)

Katalaz eritrositlerde yiiksek oranda, kalp kas1 ve endotelde ise diisiik oranda bulunur.
Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir (53). Asit,
siyaniir, 3-amino-1,2,4 triazol, indirgenmis glutatyon ve siiperoksit radikallerinin katalazi

inhibe ettigi bildirilmistir (60).

NEBiVOLOL

Nebivolol, vazodilatator etki gosteren {igiincii jenerasyon beta adrenerjik reseptor
blokeridir (62). Ik kez 1995 yilinda esansiyel hipertansiyon endikasyonu icin ruhsat alinmis
bir ajandir (63). Nebivolol D-nebivolol ile L-nebivololiin 1:1 orandaki rasemik bir
karisimidir. Nebivololiin D izomeri secgici 3 bloker olarak ve hafif diizeyde vazodilatator etki
gostermesine ragmen, L izomeri eNOS aktivitesini arttirarak endotel bagimli vazodilatasyona
neden oldugu ve yiiksek dozlarda da beta bloker etki gosterdigi bildirilmektedir. Nebivololiin
endotel bagimli vazodilatator etkisi L izomerine benzer bir sekilde eNOS aktivitesini
arttirarak gosterdigi rapor edilmistir (64).

Nebivolol %98 oraninda plazma proteinlerine baglanir ve bu baglanmada esas olarak
albiimini tercih ettigi bildirilmistir (63). Nebivolol; sistemik vaskiiler direncte ve sistemik kan
basincinda belirgin ve hizli bir azalma saglar. Diger beta blokerlerden farkli olarak negatif
inotropik etki olusturmaz, kardiyak outputta ve atim hacminde artisa sebep olur, tiim bu
etkiler ilacin arteriodilatator 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Insan 6n kol damar sisteminde
yapilan bir ¢alismada nebivololiin vazodilatator cevabinin L-arginin/NO yolu ile oldugunu;
vazodilatator cevabinin NG—metilarjinin tarafindan inhibe edildigini ve asir1 L-arginin
uygulamasi ile bu bloke edici etkinin ortadan kalktig1 rapor edilmistir. Yapilan ek calismalar
nebivololiin vazorelaksasyon ©zelliginin endoteliyal inositol trifosfat metabolizmasinin
aktivasyonuyla intraseliiler kalsiyumu harekete gecirdigini ve sonugta endoteliyal nitrik oksit
sentaz aktivasyonuna yol agmasiyla aciklanmaktadir. Nebivolol hiicre icinde serbest kalsiyum
konsantrasyonunu arttiran fosfolipaz C aktivitesini arttirir. Konstitiitif endoteliyal NO sentaz
aktivitesi kalsiyum/kalmodulin bagimlidir. Intraseliiler serbest kalsiyum konsantrasyonunda

artis bu enzimi aktive eder ve NO saliniminda artis ile sonuglanir (65).

21



Nebivolol hem NO saliniminin modiilasyonu yoluyla vazodilator etki olusturur, hem
de B1 adrenoseptor antagonist etkiye sahiptir. Nebivolol bircok mekanizma ile hemodinamik
degisiklikler gosterir. Bunlar, negatif kronotropik etki, serebral vazomotor merkezden
sempatik aktivite inhibisyonu, periferik o; reseptor inhibisyonu, renin aktivitesinin
baskilanmas1 ve en Onemlisi de periferik vaskiiler direnci azaltmasidir (64). Ayrica
nebivololiin bobrek glomeriiler kapillerinde endoteliyal adenozin trifosfat olusumunu
uyardigl, endoteliyal kalsiyum diizeyini arttirdigi ve kalsiyum bagimli eNOS aktivitesini
arttirdi@1  bildirilmektedir. Nebivololiin yapilan bircok c¢alismada bobrek NO salgisini
arttirdi@1 renal plazma akim ile glomeriiler filtrasyon hizini arttirdigr bildirilmigtir. Ayrica
renin anjiyotensin aldosteron sistemini baskiladigi, anjiyotensin II inhibisyonu, endotelin-1
seviyesini azalttigi ve antioksidan etki gosterdigi rapor edilmistir (9). Troost ve ark.
nebivololiin oral yolla standart antihipertansif dozda kullaniminin 6nemli 6lciide izoprostane
8-iso PGF2a’nin iiriner yolla atilimin1 6nemli ol¢iide azaltarak antioksidan etki gosterdigini
bildirmisglerdir. Bu bulgu nebivololiin antioksidatif etkisini giiclii bir sekilde desteklemektedir
(66).

Nebivolol yiiksek diizeyde lipofilik bir ajandir. Nebivolol fibrinojen plasma activator
inhibitérl (PAI-1), homosistein ve endotelin-1 konsantrasyonlarin1 azaltir. Azaltilmig
endotelin-1 konsantrasyonu, diiz kas hiicre proliferasyonu ve vazodilatasyonunda muhtemelen
olumlu bir rol oyanayabilir (67). Nebivolol vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
etme yetenegine sahiptir. Nebivololiin bu 6zelligi dogal bir o6zelligi olan poliamin
metabolizmasiyla etkilesime girebilmesiyle yakindan iligkilidir. Yapilan bir calismada
nebivolol sican aortik diiz kas hiicre ¢ogalmasimni ve poliamin iiretimini inhibe ettigi rapor
edilmistir. Nebivolol trombosit agregasyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu
inhibe ederek (kan basincimi kardiyak debiyi azaltmadan diisiirerek) kalbi degil vaskiiler
sistemi de NO araciligiyla tromboz ve ateroskleroza karsi korur (68). Hiicresel ve hayvansal
modellerde nebivololiin endoteliyal 3, adrenerjik reseptor aracili NO iiretimi sagladigi veya
ATP cikisiyla P2Y-purinoseptoriin stimiilasyonu aracili NO salinimi yoluyla vazodilatator
etki gosterdigi kanmitlanmistir. Aymi calismada nebivolol NO ayiricilarimi inhibe ederek
sistemik antioksidan etki gosterdigi rapor edilmistir. Farmakolojik konsantrasyonlarda
nebivolol lipid hidroperoksit seviyelerinde doza bagimli azalma saglamistir (69). Deneysel ve
klinik bulgulara gore endotel disfonksiyonu oksidatif strese bagh olarak azalmis NO
biyoaktivitesinin dogrudan bir sonucudur. Ayrica bazi kanitlar nebivolol reaktif oksijen tiirleri

(ROS) yapimiyla etkilesime girerek oksidatif stresi azaltabilecegine isaret etmektedir. Bu
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nedenle nebivololiin hipertansiyonda endotel disfonksiyonunu onlemede ¢ok yararli etkileri

oldugu bildirilmistir (68).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve Aragtirma
Laboratuvari’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1°C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan, 240-300 g agirhiginda Wistar albino erkek sicanlar
kullanildi. Calisma icin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan (Ek-1) onay
alindi. Sicanlar deney Hayvanlart Laboratuvari’nda, standart sican yemi ve musluk suyu
verilerek beslendi.

Calismamizda 4 grupta 10’ar adet olmak iizere 40 adet sican kullanildi. 1. ve 2. grup
sicanlar fizyolojik serum (FS), diger gruplar im gliserol enjeksiyonundan 24 saat 6nce serbest
diyette susuz birakildi. Ik enjeksiyondan sonra serbest diyet ve su alimi saglandi. 1. ve 2.
grup sicanlara FS, 3. ve 4. gruplardaki sicanlara %50’lik gliserol soltisyonundan 10 ml/kg’a
gore bulunan toplam hacim her iki arka bacak kaslarina esit miktarda enjekte edildi. 2. ve 4.
gruba 2 mg/kg dozunda nebivolol; 1. ve 3. gruba ise 2. ve 4. grup ile esdeger hacimde distile
su oral yolla verilmistir.

1. grup (kontrol) sicanlara FS’nin im enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra oral yolla
distile su verildi.

2. grup (kontrol+nebivolol) sicanlara FS’nin im enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra
oral yolla 2 mg/kg dozunda nebivolol verildi.

3. grup (ABY) sicanlara gliserol enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra oral yolla distile
su verildi.

4. grup (ABY+nebivolol) sicanlara gliserol enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra oral

yolla 2 mg/kg dozunda verildi.
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1. ve 3. gruplara 24. saatteki oral yolla distile su verilmesinden hemen sonra, 2. ve 4.
gruplardaki sicanlara ise 24. saatteki oral yolla nebivolol verilmesinden hemen sonra, siganlar
metabolik kafeslere alinarak 24 saatlik idrarlan toplandi. Metabolik kafeslere alinan si¢anlarin
24 saatlik idrarlar toplandiktan sonra yani gliserol enjeksiyonundan 48 saat sonra sicanlar 10
mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda sakrifiye edildikten sonra kanlari ve
her iki bobregi alindi. Diyafragmadan kalbe ulasilarak ponksiyonla alinan kan Ornekleri
biyokimyasal incelemeler i¢in tiiplere alindi. Daha sonra her iki bobrek c¢ikarilarak buz kabi
izerine konuldu, bobrek kapsiilii siyrildiktan sonra bistiiri yardimiyla longitudinal kesiyle
ikiye ayrildi. Sag bobregin bir yaris1 patoloji ¢alismalar icin %10’luk formalin soliisyonuna
alindi. Diger yaris1 ve sol bobregin her iki yarilar soguk fizyolojik serumla yikandiktan sonra
aliminyum folyo ile paketlendi ve laboratuvar calismalari yapilincaya kadar -80 °C’de
koruma altina alindi. Metabolik kafeslerde toplanan idrar hacimleri 6l¢iildii. Kan ve idrar
ornekleri sogutmali santrifiijde +4 °C ve 3000xg devirde 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatantlar ependorf tiiplere alinarak laboratuvar ¢aligmalar1 yapilincaya kadar -80 °C’de

muhafaza edildi.

Kullamilan Cihazlar

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

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere
Otomatik pipetler  : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvicre
Vorteks : Heidolp, Almanya

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

Manyetik karistirict  : Remi equipments, Hindistan
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvicre
Otoanalizor : Konelab Prime 60i, Finlandiya

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Nebivolol : Menarini, Almanya
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Gliserol
NaOH
Na-K tartarat

Folin fenol reaktifi

: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya

KH,PO, : Merck, Almanya
Na,HPO, : Merck, Almanya
EDTA : Merck, Almanya
H,0, : Merck, Almanya
NaN; : Merck, Almanya

Tiyobarbitiirik asit

Piridin

Sodyum dodesil siilfat:

Ksantin
Ksantin oksidaz

Glutatyon

Glutatyon rediiktaz

NADPH

Bovin serum albumin :

: Merck, Almanya
: Merck, Almanya

Merck, Almanya

: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya
: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

CuSOy : Panreac, 1spanya

Butanol : Riedel de Haen, Almanya
Na,COs : Riedel de Haen, Almanya
Etanol : Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Riedel de Haen, Almanya

Biyokimyasal Calismalar
Serum ve idrar drneklerinde iire, kreatinin, Na* ve K* 6l¢iimleri Trakya Universitesi

Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari’nda bulunan otoanalizérde (Konelab

Prime 60i, Thermo Scientific, Finlandiya) yapilda.
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Histolojik Calismalar

Sagittal olarak ikiye boliinen bobrek dokularinin birer yaris1 tamponlu %10’luk nétral
formaldehit icinde 24 saat boyunca tespit edilmistir. Alkol, ksilen ve erimis parafin
basamaklarim1 iceren doku takibine alinan dokularin parafine gomiilmelerinin ardindan 5
mikron kalinhiginda kesitler alinmis ve tiim kesitler rutin hematoksilen-eozin boyalan ile
boyanarak aynmi patolog tarafindan kor bakisla ikiser defa 151k mikroskobunda
degerlendirilmistir. Degerlendirmede 10 biiyiik biiylitme alaninda proksimal tiibiil
epitelindeki nekroz belirlenmis ve tiim proksimal tiibiillere olan oran1 toplam degerin yiizdesi
olarak ifade edilmistir. Ayn1 sekilde distal tiibiiller i¢indeki proteindz kastlar degerlendirilmis
ve kast iceren tiibiil liimenleri kast icermeyenlere oranlanarak toplam degerin yiizdesi olarak

ifade edilmistir.

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokusu —80 °C’den cikarildiktan sonra buzu ¢oziilmeden kesilerek tartildi.
GSH ve MDA icin 0.15 M KCl soliisyonu; SOD, CAT, GPx ve NO enzim aktiviteleri i¢in 50
mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Bistiiri ile kesilen
dokular tartimlart yapildiktan sonra daha kiiciik parcalara ayrilarak tiiplere konuldu ve doku
agirliklarina gore sulandirilarak tiipler icerisindeki dokular buz iizerinde tutularak
homojenizator ile homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 4000xg’de 10 dk +4 °C’de
santrifiij edildi ve siipernatant ayrildi. Ayrilan siipernatantlar spektrofotometrik MDA, GSH,

NO diizeyleri ve SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ile protein dl¢iimlerinde kullanildi.

Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry metoduna gore yapildi. Bu metod, proteinin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin fosfotungstat kompleksini molibden mavisine
indirgemesi prensibine dayanir. Reaksiyon bakir (Cu™) ile belirginlestirilir (70).

Cozeltiler:

A Cozeltisi: %2’1lik Na,CO5’1n 0.1 N NaOH’teki cozeltisi

B Cozeltisi: %1°lik CuSOy4 ¢ozeltisi

C Cozeltisi: %2’lik Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi
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D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢ozeltisi karigimi

E Cozeltisi: 1 hacim Folin 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 c¢ozeltileri
hazirlandu.

Deneyin yapilisi: Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiipiine 500 pl distile su kondu.
Tim 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 tiipler vorteks
ile iyice karistirildi. Oda 1s1sinda karanlikta 10 dk bekletildikten sonra, tiim tiiplere 250 pl E
cozeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekletildikten sonra, spektrofotometrede 650 nm’de kore

kars sifirlanarak okuma yapildi.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk spektrofotometrik olarak ol¢iiliir (71).

Cozeltiler

1. %8.1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’1ik asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

3. %0.8’1ik tiyobarbitiirik asit (TBA)

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

Deneyin yapilist: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenatt; 0.2 ml %8.1’lik SDS,
1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karigim 95
°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml
distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000xg’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat icermeyen ayirag koriine
kars1 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi:

AxVtx 10’

C (nmol/ml) =
ExVsxLx10®

A : Absorbans
E - Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi
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Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi

L : Kiivet cap1
10°  : Moliin nanomole ¢evrilmesi
10 : Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonug¢lar MDA nmol/g doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

Doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon igeriginin belirtilmesi i¢in kullanildi
(72).

Cozeltiler:

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

2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na;HPOy)

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

4. Glutatyon standardi: 10 mg/dl GSH

Deneyin yapilist: 0.5 ml doku homojenat1 iizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildikten sonra 0.5
ml siipernatant alinarak iizerine 0.3 M Na,HPO4 ve 0.5 ml Ellman aymraci eklendi.
Absorbanslar homojenat icermeyen ayira¢ koriine karsi 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri
ekstinksiyon katsaysi (¥=1.36 10* M"' cm™) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g
doku olarak ifade edildi.

Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Bu arastirmada SOD enzim aktivitesinin tayini, ksantin — ksantin oksidaz sistemiyle
tiretilen siiperoksit radikallerinin, SOD tarafindan hidrojen peroksite doniistiiriilmesi ya da
NBT’yi (nitroblue tetrazolium) indirgemesi esasina dayanir. Indirgenen NBT 560 nm’de
maksimum absorbans veren mavi renkli formazona doniigiir. SOD ise, siiperoksidin hidrojen

perokside doniisiimiinii saglar. Oyleyse, belli bir miktar NBT’yi iceren deney ortaminda,

29



olusan siiperoksidin miktar1 standardize edildigi takdirde; bu ortamda bulunan SOD enziminin
aktivitesiyle ters orantili olarak mavi renkli formazon olusacaktir (73).
Olayi su sekilde formiile edebiliriz:

Ksantin oksidaz

Ksantin > Urik asit + O,
spontan
O, + NBT » Mavi renkli formazon
SOD
2H + 20, »H,0,+ O,

Kullanilan reaktifler:
1- Assay reaktifi:
a- 0.3 mmol/L ksantin: 9.13 mg alinip son hacim 200 ml olacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.
Ksantin zor ¢oziildiigiinde bu islem 1sitilarak ya da ortama 1 M NaOH c¢ozeltisinden 1-2
damla eklenerek yapilabilir.
b- 0.6 mmol/L Na,EDTA: 23 mg alinip son hacim 100 ml olacak sekilde bidistile suda
¢oziildii.
c- 150 pymol/L NBT: 12.3 mg alinip son hacim 100 ml olacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.
d- 400 mmol/L Na,COs: 2.54 g alinip son hacim 60 ml olacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.
e- 1 g/L bovine serum albumin (BSA): 30 mg alinip son hacim 30 ml olacak sekilde bidistile
suda ¢oziildii.
Hazirlanan tiim ¢ozeltiler karistirilarak (toplam hacim 490 ml olacak) koyu renkli bir
sisede 4 °C’de muhafaza edildi (Tablo 1).
2- Ksantin oksidaz: Ksantin oksidaz stok c¢ozeltisi 4 °C’de sogutulmus 2 M (NH4)>SO4
¢ozeltisi ile 167 U/L olacak sekilde hazirlandi (Tablo 1).
3- CuCl; (0.8 mmol/L): 13.6 mg CuCl, alimip bir miktar bidistile suda ¢oziilerek toplam
hacim 100 ml’ye tamamlandi (Tablo 1).
4- 2 M (NH4),SOy: 2.64 g amonyum siilfat tartildi. Bir miktar distile suda ¢oziilerek toplam
hacim 10 ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti ksantin oksidazin diliisyonunda kullanildi (Tablo 1).
Deneyin yapilisi: Deneye baglarken, 4 °C’de korudugumuz hemolizat, fosfat tamponu
ile 50 kez diliie edildi. Ardindan, karisim iyice vortekslendi ve 4 °C, 3000xg’de 10 dakika

santrifiij edildi.
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Tablo 1. SOD tayin yontemi

Kor tiipii Test kiiveti
Assay reaktifi 2.850 2.850
Numune (hemolizat) 0.100
Bidistile su 0.100
Ksantin oksidaz 0.050 0.050

25 °C’de 20 dk inkiibasyon yapildi
CuCl; (ml) 1.00 1.00

Karigimlar, spektrofotometrede 560 nm’de assay reaktifi ile sifira ayarlanarak, kor ve
tiim numune tiiplerinin absorbanslar1 kaydedildi.
SOD aktivitesinin hesaplanmas:

Kor’iin absorbansi (Ak)-Numunenin absorbansi (An)
% inhibisyon= x 100

Kor’iin absorbansi
1 iinite SOD= NBT rediiksiyonunu %50 inhibe eden enzim aktivitesidir. Sonuclar U/mg

protein olarak verildi.

CAT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

CAT katalitik aktivitesiyle hidrojen peroksiti dekompoze ederek su ve oksijene
doniistiirmektedir (74).

CAT
2H, 0, — > 2H,0 + O,

Hidrojen peroksit ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir maddedir. Maksimal
absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina ilave edilen hidrojen peroksitin
CAT tarafindan su ve oksijene par¢alanmasi 240 nm’de absorbans azalmasi ile kendini
gosterir. Absorbansta gozlenen bu azalma ortamdaki CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilt
bir egilim gostermektedir (74).

Cozeltiler:

1. 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. Hidrojen peroksitli ve absorbansi 0.5 olan fosfat tamponu: Spektrofotometre 240

nm’ye ayarland1 ve fosfat tamponu ile aletin sifir absorbans okumasi saglandi. Hidrojen
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peroksitli fosfat tamponu, absorbans 0.5 oluncaya kadar damla damla hidrojen peroksit
eklenerek ayarlandi.

Deneyin yapilisi: Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile sifir
absorbansa getirildi. 3 ml’lik kiivete 2.99 ml hidrojen peroksitli fosfat tamponu ve 50 kat diliie
edilmis numuneden 0.01 ml ilave edilerek hizla karistirip absorbansi okundu, bu baslangi¢
absorbans degeridir. Daha sonra 60 saniye siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Siirenin
sonunda okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuglar k/mg protein seklinde ifade edildi.

[k absorbans
2.3x log
Son absorbans
K= x Sulandirma katsayisi

At (0l¢iim siiresi, sn)

Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

GPx, GSH’1 kullanarak hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii katalizleyen bir
enzimdir. Reaksiyon sonunda GSH okside forma doniisiirken, hidrojen peroksit ise suya
katalizlenir. Olusan GSSG’nin tekrar kullanilabilmesi icin GSSG’nin GSH’a doniismesi
gerekir. Bu doniisiim, ortamda rediikte NADP (NADPH) ve GR enzimi varliginda gerceklesir.
Bu durumda rediikte NADP okside NADP’ye ¢evrilirken GSSG rediikte forma dontisiir (75).

GPx
H,O, + 2GSH GSSG + 2H,0

GR
GSSG + NADPH + HY — > NADP" + 2GSH

Rediikte NADP 340 nm’de maksimal absorbans gosteren bir maddedir. GR katalizi

devam ettik¢e, ortamdaki NADPH miktar giderek azalacak ve buna parelel olarak 340 nm’de
absorbans azalmasi meydana gelecektir. Absorbanstaki bu azalma hizi ortamdaki GPx
aktivitesi ile dogru orantil1 olacaktir.

Cozeltiler:

1. 5 mM EDTA iceren 50 mM pH 7’lik fosfat tamponu.

2. 150 mM GSH EDTA’l fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce
hazirlandr).

3. 1 M NaN; EDTA’l fosfat tamponunda c¢oziildii (kullanomdan hemen Once

hazirlandr).
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4. 3 mM NADPH EDTA’lL fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen ©nce
hazirlandi).

5. 50 mM hidrojen peroksit EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢6ziildii (kullanimdan hemen
once hazirlandi).

6. 1 U/10 pl GR olacak sekilde fosfat tamponunda diliie edildi.

Deneyin yapilisi: Kor tiiptine 2.680 ml ve test tiiplerine 2.670 ml EDTA’l1 fosfat
tamponu, 0.1 ml GSH, 0.1 ml NADPH, 0.01 ml GR, 0.01 ml NaNj3, ayrica test tiiplerine 0.01
ml 10 kat diliie edilmis numune ilave edildikten sonra 30 dk oda isisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin sonunda her tiitbe 100 pl
hidrojen peroksit ilave edilip reaksiyon baslatildi ve hemen kiivetler spektrofotometreye
konarak 3 dk siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Absorbans azalmasinin bu siire
icerisinde tam olarak lineer oldugu goriildii.

Sonuglarin hesaplanmasi:

1 Unite GPx: 1 dakikada okside olan NADPH’1n umol cinsinden miktaridir.

AA/tx Vtx 10°

U/L (umol/dk/L) =
ExVsxL
E : NADPH 1n tiiketim katsayis1 (6.22 10° M cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi
Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L : Kiivet capi

AA/t : Dakikadaki absorbans degisimi
10°  : Moliin mikromole cevrilmesi

Spesifik aktivite icin bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve Nitrit Tayini Cortes ve Wakid’in tarif ettigi yonteme gore yapildi (76).

Kullanilan reaktifler:

1. Kadmiyum graniilleri: 0.1 mol/L. H,SO, i¢inde saklandig: siirece 9 ay stabildir.

2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ziildii. 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 HCI icinde ¢6ziildii ve daha

sonra sogumaya birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.
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4. N-Naptiletilen diamin (NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile su icinde ¢oziildii. 2
ay 0-8 °C de stabildir.

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

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

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

8. Standartlar: NaNO, standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde
hazirlanir (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B4O7.10 H,O) 100 ml i¢inde ¢oziiliir). KNO3
standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra borat iginde
¢oziiliir.

Deneyin yapilist:

Deproteinizasyon: Test tiipiine 0.5 ml numune, 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSOy, 2.5 ml
NaOH ilave edilip vorteksle karistirilir. 10 dk oda 1s1sinda beklettikten sonra 4000xg’de 10 dk
santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikamir. 1-2 dk
icinde CuSOy4’de calkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dk iginde
kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutulur.

Sonucun hesaplanmasi: KNOj standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler standartlara da
uygulanir. 1 ml glisin-NaOH buffer tiim tiiplere konulur. 1’er ml deproteinize numunelerden
ve standartlardan alinir. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan tiim
tiiplerin iizerine konulur. 90 dk oda 1sisinda kanstirarak beklenir. Siire sonunda Nitrit 6l¢timii
icin bu tiiplerden 2’ser ml alinarak tizerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edilir;
karistirilir ve 45 dk beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapilir.

Dogrudan nitrit dl¢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 alnarak ayr tiiplere konulur. Uzerine 1 ml

siilfanilamid ve 1 ml NNDA eklenir. 45 dk sonra 545 nm’de okuma yapilir.

Nitrat Olciimii

Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri cikarildiktan sonra sulandirma faktorii
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile carptiktan sonra g¢ikan

sonu¢ pmol/mg protein olarak hesaplanmis olur.
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istatistik

Sonuglar ortalamaztstandart sapma olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Tek Orneklem Kolmogorov-Smirnov test ile incelendi. Normal dagilim varsayimi
yerine geldiginde gruplar aras1 farkliligi arastirmada Tek Yonlii Varyans analizi (ANOVA)
kullanildi, normal dagilim varsayimi yerine gelmediginde gruplar arasi farklilig1 arastirmada
Kruskal Wallis test kullanildi. Gruplar arasi fark bulundugunda farkliligin hangi grup ya da
gruplardan kaynaklandigin1 belirlemede Bonferroni diizeltmeli post hoc test kullanild.
P<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik siir degeri olarak saptandi. Istatistiksel analizlerde

Statistica 7.0 (Lisans kodu:31N6YUCV38) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Sicanlarda hipertonik gliseroliin im uygulanmasiyla olusturulan deneysel mABY
modeli, her grupta 10 adet sigan olmak iizere 4 grupta toplam 40 adet sican iizerinde ¢aligildi.
Gliserol enjeksiyonunun 48. saatinde anestezi altinda siganlarin kan ve doku ornekleri alindi.
Ancak 2 sican 48 saat dolmadan gelisen komplikasyonlardan dolay1 6ldii. Olen sicanlarin her
ikisi de 4. gruptandi. Ayrica 3. grupta 2 adet, 4. gruptan ise 1 adet sicandan idrar Ornegi
almamadi.

Tiim gruplardaki sicanlara ait doku MDA diizeyi nmol/g doku, GSH diizeyi pmol/g
doku, NO diizeyi pmol/mg protein, SOD aktivitesi U/mg protein, CAT aktivitesi k/mg protein
ve GPx aktivitesi U/mg protein, serum iire (Suyr.) diizeyi mg/dl, serum kreatinin (Skre,) diizeyi
mg/dl, serum sodyum (Sy,) diizeyi mmol/L, serum potasyum (Sk) diizeyi mmol/L, idrar NO
(Ixo) diizeyi pmol/L, idrar kreatinin (Ij.) diizeyi mg/dl, idrar sodyum (lIn,) diizeyi mmol/L,
kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gore hesaplanip kg/viicut agirligina boliindii.
Fraksiyonel sodyum atilimi (FeNa) % olarak hesaplandi. Fraksiyonel sodyum atilimi=idrar
sodyumu/serum sodyumu x serum kreatinin/idrar kreatinin x 100 formiilii kullanilarak
hesaplandi. Gruplara ait veriler tablolarda gosterilmistir (Tablo 2-5).

Calisma gruplarinin degiskenlere ait istatistik verileri ise Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 2. Grup 1’in biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO SOD GPx CAT Siire Skrea Sna Sk Ino Tirea Ina
1 | 0226 2,129 16,815 2,060 1,434 35 0,5 138 5.4 92,583 85 13
2 | 0,243 2,875 15,206 2,226 1,413 36 0,5 138 6 61,667 99 25
3 | 0,247 2,760 | 53,988 17,267 3,200 1,465 29 0,5 129 4,5 101,083 119 22
4 | 0324 3,371 | 31,446 | 16,786 1,720 1,518 33 0,5 141 5,2 79,417 92 19
5| 0,196 2,562 | 104,402 | 16,610 1,386 1,602 28 0,5 130 5 76,750 85 22
6 | 0,282 2,611 16,477 1,777 1,114 33 0,5 133 4,8 73,500 110 10
7 | 0,266 2,342 | 150,499 | 15,912 1,486 1,536 35 0,5 128 5.1 64,750 87 9
8 | 0,440 3,123 | 225,529 | 14,529 1,453 1,325 36 0,5 138 4,6 63,333 100 10
9 | 0,503 3,884 | 90,693 16,282 1,489 1,243 37 0,5 125 4,9 52,000 90 10
10 | 0,269 2,082 | 102,121 | 17,467 1,146 1,289 37 0,5 136 6 58,917 80 9

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; SOD: Siiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; CAT: Katalaz; Sgy.: Serum iire; Skyeat

Serum kreatinin; Sn,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Ino: Idrar nitrik oksit Iyye,: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum.
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Tablo 3. Grup 2’nin biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO SOD GPx CAT Siire Skrea SNa Sk ino Tkrea Ina
1| 0,568 3,530 | 345,440 | 15,758 | 1,517 | 1,257 38 0,5 139 4,1 | 65,083 | 115 12
2 | 0334 3,680 | 71,287 | 16,070 | 1,512 | 1,385 39 0.5 140 55 107,750 | 123 15
3 | 0,19 2,080 | 36,513 | 16,423 | 2,865 | 1,094 38 0.5 139 56 | 87,250 | 101 12
4 | 0218 2,805 | 145,506 | 16,472 | 2,296 | 1,762 35 0.5 141 52 | 98,833 | 158 13
5 | 0226 4,254 | 56,320 | 14,861 | 2,048 | 1,147 27 0,4 115 42 1100333 | 101 30
6 | 0348 3,408 | 42,878 | 16,334 | 2,050 | 1,373 35 0,5 141 4,1 87,667 76 35
7 | 0,205 3229 | 181,814 | 15,727 | 1,811 | 1,222 29 0,5 131 4.8 | 92,083 86 44
8 | 0,198 2,936 | 206,582 | 15,524 | 1,906 | 1,482 30 0.5 137 52 | 79,000 89 27
9 | 0372 3222 | 76,593 | 16,149 | 2,338 | 0,673 36 0.5 137 57 | 87,583 91 46
10 | 0,218 2,751 | 156,941 | 16,564 | 2,706 | 1,383 29 0.5 138 5 88,417 89 41

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; SOD: Siiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; CAT: Katalaz; Syt Serum iire;

Skreat Serum kreatinin; Sn,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Ino: Idrar nitrik oksit Tyyea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum.
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Tablo 4. Grup 3’iin biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO SOD GPx CAT Siire Skrea Sna Sk Ino Tirea Ina
1 | 0,600 1,969 | 92,371 16,674 2,603 0,522 618 5,6 114 7,6 13,583 10 104
2 | 0,544 1,686 | 92,873 19,531 3,004 0,429 557 5.8 113 8,1 4,000 10 92
3 | 0,158 2,027 | 173,873 | 16,996 1,733 0,515 645 6 116 7,7 24,583 12 103
4 | 0,390 1,925 | 84,642 | 16,427 2,258 0,371 566 5,7 106 7,7 18,667 9 85
51 0,509 1,943 | 208,461 | 17,841 1,501 0,307 623 6,3 106 8,1 4,250 10 94
6 | 0,469 2,199 | 116,941 | 18,719 1,308 0,403 590 5.9 118 7,1 12,750 10 80
7 | 0,496 1,619 | 114,894 | 16,079 1,383 0,550 623 5,5 117 8.9
8 | 0,584 2,228 | 91,371 16,064 1,488 0,579 581 5.4 106 7.8 46,500 10 75
9 | 0,539 1,876 | 83,943 14,466 1,868 0,380 610 6.3 119 8.8

10 | 0,282 1,735 | 89,398 15,535 1,133 0,409 627 5.5 110 8 20,917 10 70

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; SOD: Siiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; CAT: Katalaz; Sy,.: Serum iire;

Skrea: Serum kreatinin; Sy,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Ino: Idrar nitrik oksit Types: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum.

39



Tablo 5. Grup 4’iin biyokimyasal verileri

SN | MDA | GSH NO SOD GPx CAT Siire Skrea SNa Sk Ino Tirea Ina
1 10,548 2,381 |49,334 | 15,944 1,903 0,428 565 6,3 116 7,5 25,167 |11 73
2 0,669 2,642 | 16,301 | 15,429 1,909 0,545 608 6,5 125 8

3 0,464 2,172 14,559 1,475 0,541 575 5,9 125 8,7 16,167 | 14 97
4 10,478 2,253 | 161,307 | 15,699 2,621 0,384 519 5,6 104 7,8 10,833 |9 82
5 10,347 2,214 | 29,453 | 19,405 3,854 0,507 638 6,3 113 8,2 17,583 | 11 67
6 ]0418 1,911 | 409,632 | 33,715 4,542 0,804 563 5.4 113 6,6 16,917 | 10 63
7 0,547 2,667 | 97,803 | 13,849 2,026 0,391 542 5,9 118 7,6 9,250 14 84
8

9 10,602 2,648 91,066 | 13,1711 |2,164 0,339593 | 554 6,8 119 8,9 19,250 | 16 76
10

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; SOD: Siiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; CAT: Katalaz; Syye: Serum iire;

Skrea: Serum kreatinin; Sy,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Ino: Idrar nitrik oksit iy Idrar kreatinin; iy,: Idrar sodyum.
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Tablo 6. Calisma gruplarimin degiskenlerine ait istatistiksel verileri

GRUP1 [GRUP2 GRUP 3 GRUP 4 p
Parametreler Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

MDA 0,30£0,10 | 029+0,12 | 0,490,10 0,510,100 | <0001
nmol/g doku
GSH 2,77¢0,57 | 3.19%0,59 | 1,91x021 236027 | <0.001
umol/g doku
NO 108,38+64,22 | 131,99+96,58 | 108,324+39,43 | 122,13135,92 [ 914
umol/mg protein
SOD 16,34x0,91 | 1599+0,53 | 16,81£1,60 | 17,7246,73 | 0322
U/mg protein
CAT 1,39+0,15 1,28+0,28 | 0,44+0,09 0,49£0,15 | <0001
K/mg protein
GPx 1,7940,59 | 2,1020,45 1,8420,65 2,561,07 | 0.110
U/mg protein
Stre 33,90+3,18 | 33,6024,43 |599,44+26,63 | 570,50£37.43 | <0001
mg/dl
Skrea 0,50£0,00 | 049+0,03 | 5,78+0,33 6,09:0,47 | <0,001
mg/dl
Sna 133,60+5,36 | 135,80+7,86 | 112,1125,33 | 116,63x691 | <0001
mmol/L
Sk 5154052 | 4942062 | 8.0120,57 791x0,73 | <0001
mmol/L
Ixo 72,40£15,47 | 89,40+11,85 | 17,24%14,43 | 16,45+530 | <0001
umol/L
Iiea 94,70+12,31 | 102,90+23,88 | 9,86+0,38 12,14£2,54 | <0001
mg/dl
Iy, 14,906,37 | 27,50£13,77 | 85,71£11,81 | 77431144 | <0001
mmol/L
Kreatin Klirensi | 0,50+0,04 0,50+0,04 0,00+0,00 0,00£0,00 | <0,001
FeNa % 0,06+0,02 0,1120,07 | 4545778 | 34,1427.20 | <0001
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Gruplar aras1t MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar arast MDA diizeyinde grup 1 ile grup 3 arasinda p=0,003, grup 1 ile grup 4 arasinda
p=0,001, grup 2 ile grup 3 arasinda p=0,001, grup 2 ile grup 4 arasinda p<0,001 diizeyinde
anlamli artma gozlendi. Grup 1 ile grup 2 ve grup 3 ile grup 4 arasinda anlamh fark
gozlenmedi ( p>0,05). MDA diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuglari

Tablo 7’de ve gruplara gére MDA diizeyinin dagilimi Sekil 1°de gosterildi.

Tablo 7. Malondialdehit diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p=0,003 p=0,001
4. grup p=0,001 p<0,001 p>0,05

0,6 1
0,5 1

0,4 1

MDA ( nmol/g doku)

0,1 1

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 1. Gruplara gore malondialdehit diizeylerinin dagilin
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Gruplar aras1 GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 GSH diizeyinde grup 1 ile grup 3 arasinda p=0,001, grup 2 ile grup 3 arasinda
p<0,001, grup 2 ile grup 4 arasinda p=0,003 diizeyinde anlamh azalma gozlendi. Diger
gruplar arasinda anlamh fark gozlenmedi ( p>0,05). GSH diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli

post hoc testi sonuglart Tablo 8’de ve gruplara gére GSH dagilimi Sekil 2°de gosterildi.

Tablo 8. Glutatyon diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclar:

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p=0,001 p<0,001
4. grup p>0,05 p=0,003 p>0,05
4
35
= 3
v
=
= 25
20
S
g 2
=
1
= o
7
o 1
0,5
0 T

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

Sekil 2. Gruplara gore glutatyon diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p=0,914).
NO diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclar1 Tablo 9’da ve gruplara gore

NO diizeylerinin dagilimi Sekil 3’te gosterildi.

Tablo 9. NO diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclar:

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p>0,05 p>0,05
4. grup p>0,05 p>0,05 p>0,05

300

250

200 A

150 A

100 1

NO (umol/mg protein)

50 1

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

-50 -

Sekil 3. Gruplara gore NO diizeylerinin dagilim
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Gruplar arast SOD diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi
(p=0,322). SOD diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclar1 Tablo 10’da ve
gruplara gore SOD diizeylerinin dagilimi Sekil 4’te gosterildi.

Tablo 10. Siiperoksit dismutaz diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuclar1
1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p>0,05 p>0,05
4. grup p>0,05 p>0,05 p>0,05

30

25

20 1

15 -

10 -

SOD ( U/mg protein )

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 4. Gruplara gore siiperoksit dismutaz diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 CAT diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 CAT diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4 arasinda, grup 2 ile grup 3 ve grup 4
arasinda p<0,001 diizeyinde anlaml azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmedi ( p>0,05). CAT diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuglar1 Tablo

11°de ve gruplara gore CAT dagilimi Sekil 5°te gosterilmistir.

Tablo 11. Katalaz diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclari

1. grup

2. grup

3. grup

2. grup

p>0,05

3. grup

p<0,001

p<0,001

4. grup

p<0,001

p<0,001

p>0,05

CAT (kx/mg protein)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0.4
0,2

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

Sekil 5. Gruplara gore katalaz diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 GPx diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi
(p=0,110). GPx diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuglart Tablo 12’de ve

gruplara gore GPx diizeylerinin dagilimi Sekil 6’da gosterildi.

Tablo 12. Glutatyon peroksidaz diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuclar1
1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p>0,05 p>0,05
4. grup p>0,05 p>0,05 p>0,05
4 -
3.5 1
3 -

GPx ( U/mg protein )
[\)

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 6. Gruplara gore glutatyon peroksidaz diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arasi Sy diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 Sy diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup 3 ve grup 4 arasinda
p<0,001 diizeyinde anlaml1 artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlaml fark gozlenmedi
(p>0,05). Sy diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu) sonuglari

Tablo 13’te ve gruplara gore serum iire diizeylerinin dagilimi Sekil 7°de gosterildi.

Tablo 13. Serum iire diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu)

sonuclari
1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p<0,001 p>0,05
700 -
600 1
500 A
3 400 A
=
£ 300 -
7]
200
100 A
0 e I s o I :
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 7. Gruplara gore serum iire diizeylerinin dagilim
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Gruplar arasi Sy, diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar arasi Sk, diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup 3 ve grup 4 arasinda
p<0,001 diizeyinde anlaml artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi
(p>0,05). Skrea diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu) sonuglar

Tablo 14’te ve gruplara gore serum iire diizeyinin dagilim1 Sekil 8’de gosterildi.

Tablo 14. Serum kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s

metodu) sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p<0,001 p>0,05

Skrea ( mg/dl )

GRUP1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 8. Gruplara gore serum kreatinin diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 S, diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 Sy, diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup 3 ve grup 4 arasinda
p<0,001 diizeyinde anlamli azalma go6zlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi
(p>0,05). Sna diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu) sonuglari

Tablo 15’te ve gruplara gore serum sodyum diizeylerinin dagilimi Sekil 9°’da gosterildi.

Tablo 15. Serum sodyum diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s

metodu) sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p<0,001 p>0,05
160
140
120
= 100
E
£ 80
5
Z 60
40
20
0

GRUP 1

GRUP2

GRUP 3

Sekil 9. Gruplara gore serum sodyum diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 Sk diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 Sk diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup 3 ve grup 4 arasinda
p<0,001 diizeyinde anlaml artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi
(p>0,05). Sk diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuglart Tablo 16’da ve

gruplara gore serum potasyum dagilimi Sekil 10°da gosterildi.

Tablo 16. Serum potasyum diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclari

1. grup

2. grup

3. grup

2. grup

p>0,05

3. grup

p<0,001

p<0,001

4. grup

p<0,001

p<0,001

p>0,05

p—
o
J

S, (mEq/L)
©C = N W A LU O I 0 O

GRUP 3

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 4

Sekil 10. Gruplara gore serum potasyum diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 idrar NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,001). Gruplar aras1 idrar NO diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4 arasinda, grup 2 ile
grup 3 ve grup 4 arasinda p<0,001 diizeyinde anlamli azalma go6zlendi. Diger gruplar arasinda
anlamli fark gozlenmedi (p>0,05). Idrar NO diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi

sonuglar1 Tablo 17’°de ve gruplara gore idrar NO dagilimi Sekil 11°de gosterildi.

Tablo 17. idrar NO diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p<0,001 p>0,05
120 1
100 A
80

Iyo (umol/L)
[N
3

(V]
]
1

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3 GRUP 4

Sekil 11. Gruplara gore idrar NO diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arasi Tkrea diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar arasi Iy, diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup 3 ve grup 4 arasinda
p<0,001 diizeyinde anlamli azalma go6zlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi
(p>0,05). Tirea diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu) sonuglari

Tablo 18’de ve gruplara gore idrar kreatinin diizeylerinin dagilimi Sekil 12°de gosterildi.

Tablo 18. Idrar kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s

metodu) sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p<0,001 p>0,05
140 -
120 +
100 A

I ren (mg/dl)
[02e]
(e}

GRUP 1

Sekil 12. Gruplara gore idrar kreatinin diizeylerinin dagilin

GRUP2 GRUP3 GRUP4
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Gruplar arast Ina diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 Iy, diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4 diizeyinde anlamli artma gozlendi.
Diger gruplar arasinda anlamli fark gozlenmedi (p>0,05). I, diizeylerinin Bonferroni
diizeltmeli post hoc testi sonuglar1 Tablo 19°da ve gruplara gore idrar sodyum diizeylerinin

dagilim1 Sekil 13’te gosterildi.

Tablo 19. idrar sodyum diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi sonuclar1

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p>0,05
4. grup p<0,001 p>0,05 p>0,05
120 1
100 A
80 A

GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

GRUP 1

Sekil 13. Gruplara gore idrar sodyum diizeylerinin dagilim
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Gruplar arasi kreatin klirensi diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,001). Gruplar arasi kreatin klirensi diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup
3 ve grup 4 arasinda p<0,001 diizeyinde anlamli azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda
anlamli fark gozlenmedi (p>0,05). Kreatin klirensi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post
hoc testi (Dunn’s metodu) sonuglart Tablo 20’de ve gruplara gore kreatin klirensi

diizeylerinin dagilimi Sekil 14’te gosterildi.

Tablo 20. Kreatin klirensi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s

metodu) sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p<0,001 p>0,05
0,6 1
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= 0,5 9
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Sekil 14. Gruplara gore kreatin klirensi diizeylerinin dagilin
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Gruplar aras1 FeNa diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001).
Gruplar aras1 FeNa diizeyinde grup 1 ile grup 3 ve grup 4, grup 2 ile grup 3 arasinda p<0,001
diizeyinde anlamh artma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlaml fark gézlenmedi (p>0,05).
FeNa diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu) sonuglari Tablo

21°de ve gruplara gore FeNa dagilimi Sekil 15°te gosterildi.

Tablo 21. FeNa diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli post hoc testi (Dunn’s metodu)

sonuclari
1. grup 2. grup 3. grup
2. grup p>0,05
3. grup p<0,001 p<0,001
4. grup p<0,001 p>0,05 p>0,05
60 1
50 A
40 A
1S3
S 30 1
)
=
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10 A
O L] L) L]
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 15. Gruplara gore FeNa diizeylerinin dagilim
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Histopatolojik Sonuclar

Calismamizda bobrek dokularinin histopatolojik incelenmesinde; 100 alanda nekroz
ve kast miktar1 her bir sican i¢in hesaplandi ve % nekroz ve % kast degerleri i¢in her bir
grubun ortalamalar1 hesaplanarak Tablo 22’de verildi.

Grup 1°deki sicanlarin Hematoksilen-Eosin (HE) boyali bobrek kesitleri 11k
mikroskobunda incelendiginde; higbirinde tiibiil i¢lerinde hiicre kastlar1 (debris) goriilmedi.
Tiibiillerde nekroz yoktu. Rejenerasyon yok denecek kadar azdi. Glomeriillerde herhangi bir
degisiklik izlenmedi. Peritiibiiler stromada 6dem yanmisira kan damarlarinda konjesyon
mevcuttu. Tiibiil epitelinde minimal derecede hidropik sisme ve sitoplazmada vakuolizasyon
dikkati cekti (Sekil 16) .

Grup 2’deki siganlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
tiibiil i¢i hiicre kast birikimine rastlanmadi. Glomeriillerde bir degisiklik gbze carpmadi.
Tiibiiler hiicre rejenerasyonu saglikli kontrole gore biraz daha belirgindi. Peritiibiiler stromada
o0dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon izlendi (Sekil 17).

Grup 3’teki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobisinde incelendiginde;
tiibiil ici kast birikimi %12,4-21,6 arasinda, ortalama %17,75 ve tiibiiler hiicrelerde nekroz
%30-50 arasinda, ortalama %34,44 oranindaydi. Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi.
Tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon dikkati cekti.
Glomeriillerde degisiklik goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda
konjesyon mevcuttu. Tiibiil epitel hiicrelerinde rejenerasyon izlenmekteydi (Sekil 18).

Grup 4’teki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobisinde incelendiginde;
tiibiil i¢i kast birikimi %8,4-21 arasinda, ortalama %12,48 ve tiibiiler hiicrelerde nekroz %10-
30 arasinda, ortalama %20 oranindaydi. Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi. Tiibiil epitel
hiicrelerinde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon goriildii. Glomeriillerde degisiklik
goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Tiibiil

epitelinde rejenerasyon izlenmekteydi (Sekil 19).
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Tablo 22. Gruplarin histopatolojik nekroz ve kast miktarlarimin % olarak degerleri

1. grup 2. grup 3. grup 4. grup
SN Nekroz % Kast % Nekroz % Kast % Nekroz % Kast % Nekroz % Kast %
1 0 0 0 0 30 12,4 20 13
2 0 0 0 0 50 21,1 30 21
3 0 0 0 0 30 15,1
4 0 0 0 0 40 19,4 20 11,7
5 0 0 0 0 30 21,6 10 8,4
6 0 0 0 0 30 21 15 10,8
7 0 0 0 0 30 15,27 20 10
8 0 0 0 0 30 20,1
9 0 0 0 0 40 13,8 15 9,8
10 0 0 0 0 30 15,1
Ort+SD | 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 34,44+7,27 17,7543,58 20,00+7,07 12,48+4,02
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Sekil 19. 4. Grubun bobrek kesiti (HE x 100)
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TARTISMA

Rabdomiyoliz kelime anlami olarak c¢izgili kasin erimesi anlamina gelmektedir.
Giinliik kullammda ise travmatik ve travma disi nedenlere bagli olarak iskelet kasi
hiicrelerinin hasara ugramasi ve daha sonra hiicre i¢i elemanlarinin sistemik dolagima gecerek
klinik ve laboratuvar bulgularina yol agmasi anlagilir. Travmanin yol actigi rabdomiyoliz ve
buna bagl olarak gelisen cerrahi/medikal belirti ve bulgular iceren sistemik ve komplike
tablo crush sendromu olarak adlandirilir (3).

Depremler sirasinda Oliimlerin en sik nedeni travmanin dogrudan etkisidir, ikinci
sirada en sik goriilen 6liim nedeni ise crush sendromu ve yol actigi komplikasyonlardir.
Bunlarin en 6nemlisi ise akut bobrek yetmezligi vakalaridir. Miyoglobiniirik akut bobrek
yetmezligi 6zellikle deprem felaketi sonrasinda enkaz altindan c¢ikarillan hastalarda siklikla
goriilmektedir (3,77,78). Felaketlerde crush sendromu insidanst %?2-5 arasina kadar
yiikselebilecegi bildirilmistir. 1976 yilindaki Tangshan-Cin depreminde 3000, 1988
Ermenistan depreminde 600, 1999 Marmara depreminde 639 hastada gelisen crush sendromu
nedeniyle mABY gelistigi rapor edilmistir (18,24). Marmara depreminde bobrek problemi
goriilen 639 hastanin 477’si diyaliz tedavisi gormiistiir ve 462 hasta diyaliz tedavisine muhtag
olmustur (79).

Depremler sirasinda travmaya bagli Sliimlere karsi yapilabilecek bir sey yoktur. Bu
nedenle felaketler sonrasinda can kaybimi azaltmanin en etkin caresi crush sendromu ve
tedavisini iyi bilmektir. Ayrica mevcut tedavi olanaklarinin yaninda yeni tedavi

seceneklerinin arastirmalarla desteklenmesi gerekir.

61



Rabdomiyoliz sonrasi bobrek fonksiyonlarin1 bozan faktorleri ikiye ayirmak
miimkiindiir. Bunlardan ilki bobrek kan akimimi bozan ve hipoperfiizyona yol acan faktorler,
ikincisi ise iskelet kaslarinin hasar sonrasi ortaya ¢ikan miyoglobine bagh olan etkilerdir (5).
Deneysel mABY olusturmak icin en ¢ok kullanilan ve kabul géren model si¢anlara hipertonik
gliseroliin im verilmesiyle olusturulur. Bu model insanlarda gelisen mABY’nin deneysel
modeli olarak kullanmilmaktadir (16,27).

Rabdomiyolizde meydana gelen hem proteinlerinin olusturdugu ATN hem
proteinlerinin vazokonstriktif etkileri sonucu olusan iskemiyle birlikte goriiliir. Iskemik
dokudaki oksidatif hasar mekanizmalarindan birisi oksidanlara bagli olarak iskemi siiresince
glutatyon miktarinin tiikenmesi ile iligkilidir. Iskemi sonucu glutatyonun tiikenmesi
nefrotoksinlerin vazokonstriktor etkilerini arttirir (80). Ayrica iskemik dokuda SOD, CAT ve
GPx gibi enzimlerin inaktivasyonu da hizlanir. Bu durumda hiicre reperfiizyon sirasinda hizla
olusan oksijen radikallerinin etkisine daha duyarli hale gelir (80).

Nebivolol anti-hipertansif bir ajan olmanin yan sira vazodilatator ve antioksidan etki
gosteren Pjadrenerjik reseptor antagonistidir. Nebivolol iki enantiyomerinin esit miktarinin
rasemik bir karisimidir. Bunlar, D-nebivolol (SRRR konfigiirasyonu) ve L-nebivolol (RSSS
konfigiirasyonu)’dur. D izomeri B; reseptor blokaj oOzelliginde L izomerine gore daha
potenttir. Oysa L-nebivolol dncelikle endotel bagimh vazodilatasyon 6zelliginden sorumludur
(8). Nebivolol vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini1 inhibe etme yetenegine sahiptir.
Nebivololiin bu o6zelligi dogal bir 6zelligi olan poliamin metabolizmasiyla etkilesime
girebilmesiyle yakindan iliskilidir. Nebivololiin sican aortik diiz kas hiicre ¢ogalmasini ve
poliamin {iretimini inhibe ettigi, trombosit agregasyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek vaskiiler sistemi de NO araciligiyla tromboz ve ateroskleroza
karst korudugu rapor edilmistir (63). Deneysel calismalarda nebivololiin endoteliyal [,
adrenerjik reseptor aracili NO iiretimi sagladigi veya ATP cikisiyla P2Y-purinoseptoriin
stimiilasyonu aracili NO salmimi yoluyla vazodilatator etki ve sistemik antioksidan etki
gosterdigi rapor edilmistir. Farmakolojik konsantrasyonlarda nebivolol lipid hidroperoksit
seviyelerinde doza bagimli azalma saglamistir (66).

Reaktif oksijen tiirlerinde NADPH-oksidaz aracili artislar renin-anjiyotensin-
aldosteron sisteminin neden oldugu kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklart icin 6nemli bir
mediyatordiir. Artan reaktif oksijen tiirleri NO biyoaktivitesini azaltabilir bu durum bobrekte
renin-anjiyotensin-aldostren sisteminin aktivasyonunda kritik bir rol oynar. ROS yiiksek

diizeyde reaktif bir molekiildiir ve eNOS’un aktivasyonunu azaltir. ROS’un artan doku
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seviyeleri lokal olarak salinan NO’yu peroksinitrite doniistiirerek doku hasarina ve NO
biyoyararlaniminda azalmaya neden olur (69,81).

Nebivololiin saglikli hayvanlarda etkisinin incelendigi; kas ici FS ve oral olarak
nebivolol verilen 2. grup ile 1. grup parametreleri karsilastirildiginda bobrek fonksiyon
belirtecleri, oksidatif stres ve antioksidan parametreleri, doku ve idrar NO diizeylerinde ve
histopatolojik bulgular arasinda anlamlh farklilik olmadigi goriildii. Toprak ve ark. (9)
kontrast madde vererek olusturmus olduklari nefropati ¢aligmalarinda saglikli siganlara 2
mg/kg dozunda nebivolol verilmesinin kontrol grubuna gére bobrek fonksiyon parametreleri,
NO ve oksidatif stres markerlar1 arasinda anlamli fark olmadigi bildirilmistir. Bu ¢aligmanin
sonuclari ile bizim ¢alisma sonug¢larimiz benzerlik gostermektedir.

Kas ici gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen ve oral FS verilen 3.
grup sicanlarda, 1. grup ile karsilagtirildiginda MDA, Sie, Skrea, diizeylerinde artma; CAT
enzim aktivitesinde ve GSH diizeyinde arasinda istatistiksel olarak anlaml azalma gozlendi.
GPx ve SOD enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlaml farklilik olmadig goriildii. 3.
gruptaki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobisinde incelendiginde;
korteksteki proksimal tiibiil epitelinde yogun nekroz goriildii (tiibiiler nekroz ortalama
%34,44+7,27). Distal tiibiilde kast seklinde dens proteindz madde birikimi (tiibiiler kast
ortalama %17,75+3,58) yogun bir sekilde izlendi. Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi.
Distal tiibiil hiicrelerinde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon dikkati cekti. Daha
once laboratuvarimizda yaptigimiz calismalarda iire ve kreatinin diizeylerinin arttifi CAT,
SOD, GPx enzim aktivitelerinin azaldigi; MDA diizeyinin arttigir goriildii. Ayrica bobrek
kesitlerinin 151k mikroskobundaki goriintiilerinde yogun sekilde tiibiiler nekroz ve kast
goriildii. Caligmamizin bu grubundaki bulgularimiz daha o6nce laboratuvarimizda yapmis
oldugumuz caligmalar ile benzerlik gostermektedir (7,53,82,83). Chander ve ark. (42) gliserol
enjeksiyonundan sonra bobrek glomerular fonksiyonlarimin bir gostergesi olan iire ve
kreatinin diizeylerinin arttigt CAT, SOD, GR enzim aktivitelerinin ve glutatyon diizeylerinde
azalma oldugu, MDA diizeyinde anlaml1 artma oldugu bildirilmistir. Histolojik kesitlerde ise
kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiibiiler nekroz, hemorojik kast, hiyalin kast olusumlari
oldugu gosterilmistir. Singh ve ark. (84) gliserol enjeksiyonu ile olusturulan ABY modelinde
bircok caligmada bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu lipid peroksidayonun arttigi ve
antioksidan kapasitenin azaldigi rapor edilmistir. Huang ve ark. (85) tarafindan gliserol
vererek olusturulmus olan miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginde glomeriiler filtrasyon

hizinin belirlenmesinde kullanilan iniilin klirensinin anlamh diizeyde azaldig1 gosterilmistir.
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Kim ve ark. (86) bu modelde yapmis olduklar1 ¢alismada glomeriiler filtrasyon hizinin
belirlenmesinde kullanilan kreatinin klirensinin anlamh diizeyde azaldigini bildirmislerdir. Bu
calismalarda elde edilen sonuglar bizim calismamizda bu grupta elde etti§imiz sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Sy, miktarinda p<0,001 diizeyinde azalma, Ina miktarinda ve FeNa
atiliminda p<0,001 diizeyinde anlamli artma goriildii. Calismamizda tiibiiler fonksiyonun bir
belirteci olan FeNa’daki artis, Onceki calismalarda oldugu gibi tiibiiler fonksiyonlarin
bozuldugunu gostermektedir (87).

Calismamizda kas ici gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen ve gliserol
enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra nebivolol verilen 4. grupta 48 saat dolmadan 2 sican
gelisen komplikasyonlarla 6ldii. Bu grupta kalan 8 denekten elde edilen bulgularimiz gruplar
arasinda istatistiksel olarak farkliligin olup olmadigin tespit etmek i¢in Bonferroni diizeltmeli
post hoc testi kullanildi. Bu grupta antioksidan enzimlerin aktivitelerinde; MDA, NO, GSH,
Siires Skrea dlizeylerinde, idrar NO, ile kreatinin klirensi ve fraksiyonel sodyum atilimi 3. grup
ile karsilastirdigimizda anlamlh diizeyde fark olmadigi goriildii. 4. gruptaki sicanlarin HE
boyal1 bobrek kesitleri 151k mikroskobisinde incelendiginde; 3. gruba oranla proksimal tiibiil
epitelinde nekroz ve distal tiibiilde proteindz birikimlerde azalma goriildii (tiibiiler nekroz
ortalama %?20,00+7,07, distal tiibiil protein6z birikimleri ortalama %12,48+4,02). Tiibiillerde
belirgin bir dilatasyon vardi. Tiibiiler hiicrelerde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon
goriildii. Glomeriillerde bir degisiklik goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6¢dem ve vaskiiler
yapilarda konjesyon mevcuttu.

Toprak ve ark. (9) sicanlarda kontrast madde nefropatisinde nebivololiin etkilerini
arastirmislardir. Kontrast madde nefropatisi; hastanede gelisen akut bobrek yetmezliginin en
sik goriilen iiciincii nedenidir. Nebivololiin renal nitrik oksit salgisini arttirmasi, renal plazma
akimi ve glomeriiler filtrasyon hizinda artis saglamasi, renin anjiyotensin aldosteron sistemini
baskilamasi, anjiyotensin 2’nin inhibisyonu, endotelin-1 seviyesini azaltmas1 ve antioksidan
ozellige sahip olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1 tercih edildigi rapor etmislerdir. Toprak ve
ark. (9) kontrast madde vererek olusturmus olduklar1 nefropati caligmalarinda; 2 mg/kg
dozunda nebivolol verilmesinin nefropati olusturulan grubun sonuglarina gére medullar
tikaniklik, protein atilimi ve tiibiiler nekrozu azalttigi, sistemik ve renal oksidatif streste
azalmaya yol actigi, mikroproteiniiride azalma ve bobrek nitrit seviyelerinde artisa neden
oldugu rapor edilmistir.

Sag bobrek nefrektomisi yapilarak hipertansiyon olusturulan sicanlarda bobrek

arterlerinde nebivolol tedavisinin vazodilatator etki gosterdigi, serum kreatinin ve iire
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diizeylerinde anlamli farkliligin olmadigi, idrar albumin atilimin1 anlamh diizeyde azalttig
gosterilmistir (88). Serum {iire ve kreatinin diizeyinde anlamli farklilik olmamasi bizim
sonuclarimizla benzerlik gostermektedir. Kakoki ve ark.(89) nebivololiin izole sican
bobreginde ve tuza duyarh hipertansif siganlarin bobrek damarlarinda NO diizeyini arttirarak
vazodilatasyon olusturdugu bildirilmistir. Gandhi ve ark. (10) sag nefrektomi yapilan
sicanlara 15 giin 10 mg/kg L-NAME ve 2 mg/kg dozunda nebivolol verildikten sonra sol
bobrekte 45 dk iskemi 24 saat reperfiizyonu yapilmistir. Bu calismada nebivolol verilen
grupta serum iire ve kreatinin diizeylerinin anlaml diizeyde azaldigi, TNF-o< diizeyini ve
miyeloperoksidaz enzim aktivitesini azalttigi, SOD enzim aktivitesini ve NO diizeyini
arttirdi@1 rapor edilmistir. Nebivolol, daha onceki bobrek hasari1 olusturulan modellerdeki
calismalarin cogunda bu hasardan 6nce verilmistir. Bizim ¢alismamizda nebivololiin gliserol
enjeksiyonundan 6nce verilmesi klinik duruma uygun olmayacagi i¢in, biz nebivololii gliserol
enjeksiyonundan 1 saat sonra vermeyi uygun gordiik.

Yukarida oOzetlenen daha Once yapilmis ¢alismalarda nebivololiin bir¢ok deneysel
modelde koruyucu rol oynadig bildirilmektedir. Ancak calismamizda elde edilen
biyokimyasal ve histolojik bulgular ile nebivololiin tedavisi verilen ABY grubu sicanlarda
yilksek oranda O©liim goriilmesi nebivololonun miyoglobiniirik ABY’inde iyilesme
saglamadigini ve hatta patogenezi daha da kétiilestirdigini gostermektedir.

Hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturulan miyoglobiniirik ABY modelinde
nebivololiin etkisi ile ilgili herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alisma
sonuclarimizin daha once yapilan calismalarin sonuglariyla uyumlu olmamasi; nebivololiin
dozu, wverilis yolu, verilme zamani, verilme siirelerindeki farkliliklar ve deneysel
miyoglobiniirik ABY olusum mekanizmasinda etkili faktorlerin diger deneysel modellerden
farkli olmasina bagli olabilir. Ayrica nebivololiin etkileri uzun siireli verilmesinden sonra
goriilebilir.

Nebivololiin farkli deneysel ABY modellerinde koruyucu rol oynadigi literatiirde
goriilmektedir. Bizim calismamizda nebivololiin deneysel miyoglobiniirik ABY’nde
iyilestirici etkisinin olmadigi ve hatta patogenezi daha da agirlastirdigr goriilmiistiir.
Calismamizda elde ettigimiz bulgular1 literatiir bilgileri ile birlikte degerlendirdigimizde;
nebivololiin bu modeldeki olumsuz etkisinin goriilmesinde birka¢ faktor rol oynayabilir.
Nebivololiin kaslarda olusan 6demi daha da arttirarak, hipovolemiyi siddetlendirebilecegini

diisiinmekteyiz. Siddetli hipovolemininde renal vazokonstriksiyonu arttirarak mABY
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patogenezini daha da agirlastirdifin1 ve buna bagli olarak nebivololiin yararli etkilerinin
goriilmedigini diistinmekteyiz.

Biitin bu bulgular ve gozlemler, deneysel miyoglobiniirik ABY modelinde
nebivololiin tedavisi ile goriilmeyen iyilesmenin hatta patogenezi kotiilestirmesinin
mekanizmasint kesin olarak gostermede yetersiz kalmaktadir. Bu konuda nebivololiin dozu,
verilis yolu, verilme zamani ve verilme siirelerinde yapilacak diizenlemeler ile renal kan
akimi bobrek su ve sodyum tutulumunun periferik édem olusumunda etkisini arastiran daha

kapsamli caligmalara ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturdugumuz miyoglobiniirik
ABY’de nebivololiin antioksidan enzimler; MDA, NO, GSH diizeylerine, bobrek
fonksiyonlart ile histopatolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini inceledik.

Sonuglar incelendiginde;

1. ve 2. grup arasinda incelenen parametreler yoniinden herhangi bir istatistiksel bir
fark olmadig1 goriildii.

1. ve 3. grup arasinda MDA, Siye, Skrea, diizeylerinde artma; CAT enzim aktivitesinde
ve GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalma goézlendi. GPx ve SOD enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.

Calismamizda kas ici gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen ve gliserol
enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra nebivolol verilen 4. grupta 48 saat dolmadan 2 sican
gelisen komplikasyonlarla 6ldii. Bu grupta antioksidan enzimlerin aktivitelerinde; MDA, NO,
GSH, Siie, Skrea diizeylerinde, idrar NO, ile kreatinin klirensi ve fraksiyonel sodyum atilimi 3.
grup ile karsilastirdigimizda anlaml diizeyde fark olmadig goriildii.

Bu sonuclar 1s1ginda, nebivololiin hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturulan
miyoglobiniirik ABY {izerindeki etkilerinin olumsuz oldugu goriilmiistiir. Nebivololiin bu
modelde olusturdugu etkinin mekanizmasinin agiga c¢ikarilmasi amaciyla daha kapsamli ve

ayrintili aragtirmalarin yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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OZET

DENEYSEL MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK YETMEZLIiGIiNDE
NEBiVOLOLUN ETKILERIi

Aysegiil ILHAN TARHAN

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi iskelet kaslarinin travmatik ya da travma dist
nedenlerle hasarlanmasi sonucu ortaya ¢ikan iiremik bir sendromdur. Miyoglobiniirik akut
bobrek yetmezligi patogenezinde serbest radikallerin ve nitrik oksidin dnemli rol oynadig
gosterilmistir. Nebivololiin antihipertansif, antioksidan etki gosterdigi ve nitrik oksit diizeyini
arttirdigi rapor edilmektedir. Bu ¢alismada, nebivololiin deneysel miyoglobiniirik akut bobrek
yetmezliginde etkilerini aragtirmay1 amagladik.

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen, 240-300 gram agirhifinda 40 adet Wistar albino erkek sican
kullanildi. 1. ve 2. grup sicanlar fizyolojik serum, diger gruplar intramiiskiiler gliserol
enjeksiyonundan 24 saat once susuz birakildi. 1. ve 2. grup sigcanlara fizyolojik serum, 3. ve 4.
gruptaki sicanlara %50’lik gliserol soliisyonundan 10 ml/kg’a gore bulunan toplam hacim esit
miktarlarda her iki arka bacak kaslarina enjekte edildi. 1. ve 3. grup si¢anlara 1 ve 24 saat
sonra distile su, 2. ve 4. grup sicanlara 2 mg/kg dozunda nebivolol oral yolla verildi. Gliserol
enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlarin rompun-ketamin anestezisi altinda kan ve bobrekleri

alind1.
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Bobrek dokusunda nitrik oksit, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
enzim aktiviteleri ile glutatyon, malondialdehit diizeyi; serumda iire, kreatinin, sodyum ve
potasyum diizeyleri; idrarda nitrik oksit, kreatinin, sodyum diizeyleri ile bobrekte
histopatolojik degisiklikler incelendi. Calismamizin bulgulart sonucunda 3. ve 4. grup
arasinda siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim aktivitelerinde;
malondialdehit, nitrik oksit, glutatyon serum iire ve kreatinin diizeylerinde, idrar nitrik oksit
ile kreatinin klirensi ve fraksiyonel sodyum atiliminda anlamli diizeyde fark olmadigi
goriildii. Ayrica 4. grupta 2 sican 6ldii. Bu sonuglar g6z Oniine alindiginda nebivololiin
mABY patogenezi iizerinde olumsuz etkilerinin oldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Nebivolol, Miyoglobiniirik Akut Bobrek Yetmezligi, Serbest Radikaller,

Nitrik oksit, Antioksidan Enzimler
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SUMMARY

EFFECTS OF NEBIVOLOL ON EXPERIMENTAL MYOGLOBINURIC
ACUTE RENAL FAILURE

Aysegiil ILHAN TARHAN

Myoglobinuric acute renal failure is an uremic syndrome which develops due to
traumatic or non-traumatic causes to skeletal muscle. Free oxygen radicals and nitric oxide
play a crucial role in the pathogenesis of myoglobinuric acute renal failure. Nebivolol has
been reported to have some antihypertensive and antioxidant effects and increases nitric oxide
levels. In this study, we aimed to investigate the effects of nebivolol on the experimental
myoglobinuric acute renal failure.

In our study, 40 male Wistar Albino rats, 240-300 grams in weight, were used. The
rats were randomly divided into 4 groups. After 24 hours water restriction in the diet, the rats
in 1. groups and 2 received saline and those in 3. groups and 4, glycerol solution (50 %) were

injected with at a ratio of 10 ml/kg in equal amounts in their hind limbs. One and 24 of
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hours later, 1 and 3 groups received distilled water orally and 2. and 4 groups have taken 2
mg/kg nebivolol. 48 hours after the glycerol injection, the blood samples and kidneys of the
rats were taken under the anesthesia with xylazine-ketamin. The enzyme activities of
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase and the level of nitric oxide,
glutathione and malondialdehit were determined in the kidney tissue. The levels of urea,
creatinine, sodium and potassium were measured in the serum samples and the levels of urea,
creatinine, sodium and nitric oxide were examined in the urine specimens. Histopathological
changes were also studied.

As a result of our findings, there was no significant difference between 3 and 4"
group in the activities of superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase; the level of
nitric oxide, glutathione and malondialdehit, plasma urea and creatinine levels Beside, two not
died in the 4™ group When these results are taken into consideration, we think that the

nebivolol may have some negative effects over myoglobinuric acute renal failure.

Key words: Nebivolol, Miyoglobinuric Acute Renal Failure, Free Radicals, Nitric oxide,

Antioxidant Enzymes
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