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H,0, : Hidrojen Peroksit
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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY), renal fonksiyonlarda ani azalma ile karakterize,
yaygin bir klinik sendromdur. ABY’nin baglica gostergeleri glomerilar filtrasyon hizinda
(GFR) azalma ve viicutta tiretilen toksik metaboliklerin atiliminda bozukluk olugmasidir (1).

Ezilme sendromu, travmanin yarattigi rabdomiyoliz (¢izgili kasin erimesi) ve buna
bagli gelisen cerrahi/medikal belirti ve bulgulart igeren komplike bir tablodur. Rabdomiyoliz,
travmatik ve nontravmatik nedenlere bagli olarak ¢izgili kas hiicrelerinin hasara ugramasi,
ardindan hiicre i¢i elemanlarin dolasima gegerek klinik ve laboratuvar bulgularina yol
agmasidir. ABY, rabdomiyolizin neden oldugu Onemli bir komplikasyondur (2).
Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi (mABY) ise travmatik ya da travma dis1 nedenlerle
iskelet kaslarinin hasar1 ve kas hiicre igeriginin dolagima gegmesi sonucu gelisen tiremik bir
sendromdur (3).

Deneysel mMABY olusturmak i¢in yapilan galismalarda siganlara hipertonik gliserollin
intramiskiler (im) olarak enjeksiyonunun miyoliz ve hemoliz olusumuna neden oldugu
belirtilmistir. Miyoliz ve hemoliz sonucu agiga ¢ikan demir iceren proteinler (miyogobin ve
hemoglobin) serbest radikal olusumuna, nitrik oksit depolarinin tiikenmesi ve
vazokonsriksiyon olusumuna neden olmaktadir (4).

Peroksizom proliferator aktive reseptorler (PPAR), steroid, tiroid, retinoid hormon
reseptorlerini iceren nikleer hormon reseptor Ust familyasindan olup o, 3,y olmak (zere 3
izoformu vardir. PPARYy farkli birgok doku ile beraber bobrekte medullar toplayici kanallarda,

glomeriil ve bobrek pelvisi endotel hiicrelerinde bulunmaktadir. PPARy dogal ve



sentetik ligantlara sahiptir. Sentetik ligantlari tiyazolidindionlardir (TZD) ve tip 2 diyabet
tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bu grubun iiyeleri troglitazon, ciglitazon, pioglitazon ve
rosiglitazondur (5). Rosiglitazon bu gruptaki en gucli ve secici ajandir. Reseptorlere
baglanma konusunda digerlerinden daha yiiksek afiniteye sahiptir (6). PPARy aktivasyonunun
kan basincinda azalmaya, postglomerdilar efferent arteriyolde vazodilatasyona ve nitrik oksit
(NO) iiretiminin artmasina neden oldugu belirtilmistir (7).

Miyoglobintrik ABY ’nin olusum mekanizmasinda serbest radikal olusumunun ve NO
diizeyindeki azalmanin énemli rol oynadig gorilmektedir. Calismamizda, rosiglitazonun NO
duzeyleri, oksidatif stres Uzerindeki etkileri, bobrek fonksiyonlar1 ve bobrek dokusundaki

histopatolojik degisiklikler iizerindeki etkilerini arastirmay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

AKUT BOBREK YETMEZLIiGi

Akut bobrek yetmezligi, renal fonksiyonlarin saatler ve birka¢ giin iginde bozulmasi
sonucu {ire ve kreatinin gibi nitrojen atik iiriinlerinin birikmesi olarak tanimlanir (8). Bobrekte
olusan fonksiyon bozukluklari, metobolik degisikliklere (metobolik asidoz ve hiperkalemi)
neden olarak viicut s1vi dengesini ve farkli organ sistemlerini etkilemektedir (9). Akut bobrek
yetmezligi, olusum nedenlerine gore li¢ grupta incelenir:

1) Prerenal ABY: GFR’da azalmaya bagli meydana gelir. Serum kreatinin, kan (re
konsantrasyonu yeniden diizelebilecek sekilde artmakta ve renal perfiizyon azalmaktadir (9).

2) Intrinsik ABY: Iskemik ve nefrotoksik yaranlamalar sonucunda bbrek zarar goriir,
histopatolojik ve patofizyolojik degisiklikler olusur. Bobregin glomeriil, tiibiil, damar,
interstisyum gibi bolumlerinin etkilemesiyle yapisal degisiklikler meydana gelir (9). Tedavi
edilmeyen prerenal yetmezligi takiben tiibiiler hasar ve nekroz meydana gelir; bu da intrinsik
ABY olusumuna neden olur. (10,11) Intrinsik ABY nin en blyik nedeninin akut ttbuler
kekroz (ATN) olmasindan dolay1 siklikla ATN ile ayni anlamda kullanilmaktadir (8,9).

3) Postrenal ABY: Uriner toplama sisteminde, tiibiil dist ya da ici nedenlerle

obstriksiyon olusumu sonucu meydana gelir (9).



MIiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Miyoglobinurik akut bobrek yetmezligi, travmatik ya da travma disi nedenlerle iskelet
kaslarinin hasar1 ve kas hiicre igeriginin dolasima ge¢mesi sonucu gelisen iiremik bir
sendromdur (3).

Crush sendromu depremlerden sonra olusan en 6nemli 6liim nedenlerinden biridir.
Crush kelimesinin Tiirk¢e karsiligi ezilme ya da sikismadir. Bizim calismamizda Tiirkce
karsilig1 olan ezilme sendromu terimi kullanilacaktir. Ezilme sendromu, travmanin yarattigi
rabdomiyoliz (¢izgili kasin erimesi) ve buna bagl gelisen cerrahi/medikal belirti ve bulgular
iceren komplike bir tablodur. S6z konusu bulgulari ABY; kompartman sedromu; gergin,
O6demli, agrili kaslar; hipovolemik sok; hiperpotasemi; asidoz; kalp yetersizligi; solunum
yetmezligi ve infeksiyondur (2, 12).

Rabdomiyoliz, iskelet kasi yapisinin bozulmasi sonucu igeriginde bulunan miyoglobin,
hiicre i¢i protein ve elektrolitlerin dolasima katilmasi sonucu olusan sendromdur. Bu sendrom
hastaliklara, yaralanmalara, ila¢ tedavisi ve toksinlere bagli meydana gelir. Rabdomiyoliz
olusumu ABY, kompartman sendromu, elektrolit anormalisine bagl kardiyak disritmi,
intravaskiiler koagiilopati gibi bir takim komplikasyonlara neden olmaktadir (13).

Rabdomiyoliz eski ¢aglardan beri bilinmektedir. Ilk olarak Israillilerin Misir’dan gogii
sirasinda, Oldiiriicii bir hastalik olarak bahsedilmistir. Go¢lin Akdeniz boliimiinde bildircin
tilketiminden sonra miyoliz olustugu ancak tiiketilen hemlock sifali bitkisinin intoksisiteyi
sagladig1 belirtilmistir. Modern ¢aglarda ise ilk 1908 yilinda Messina’da Sicilya Depreminde
ve I. Diinya savasi sirasinda Alman askeri tip literatliriinde, ezilme sendromundan ve
ABY’den s6z edilmistir. Savas sirasinda askerlerin siperlerde gomiilmeleri sonucunda
rabdomiyoliz vakalar1 olustugu tespit edilmistir. Modern Ingiliz tip literatiiriinde ise Bywater
ve Beall tarafindan 1940 yilinda, Londra’nin bombalanmasi sirasindaki yaralanan 4 kiside
ezilme sendromuna bagli ABY gelismesinden bahsedilmistir. Daha sonralar1 yapilan deneysel
calismalarda miyoglobinin rolii ile ilgili detaylar bildirilmistir. 1970 yilinda ise nontravmatik
rabdomiyolizin de potansiyel bir ABY nedeni oldugu belirtilmistir (14).

Rabdomiyolizin ardindan mutlaka ezilme sendromu ve ABY gelismesi s6z konusu
degildir. Rabdomiyoliz ardindan ABY gelisme riski %4-100 arasinda olup, ortalama %30-
50°dir (2).

Hipertonik gliseroliin siganlara im enjeksiyonu ile deneysel model mABY

olusturulmaktadir (15). Gliserol enjeksiyonu miyoliz ve hemoliz olusumuna; hipovolemiye
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neden olmaktadir. Miyoliz ve hemoliz ardindan hemoglobin ve miyoglobinin pargalanmasi ile
aciga cikan demir, serbest radikal olusumuna, lipid peroksidasyonuna ve NO depolarinda

azalmaya sebep olur. Bu durum renal fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir (4,16,17).

Miyoglobiniirik Akut Bobrek Yetmezligi Olusum Mekanizmasi

Rabdomiyoliz sonrasinda ABY gelismesinde 3 temel mekanizma rol oynamaktadir:
Tubuler obstriksiyon

Tubuler nekroz ve oksidatif stres

Bobrekte vazokonstriksiyon olusumu

Tubuler obstriksiyon: Miyoglobin ve hemoglobin kisaca hem proteini olarak
adlandirilirlar. Miyoglobin iskelet kasinin kuru agirligiin %1-3’linii olusturmaktadir ve
17.800 dalton (D) agirligindadir. Myoglobinin molekiiler yapisinda bulunan porforin halkanin
merkezinde demir atomu bulunmaktadir. Bu demir-porforin birlesimi oksjenin baglandigi,
oksijenin taginmasini ve depolanmasini saglayan boliimdiir. Normal serum miyoglobin diizeyi
0-0.003 mg/dl arasindadir. Miyoglobinin yaklasik %50-85’1 plazma globiilinlerine
(haptoglobin ve ap-globiilin) bagl tasimnir ve ¢ok az bir kismui idrarla atilir. Ancak
rabdomiyoliz gelisimi ardindan asir1 miktarda miyoglobin dolasima katilir ve plazmadaki
serbest miyoglobin dlzeyi artar (2,18,19). Kugtk bir molekil olan ve glomerilden serbestce
filtre edilebilen miyoglobinin idrara ge¢me miktar1 artar ve miyoglobiniiri olusur.
Miyoglobiniiri meydana gelmesi i¢in esik deger 1.5 mg/dl’dir (2,19). Asir1 miktarda serbest
miyoglobinin  glomerildan filtre edilmesiyle miyoglobinin tlbdller konsantrasyonu
artmaktadir. Miktar1 artmis olan miyoglobin, Tamm-Horsfall proteinleri ile birleserek distal
tbilde ¢cokuntl olusumunu meydana getirir. Asidik olan tiibiiler s1vi bu birlesmenin olusumu
icin uygun ortami saglar. Olusan ¢okiintii hareketsizdir, tiibliler tikanmaya ve tiibiil igi
basincin artmasina neden olur. Ayrica nekrotik epitel hiicreleri de tiibiil liimeni i¢ine diiserek
tikanmaya katkida bulunur (16,20-22).

Tubuler nekroz ve oksidatif stres: Miyoglobin tlbdlerden serbestce filtre edildikten
sonra proksimal tubulden endositoz yoluyla reabsorbe edilir. Myoglobinin molekdler
yapisinda bulunan porforin halka hiicre iginde metabolize edilir ve serbest demir agiga cikar.
Bu demir ferritin seklinde depo edilir. Ancak rabdomiyoliz ardindan yiiksek miktarda demir
aciga ¢iktig1 igin serbest demirin tamamu ferritine dondisturiilemez ve tibal hicrelerindeki

serbest demir miktar1 kritik diizeylere yiikselir ve nefrotoksisiteye bagli ATN olusmasina
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neden olur. Olusan nefrotoksisite tlm bobregi ozellikle de proksimal tiibiili etkiler
(21,23,24). Demir bir gecis metali olmasindan dolay1 elektron vermeye ve kabul etmeye hazir
durumdadir; katalitik reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenlerle demirin
serbest radikal iiretme kapasitesi yliksektir. Oksijen metabolitleri mABY’de kritik rol
oynarlar. Yilksek diizeyde toksik olan siiperoksit (O,") ve hidrojen peroksit (H,O) bu
metabolitlerdendir. Bu metabolitler demir katalizorliigiinde reaksiyona girerler ve daha
yiiksek diizeyde toksik metabolit olan; lipid peroksidasyonunun olusmasinda anahtar rolii
oynayan hidroksil radikalinin (OH) meydana gelmesine neden olurlar. Tlbdl endoteli icinde
olusan bu reaksiyon Haber Weiss Reaksiyonu olarak bilinmektedir. Miyohemoglobindri
ardindan miktar1 kritik diizelere ¢ikan demir ile katalize edilen bu reaksiyon, bdbrekte
oksidatif yaralanmalara ve hiicre 6liimlerinin olusmasina neden olur (20,21).

Renal vazokonstriksiyon: NO renal mikrosirkilasyonda vazodilatator etki yaratir.
Rabdomiyoliz sonucu agiga ¢ikan demir proteinleri giiglii NO ¢opgiileridir. NO’in stperoksit
ile reaksiyonu sonucu guglu bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO") olusarak bdbrekteki NO
depolarin1 azaltmaktadir. Ayrica hemoliz sirasinda eritrositin zar biitlinliigli bozulmasi1 ve
serbest hemoglobinlerin agiga ¢ikmasi sonucu NO’in hemoglobinle olan reaksiyonu da artar
ve NO duzeyinin azalmasina neden olur. Bu durum NO depolarinin tiikkenmesi ve
vazokonstriksiyon ile sonuglanir. Ancak rabdomiyolizin ardindan olusan hipovolemi bobrek
perfiizyonunun daha belirgin sekilde bozulmasina neden olmaktadir (2,23,25,26).
Rabdomiyoliz sirasinda kompartman igine sivi birikimi meydana gelir. Viicut sivilari
ekstraseliiler kompartmandan hasar gormiis kasa dogru hareket ederek bu kaslarda asiri
miktarda sivi birikmesine neden olur. Hatta biriken miktar hiicre disi1 sivi miktarina esit
olabilir. Ayrica enkaz altinda uzun siire kalinmasi sonucu ciddi siv1 kayiplar1 ve olugsmus
yaralanmalara bagli kanamalar meydana gelmektedir. Bu durum hipovolemiyi daha belirgin
hale getirmektedir. ABY siirecinde olugan hiperpotasemi ve hipokalsemi ise kardiyodepresif
etki olusturarak kalp atim hacminde azalma olusmasina neden olarak hipoperfiizyone zemin
hazirlar (2,21). Hipovolemi olusumu sonucu sempatik sinir sistemi ve renin-anjiotensin-
aldosteron sistemi aktive olarak vazokonstriksiyona neden olan anjiotensin-11 (All), endotelin
(ET-1), tromboksan A; (TXA,) ve arjinin vazopressin hormanlari uyarilmaktadir. Bu durum
renal vazokonstriksiyona ve mezengiyal kontraksiyona yol acarak filtrasyonu bozmaktadir
(2,27).

Bobrek perfiizyon bozuklugu erken donemde diizeltilmezse iskemik ATN meydana

gelir. Tiibiiler nekrozun ortaya ¢ikmasindaki ana olay renal adenozin trifosfat (ATP) azalimi



olugmasidir. ATP azalimi hasara ugramis kaslardan ATP prekiisorlerinin sizmasina neden
olur. ATP azalimi ise iyon pompalarinin fonksiyonlarni bozar ve sitosolde kalsiyum
miktarinda artisa neden olur. Sitosolde artan kalsiyum ise mitokondriye penetre olarak
mitokondride hasar olusumuna ve fonksiyon bozukluklarina neden olur; boylece ATP

uretimi engellenir. Bu durum tiibiiler nekroz olusumuna katkida bulunur (2,23).

Nitrik Oksit

Nitrik oksit, endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak tanimlanmaktadir.
Endotelyal hcrelerde, periferik sinir sisteminde nonadrenerjik ve nonkolinerjik sinir
uclarinda, iskelet kasinda, adrenal kortekste, adrenal medullada ve diger pek cok hiicrede
sentezlendigi bildirilmistir. NO, difiizyon yoluyla hiicre mebranindan kolayca gecebilen bir
gaz molekuludur. Tek nitrojen, tek oksijen ve ekstra bir elektrondan meydana gelmektedir. Bu
nedenle kimyasal olarak yiiksek derecede reaktiftir. Bu madde dokularda ve oksijenlenmis
fizyolojik sivilarda ¢abuk yikilir ve yarilanma omrii 3-50 sn arasindadir. Norotransmitter,
otokoid, hiicre ici ulak, parakrin maddesi ya da hormon olarak fonksiyon gorebilir. NO, renal
hemodinamigi etkilemektedir. Renal kan akisinda, vaskiiler tonusun ayarlanmasinda, tiibiiler
reabsorbsiyonda ve GFR’de onemli rol oynamaktadir. NO, renal mikrosirkiilasyonda
vazodilatator etki yaratir ve 6ncelikli olarak afferent arteriyolde etkilidir (23,28).

NO, endotel hicrelerinde L-arginin amino asidinin terminal guandino atomunun
enzimatik oksidasyonu ile sentezlenir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan sentezi
katalize edilir. NOS bir flavoproteindir, nikotinamid adenin diniikleotid fosfata (NAPDH) ve
oksijene bagiml olarak oksidasyonu katalize eder. NOS kofaktor olarak NADPH’a, flavin
adenin dintklotite (FAD) ve tetrahidrobiopterin (BH;) gerek duyar (28,29). NOS’un 3
izoformu vardir:

1) NOS-1, Tip-1 NOS néronal veya beyin NOS olarak bilinir. Noronal ve epitel
hucrelerde uretilir.

2) NOS-2, Tip-2 NOS, makrofaj NOS, indiiklenmis NOS (iNOS) olarak bilinir.
Makrofajlarda ve diiz kas hiicrelerinde uretilir.

3) NOS-3, Tip-3 NOS, endotelyal NOS olarak bilinir. Endotel hiicrelerinde uretilir ve
EDRF’yi iireten enzim olarak bilinir.

NOS-1 ve NOS-3 ikisi beraber ctNOS (yapisal NOS) olarak bilinirler ve yapisal olarak

tiretilirler. ctNOS kalsiyum ve kalmodiline bagli olarak fonksiyon goriir. iNOS sentezi ise
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sitokinler ve endotoksinler (interlokin-1, INFy, TNFo) tarafindan aktive edilir. iNOS
enziminin kendisi sitotoksik ve toksik etki olusturabilir. Fonksiyonu kalsiyum ve kalmodiline
bagli degildir. iNOS, diger NOS tiplerine gore, daha fazla miktarda ve uzun siireli NO
sentezlenmesine sebep olur ve NO’in fizyolojik etkilerini siddetlendirir (23,28-30).

NO metabolizmasi ise sdyledir: Yarilanma 6mrii kisa ve kararsiz bir molekiil olan NO,
endotelden salindiktan sonra (trombositte ¢Ozlinmiis olan) guanilat siklazi aktive eder.
Ardindan bu enzimden ayrilan NO, nitrite (NO;) doniisiir, dnce plazmaya ardindan da
eritrositlere gecer. Eritrositlerde hemoglobin ile reaksiyona giren nitrit, nitrata (NOg)
indirgenir. Kan akimi i¢ine difiize olan NO’in bir kism1 direkt olarak eritrositler tarafindan
alinir ve oksi-hemoglobinden (HbO;) gelen oksijenin ilavesi ile nitrata dondisiir. Olusan nitrat
plazmaya verilerek bobrekler yoluyla atilir. NO vendz kan igine salindiginda non-oksijenize-
hemoglobin ile nitrosohemeglobin oksijenle reaksiyona girer ve nitrat agiga ¢ikar (30).

NO’in direkt etkileri ve indirekt etkileri vardir. Agiga ¢ikan biyolojik etkilerinin
belirlenmesinde NO’in kaynag1 ve konsantrasyonu onemlidir. Diisiik konsantrasyonlarda
NO’in direkt etkisi baskindir, cNOS az miktarda NO iiretimine neden olmasindan dolay1 bu
etkisinin agiga ¢ikmasina neden olur. NO firetildigi bolimden kolaylikla difiize olabilir,
uzaklastik¢a yarilanma 6mrii artar ve konsantrasyonu azalir bdylece direkt etki baskin hale
gelir. Yiksek konsantrasyonlarda ise NO’in indirekt etkisi baskindir. iINOS yiiksek
konsantrasyonda NO {iretimine neden olarak indirekt etkinin agiga ¢ikmasina neden olur (29).

Direkt etki: NO’in direkt etkisi kendi molekiilii tizerinden meydana gelir. NO’in metal
komplekslerle birlesmesi sonucu bu etkisinin agiga ¢iktigi belirtilmektedir (28). NO endotelde
iiretildikten sonra damar diiz kasina difiize olur ve buradaki ¢Oziinmiis guanilat siklazin
demirine baglananarak bu enzimi aktive eder (29). NO’in guanilat siklazin demirine
baglanmasi, NO’in demire olan afinitesini gdsterir ve direkt etkilerinin olusmasina neden olur.
Bu enzimin aktivasyonu guanozin trifosfattan (GTP) ikinci ulak olan guanozin monofosfat
(GMP) olusmasini saglar (30). Ylksek konsantrasyonda siklik GMP (cGMP) interseliler
kalsiyum diizeyini azaltir ve diiz kas hiicrelerinde gevsemeyi saglar (31).

Indirekt etki: iNOS katalizorliigiinde olusan asir1 miktardaki NO’in stiperoksit ile
reaksiyonu sonucu glgcli bir oksidan olan peroksinitrit olusur, bu durum indirekt ve patolojik
etkilerinin olugmasia sebep olur. Peroksinitrit, toksik ve hipoksi-perflizyonuna neden
oldugu i¢in yaralanmanin patofizyolojisine yer almaktadir. Ayrica NO ve oksijen
reaksiyonu sonucu N,Ojs iiretilir. Bu olusumun hidrolize olmasi ile nitrit formu meydana gelir
(29,32).



SERBEST RADIKALLER

Yapilarinda bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran atom ya da
molekdllerdir. Ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 reaktif yapidadirlar. Serbest radikaller
pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral; organik ya da inorganik yapida olabilirler (32,33).

Bu birlesikler normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi cesitli dis
etkenler nedeniyle de olusabilmektedir. Cok kisa yasam siireli ancak yapilarindaki dengesizlik
nedeniyle de ¢ok aktif yapidadirlar. Bundan dolayr tiim hiicre birlesenleri ile
etkilesebilmektedirler (32-36).

Fe+3, Cu+2, Mn+2, Mo™ gibi gecis metalleri ise ortaklanmamis elektronlari olmasina
ragmen serbest radikal degildirler; ancak bu iyonlar kimyasal reaksiyonlari sirasinda
katalizorliik gorevi Uistlenirler ve serbest radikal olusumuna katkida bulunurlar (33).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden (ROS) olusan
radikallerdir. ROS biyokimyasinda rol oynayan anahtar maddeler oksijenin kendisi,
sliperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metal iyonlari, hidroksil radikalidir (33,35).

Oksijen aerobik metabolizmasi olan memelilerde, serbest radikallerin baglica {iretim
kaynagidir. ki tane eslenmemis elektrona sahip olmasindan dolay: serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girebilir. Oksijen hiicre iginde olusan bu reaksiyonlarin ardindan suya
doniisiir ve bu sirada hiicre icin gerekli olan enerji iiretilir. Ancak bu siirecte oksijenin %1-3’
tam olarak suya doniismez ve ¢ok sayida yiiksek derecede reaktif iiriin meydana gelebilir (32).
Stperoksit anyonu, hidrojen peroksit, peroksinitrit, hidroksil radikali bobrekte tiretilen baslica
oksijen radikalleridir (34).

Superoksit Radikali

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu stperoksit radikal anyonu meydana
gelir (33). Vazoregiilasyon saglanmasinda onemli bir fizyolojik role sahiptir ve NO ile
esdegerliktedir. Vaskiiler endotel az miktarda siiperoksit radikali sentezleme yetenegine
sahiptir. NO, stiperoksit ¢opciistidiir ve siiperoksidin biyolojik etkilerini sinirlamaktadir.
Bundan dolay1 siiperoksit ve NO, vaskiiler tonusun ve tiibiiler fonksiyonlarin diizenlenmesini
ve normal bobrekte vaskiiler fonsiyonlarin devamliligini saglar (28,34,35). Slperoksit radikali

bir serbest radikaldir ancak direkt zarar vermez. Asil dnemi hidrojen peroksit kaynagi ve gegis
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metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan kaynaklanir. Ayrica siiperoksit fizyolojik bir
serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana
gelir. Bu durum NO’in normal etkisi inhibe edilmesine neden olur. Olusan peroksinitritlerin
protein, lipid, nukleik asitler tizerinde zararli etkileri vardir. Ayrica siiperoksit, hidroksil
radikali, nitronyum iyonu ve azot dioksit gibi farkli toksiklere doniigebilir (33,35).

Siiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de indirgeyici 6zellige sahiptir. Superoksit
anyonu ferristokrom ¢’yi indirgemesi sirasinda elektron kaybeder ve oksijene oksidize olur.
Superoksit anyonunun sitokrom c’yi indirgemesi SOD (stiperoksit dismutaz) tarafindan inhibe
edilir. Bu yiizden SOD aktivitesi stiperoksit miktarinin belirlenmesinde kullanilir (33).

Sit-c (Fe*®) + 0,” - Sit-c (Fe*?) + O,

Oksidan gorevine O6rnek verilecek olursa epinefrin oksidasyonunda bir elektron alir ve
hidrojen perokside indirgenir. indirgenmemis metal iyonlarinin otooksidasyonu sonucu da
stiperoksit radikali meydana gelir. Bu reaksiyonlar geri doniisiimlii reaksiyonlardir (33).

Fe*+ 0,” < Fe + 0,

Stiperoksit radikalinin perhidroksil radikali ile reaksiyona girmesi durumunda hidrojen
peroksit ve oksijen meydana gelir (33).

HO, + O, +2H" — O, + H,0;

Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiilerden 2 elektron almasi veya stperoksitin
bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile
birlesir hidrojen peroksit meydana gelir. Hidrojen peroksit membrandan kolayca gecebilen,
uzun Omiirlii bir oksidandir (33,35).

0, +e+2H" - H,0,

0, + 2e+ 2H" - H,0,

Biyolojik sistemlerde ise genel olarak siiperoksidin indirgenmesi sonucu olusur. iki
stiperoksit molekiilii 2 proton alir hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olusturur. Bu
reaksiyon SOD tarafindan katalize edilir (37,38).

20;" +2H — Hy0, + O,

Hidrojen peroksit zararl1 bir radikal olan hidroksilin olusumundaki roliinden dolay1 bir

serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri igine girer (33).
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Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksidin Fenton Reaksiyonu ile ge¢is metalleri varliginda indirgenmesi
sonucu hidroksil radikali meydana gelir. Hidroksil, son derece reaktif ve zararli oksijen
radikali olup meydana geldigi yerlerde biyik hasarlara sebep olur. Tioller ve yag asitleri gibi
cesitli molekiillerden proton kopararak yeni radikaller olusumuna neden olmaktadir (33,22).

En zararli ve reaktif serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali, hidrojen peroksit
ve slperoksitin demir katalizorliigiinde reaksiyona girmesiyle meydana gelen Haber Weiss
reaksiyonu yoluyla olugsmaktadir (20,21):

1) O, + Fe™ — 0, + Fe*?
2) H,0, + Fe*? — OH + OH + Fe*® Fenton Reaksiyonu
Fe'
Net: O, + H,0; — O, + ‘'OH + OH (Haber Weiss Reaksiyonu)

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) selatc1 bir ajandir ve Haber Weiss Reaksiyonu
yoluyla olusan hidroksil radikali olusumunu stimiile eder. Demir iyonlarinin lipid

peroksitlerle reaksiyon hizini diistiriir (33).
Singlet Oksijen

'0, ortaklanmamis elektronu olmadigindan radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana gelir ve serbest radikal

reaksiyonlarinin olugmasina neden olur (33).
Gecis Metalleri

Ozellikle demir ve bakir fizyolojik sartlar altinda gesitli oksidasyon basamaklarinda
Onemli rol oynar; oksidasyon siirecinde ylikseltgenebilirler ve indirgenebilirler. Gegis
metalleri serbest radikal reaksiyonlarinda katalizor vazifesi goriir ve reaksiyonu hizlandirir.
Demir, hidrojen peroksit ve super oksitten hidroksil radikali sentezlenmesini saglayan Haber-
Weis ve Fenton reaksiyonlarini katalize etmektedir (20,22,33).

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil 6nemi, lipid peroksidasyonu
sirasinda ortaya c¢ikmaktadir. Sentezlenmis lipid peroksitlerini parcalarlar ve lipid
peroksidayonu zincir reaksiyonlarin1 katalize ederler. Boylece daha az zararli serbest

radikalleri daha zararl hale getirirler (23,33).
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Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim
onemli birlesiklerine etki ederler. Serbest radikaller savunma mekanizmasinin kapasitesini
asacak oranlarda olustuklari zaman organizmada cesitli bozukluklara yol agcarlar.
Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybini
ve trombosit agregasyonunu artirirlar (32,33).

Membran lipidleri Gzerine etkileri ve lipid peroksidasyonu: Tim biyolojik molekdller
serbest radikallerden etkilenirler. Ancak lipidler en hassas olanlaridir. Membranda kolestrol
ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon {irlinleri olustururlar. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararhdir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyon seklinde devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan membran hasar1 geri
doniistimsiizdiir. Oksidatif hasarin derecesi membranin lipid protein oranina, fosfolipid
miktarina, yag asitlerinin birlesimine ve doymamislik dercesine ve membran akigskanligina
baglidir (33,36).

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan bir serbest radikal etkisi ile membran
yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile
baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligini kazanir. Olusan lipid
radikali dayaniksiz bir birlesiktir ve degisikliklere ugrar. Molekiil i¢i bag yapisinin degismesi
ve lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali olusur.
Lipid peroksil radikali membran yapisindaki doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikali olusumuna yol acar, kendileri de a¢iga cikan hidrojen atomlarmni alarak lipid
hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece bu olay kendi kendini kataliz ederek devam eder
(32,33).

Plazma membran1 ve organel lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin
hepsiyle stimiile edilebilir ve metallerin varliginda artar. Bu metaller, sliperoksit ve hidrojen
peroksidin daha giiclii oksidanlara doniisiimiinii katalize eder (33,36).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksit yikimi, geg¢is metali iyon
katalizini gerektirir. Lipid hiproperoksitleri yikildiginda biyolojik olarak aktif olan aldehitleri
olustururlar. Bu birlesikler ise ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangi¢ etki
alanlarindan diffiize olurlar ve hiicrenin diger béliimlerine hasar yayarlar. Ug veya daha fazla

bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asitle dlciilebilen melondialdehit
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(MDA) meydana gelir. MDA lipid peroksidasyonu derecesi ile iyi bir korelasyon gosterir,
lipid peroksidasyonunun dl¢timiinde kullanilmaktadir (33,35).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincirleme reaksiyondur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehit iireterek diger hiicre birlesenlerine zarar verir.
Boylece birgok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipidlerin ¢ogu hidrofobik yapida
olmasindan dolay1 reaksiyonlarin ¢ogu membran yapisina bagli molekiilerde meydana gelir.
Membran permeabilitesi ve mikroviskozitesi ciddi sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan
MDA, membran komponentlerinin gapraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bunun
sonucunda deformasyon olusur, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey birlesenlerini
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zellikleri degisir (33,35). Membran transport sistemi ve
iyon dengelerinin bozulmasinin ardindan hiicre i¢i kalsiyum artist ve buna bagli proteaz
aktivasyonu olusur. Lipid peroksidasyonuna bagl hiicre i¢i organellerde olusan membran
hasarini ¢esitli litik enzimlerin salgilanmasi ve buna bagli hasar artiglari izler (36).

Proteinler (zerine etkileri: Serbest radikallerden doymamis yag asitleri kadar
etkilenmezler. Etkilenme dereceleri amino asit kompozisyonuna baglidir. Proteinlerin belirli
bolgelerinde serbest radikal hasar1 yogunlagsmigsa hiicrenin canliligi bakimindan zararli etki
gosterir (33,36).

Doymamis bag ve stilfiir iceren molekiillerin serbest radikal reaktivitesi yiiksektir, bu
ylzden triptofan, tirozin, fenilalenin, histinin, metionin, sistein gibi amino asitlere sahip
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler (33).

Sitoplazma ve membran proteinleri, ozon ve protoporfilin IX gibi okside edici ajanlara
maruz kaldiktan sonra ¢apraz baglar dimerlesir ve daha biiyiik agregetlara doniisiirler. Prolin
ve lizin, stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali olusumuna neden olan reaksiyonlara
maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hem proteinleri ise serbest
radikallerden onemli oranda zarar gorirler. Ozellikle oksihemoglobinin, siiperoksit ve
hidrojen peroksit ile reaksiyonu sonucu methemoglobin olusumuna sebep olur (32,33).

Nukleik asit ve DNA (zerine etkileri: Iyonize edici radyasyonlarla olusan serbest
radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Oliime yol acar. Niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger bozukluklara
bagli sitotoksisite gelisir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer
ve degisikliklere yol acar. Hidrojen peroksit membrandan kolayca gecerek ve hicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarma ve hiicre disfonksiyonlarina, hatta hiicre 6lumine neden

olmaktadir. Bu yiizden DNA serbest radikaller i¢in kolay zarar gorebilir bir hedeftir (33,36).
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Karbonhidratlar tzerine etkileri: Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, peroksitler, okzoaldehitler meydana gelir. Karbonhidratlarin otooksidasyonu sonucu
hiicre boliinmesi inhibe edilmektedir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanma ve
aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Kanser
ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar. Doymamis yag asitleri ve karbonhidratlarin
oksidasyonunun bir {iriinii olan glikokaliksin hiicre boliinmesini inhibe ettigi belirtilmistir

(33,36).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMi

Reaktif oksijen tiirleri olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
vicutta birgok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri ve
kisaca antioksidanlar olarak bilinirler. Serbest radikallerin olusma hiz1 ve etkisizlestirilme hizi
dengede oldugu siirece organizma serbest radikallerinden etkilenmemektedir. Ancak savunma
azalir ya da bu zararli birlesiklerin olusma hiz1 sistemin savunma giiclinii asarsa, bu denge
bozulur ve serbest radikallere bagl zararl etkiler meydana gelir (32,33). Antioksidanlarin etki
tipleri soyledir:

1) Toplayici etki: Serbest radikalleri etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni
molekdlere ¢evirme islemidir.

2) Bastirict etki: Serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltan ya da inaktif hale getiren etkidir.

3) Onarici etki: Hedef molekiiliin hasar sonrasi tamir ve temizlenmesidir

4) Zincir kiric1 etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini
kirip engelleyici etki olusturmasidir (33).

Antioksidanlar endojen kaynakli ve ekzojen kaynakli olarak baslica 2 ana gruba
ayrilmaktadir. Endojen kaynakli antioksidanlar enzimsel olanlar ve enzimsel olmayanlar
olarak 2’ye ayrilir. Enzimsel antioksidanlar SOD, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon S-transferaz, hidroperoksidaz, mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemidir.
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise lipid fazda ve siv1 fazda bulunanlar olmak iizere 2’ye
ayrilir. Lipid fazda bulunanlara a-tokoferol (E vitamini) ve p karoten; sivi fazda bulunanlara
ise glutatyon, askorbik asit (C vitamini), melatonin, Grat ve transferrin 6rnek verilebilir.
Ekzojen antioksidanlar ise ksantin oksidaz inhibitorleri (6r: folik asit, oksipurinol), soya

fasulyesi inhibitorleri, NAPDH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal enestezikler, kalsiyum
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kanal blokerleri, non-steroid antiinflamatuarlar), rekombinanant stiperoksit dismutaz, trolox-
C, endojen antioksidanlarin aktivitesini artiranlar (ebselen, asetilsistein) ve diger
nonenzimatik serbest radikal toplayicilaridir. Nonenzimatik serbest radikal toplayicilarina
ornek olarak barbitiiratlar, demir selatorleri, sitokinler, TNF ve interlokin-1, notrofil adezyon
inhibitorleri, demir redox dongusu inhibitorleri verilebilir (33).

Bobrekte Gretilen radikaller enzimatik SOD, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) antioksidanlari ve nonenzimatik glutatyon (GSH), vitamin C ve E antioksidanlar

tarafindan elimine edilmektedirler (28,34).

Superoksit Dismutaz

Bu enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hicreleri, stperoksit
radikalinin zararli etkilerine kars1 korumaktir (37). Bu enzim siliperoksidin hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize ederek hiicresel siiperoksit diizeyini kontrol
etmede 6nemli bir rol Ustlenir. Boylelikle lipid peroksidasyonu da inhibe edilmektedir. SOD
kullanimi, ytliksek oksijen tiiketimi olan dokularda fazladir ve doku PO, artisi ile artar. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiliksek oranda siiperoksit iiretimi olmasina ragmen
bu enzim sayesinde interseliiler superoksit dizeyleri diisik tutulur. SOD’un ekstraselller
aktivitesi ¢ok diisiiktiir. SOD reaksiyon hizin1 4000 kat artirmaktadir. Insanda Cu-Zn SOD ve
Mn SOD olmak Uzere iki tipi bulunur. Her ikisi de aymi reaksiyonu katalize ederler. SOD
aktivitesi soyledir (33):

SOD-Cu*?+ 0, — SOD-Cu™* + 0,

SOD-Cu™ + 0, + 2H"— SOD-Cu*? + H,0;,

Glutatyon Peroksidaz

Molekiil agirligr yaklasik 85000 D olan sitozolde yerlesimli bir enzimdir. Tetramer
yapisindadir ve 4 selenyum atomu igermektedir. Fosfolipid-hidroperoksit glutatyon
peroksidaz enzimidir. Hidrojen peroksidin ve hidroperoksitlerin  indirgenmesinden
sorumludur. Zar vyapisindaki fosfolipidleri alkole indirger ve Ozellikle E vitamini
yetersizliklerinde peroksidasyona karsi koruyucudur. Iki substrati vardir. Bunlardan biri
peroksit olup alkole indirgenir, digeri ise GSH’dir ve yiikseltgenir. Asagidaki reaksiyonlar
katalize eder (33,38):
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GSH-Px
H,0, + 2GSH —— > GSSG + 2H,0
GSH-Px
ROOH + 2GSH —> GSSG + ROH + H;

GSH-Px’in fagositik hicrelerde dnemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hlcrelerin zarar gérmesini engeller. GSH-Px aktivitesi diisiik olan makrofajlarda solunum
patlamasini1 takiben hidrojen peroksit salinimmin arttigit gozlemlenmistir. Eritrositlerde
oksidatif strese kars1 en etkili antioksidan GSH-Px’dir, aktivitesinde azalma hidrojen peroksit

artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olmaktadir (33,36).

Katalaz

Hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu kataliz eder (33).

2 H,O0, — 2 H,0 + Oy

Enzim peroksizomlara yerlesmistir ve yapisinda 4 tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir (37). Sahip oldugu peroksidaz aktivitesine ek olarak bir molekil hidrojen
peroksidi elektron verici substrat olarak diger bir hidrojen molekiiliinii de oksidan veya
elektron alicis1 olarak kullanabilir. CAT 1n indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit, metil, etil
hidroperoksit gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlere ise
etki etmez (33,37).

Glutatyon

Basta karaciger olmak iizere pek cok dokuda yiliksek diizeyde sentezlenen bir
tripeptittir. Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden sentezlenmektedirler. Suda
¢ozlinebilen bir antioksidan ve indirgeyici bir ajandir. Glutatyonun pek ¢ok metabolik gorevi
vardir. GSH transferaz ve rediiktaz gibi enzimlerin substrati ve ko-substratidir. Glutatyon
serbest radikallerle ve peroksitlerle reaksiyona girer ve hiicreleri oksidan hasara kars1 korur
(37). Hidrojen peroksiti, lipid peroksitleri, disiilfiiridleri, askorbati, serbest radikalleri
indirgeyebilir. Serbest bir siilthidril grubuna sahip olan indirgenmis GSH hiicre ig¢i siilfidril
tamponu olarak etkilidir, hiicreleri oksidatif hasara ve toksik etkilere karsi korur. Eritrositlerde

bulunan indirgenmis GSH hemoglobinin sistein gruplarini ve diger hiicre proteinlerinin tiyol
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gruplarii indirgenmis sekilde tutar. Boylece hemoglobini oksidasyona karsi korur ve hiicre
biitiinliiglinii saglar (33,36,37).

Niikleofilik yapiya sahip olan indirgenmis glutatyon, elektrofilik karakterdeki karbon
atomlarinin ve Zn, Cu, Hg, Pb gibi kompleks olusturan agir metallerin viicuttan atilmasina
yardimci olur. GSH biyotransformasyon ile olusan zehirli maddelerin detoksifikasyonunda rol
oynar (33).

GSH’un peroksitlerle ve disiilfidlerle reaksiyonu sonucu GSSG (glutathione disulfide
= yiikseltgenmis glutatyon) olusur. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidatif stres artisinin
gostergesidir. Tiyol iceren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi iizerine zararl etkileri
vardir (38). GSSG, NAPDH’mn kullanildig1 bir reaksiyonla GSH’a yeniden indirgenebilir
(37).

ROSIGLITAZON

Peroksizom proliferator aktive reseptorler (PPAR), steroid, tiroid, retinoid hormon
reseptorlerini iceren nikleer hormon reseptor (st familyasindandir ve a, 3,y olmak tizere 3
izoformu vardir.

PPARYy yag doku, makrofaj, kolon, dalak, retina, hemopoetik hucrelerde, endotel ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunur. Bobrekte ise medullar toplayict kanallarda, glomeriil
ve bobrek pelvisi endotel hiicrelerinde bulunmaktadir (5,7,39). PPARy’nin dogal ligantlar
yag asitleri (hidroxyoctadic asit (HODESs)), prostaglandinlerdir (15-deoksy-A?*4-
prostaglandin J2); sentetik ligantlar1 ise TZD’dir ve tip 2 diyabet tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Bu grubun Uyeleri troglitazon, ciglitazon, pioglitazon ve rosiglitazondur
(5). Rosiglitazon ise bu gruptaki en gucli ve segici ajandir. Reseptorlere baglanma konusunda
digerlerinden daha yiiksek afiniteye sahiptir (6).

PPARYy ligantlarinin aktivasyonu transkriptor faktorlere baglidir; bu faktorler lipid ve
glukoz metabolizmasi ile ilgili genler tarafindan diizenlenmektedir (40). PPARy glukoz
homeostazisi, hiicresel degisiklikler, lipid ve lipoprotein metabolizmasinin ayarlanmasi gibi
cesitli  fizyolojik siireglerin  yanisira ateroskleroz, inflamasyon, kanser, infertilite,
demiyalinizasyon gibi patolojik sireclerde de yer almaktadir (6).

PPARYy agonistleri ve niikleer reseptorleri, retinoid X reseptor olarak bilinen diger bir
nikleer reseptorle kompleks olusturabilirler (Retinoid X reseptor, kendi ligantiyla ya da

retinoik asitle baglanir.). Bu hetorodimerik kompleks, bu reseptdrlerde konformasyonel
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degisikliklere neden olur. Bunun sonucunda da gen transkripsiyonunu diizenleyen hedef
gende PPAR cevap elementi (PPARE) olusur. PPARE, farkli metabolik olaylara sebep olan
farkl1 genlerin transkripsiyonuna izin verir ya da engeller (7,40).

PPARYy reseptorleri karbonhidrat ve yag metabolizmasinda kritik bir role sahiptir,
ancak yapilan c¢alismalarda yag ve karbonhidrat metabolizmasina bagli olmadan, renal
fonsiyonlarin diizenlenmesinde rol aldig1 belirtilmistir. PPARy aktivasyonu kan basincinin
diisiiriilmesini, postglomeriilar efferent arteriyolde vazodilatasyon olusumunu, NO iiretiminin
artmasin1  saglamaktadir. PPARy’nin bdbrek fonksiyonlarinda ve bobrek hasarinin
patogenezinde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (7,40-42).

Farkli bobrek yetmezligi modellerinde PPARy’nin bobrek fonksiyonlarinin ve bobrek
kan akimmin diizenlenmesinde, oksidatif stresin azaltilmasinda ve tiibiiler fonksiyonlarin
iyilestirilmesinde etkili oldugu rapor edilmistir (41,42).

PPARy’nin metabolik etkilerine bagli olmaksizin vaskiler koruyucu etkisinin
asagidaki mekanizma ile saglandigir belirtilmistir. PPARy ligantlarinin endotelyal NO
salimimin artirdigr belirtilmistir:

1) PPARYy aktivasyonu, eNOS’un aktivasyonunu saglayan proteinlerle eNOS’un
etkilesmesini saglar. Boylece eNOS un direkt fosforilasyonuna neden olur ve endotelyal NO
salinimini artirir.

2) Aymi zamanda PPARE, Cu/Zn-SOD aktivitesini artirir ve NADPH oksidaz
aktivitesini baskilar, bu da endotelyal siiperoksidi azaltmaktadir (40).

PPARYy aktivasyonu TXA,, All reseptorlerinin gen aktivitesinin baskilanmasina neden
olmaktadir. Bunlar vazokonstriksiyon mediyatorleridir ve asirt miktarda tiretimleri renal
fonksiyonlarda azalmaya neden olmaktadir. Gliserolle olusturulan ABY modellerinde asir1
miktarda olusan serbest radikaller nedeniyle PPARY reseptor aktivitesinde azalma meydana
gelir. Bu da All, TxA; artisina sebep olur (41-43). Ayrica PPARy aktivatorleri, ABY
stirecinde miktarinin arttig1 bilinen ve 6nemli bir vazokonstriktor olan ET-1 Uretimini de

inhibe etmektedir (23,42).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan, 250-300 g agirliginda Wistar albino erkek siganlar
kullanildi. Calisma icin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan (Ek-1) onay
alindi. Siganlar deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, standart sigan 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 susuz
birakildi. Ilk enjeksiyondan sonra serbest diyet ve su alimi saglandi. 1. ve 2. grup siganlara
FS, 3. ve 4. gruplardaki sicanlara %50’lik gliserol soliisyonundan 10 ml/kg’a gore bulunan
toplam hacim esit miktarlarda her iki arka bacak kaslarma enjekte edildi. 2.ve 4. gruba 4
mg/kg dozunda rosiglitazon; 1. ve 3. gruba ise 2.ve 4. grup ile esdeger hacimde FS oral yolla
verilmistir.

1. grup (kontrol) si¢anlara FS’nin im enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra oral yolla FS
verildi.

2. grup (kontrol+rosiglitazon) siganlara FS’in im enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra
oral yolla 4 mg/kg dozunda rosiglitazon verildi.

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

4. grup (ABY+rosiglitazon) siganlara gliserol enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra oral

yolla 4 mg/kg dozunda rosiglitazon verildi.
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Gliserol enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlar 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg
ketamin anestezisi altinda kanlar1 ve her iki bobregi alinarak, sakrifiye edildi. Bobrekler
uzunlamasina ikiye bollnerek sag bobregin bir yarisi patolojik inceleme igin %10’ luk
formalin soliisyonuna konularak ve diger pargalar soguk FS i¢ine konulup daha sonra kurutma
kagidi ile kurutulup alimiyum folyalara sarilarak analizler yapilincaya kadar —80 °C’de
sakland1. Kanlar tiiplere alinarak santrifiij edildikten sonra serumlar1 laboratuvar galigsmalari

yapilincaya kadar —80 °C’de saklandu.

Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios o, Ingiltere

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Otomatik pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvigre
Vorteks : Heidolp, Almanya

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA

pH metre - InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistirict  : Remi equipments, Hindistan
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre

Otoanalizor : Kanelab Prime 60i, Finlandiya

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Rosvel : Sanovel, Tlrkiye
Gliserol : Merck, Almanya
NaOH : Merck, Almanya
Na-K tartarat : Merck, Almanya
Folin fenol reaktifi  : Merck, Almanya
KH,PO4 : Merck, Almanya
Na;HPO, : Merck, Almanya
EDTA : Merck, Almanya
H,0, : Merck, Almanya
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NaNs3 : Merck, Almanya
Tiyobarbitlrik asit ~ : Merck, Almanya

Piridin : Merck, Almanya
Sodyum dodesil sulfat: Merck, Almanya
Ksantin : Sigma, Almanya
Ksantin oksidaz : Sigma, Almanya
Glutatyon : Sigma, Almanya

Glutatyon rediktaz  : Sigma, Almanya
NADPH : Sigma, Almanya

Bovin serum albumin : Sigma, Almanya

CuS0O, : Panreac, 1spanya

Butanol : Riedel de Haen, Almanya
Na,CO3 : Riedel de Haen, Almanya
Etanol : Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Riedel de Haen, Almanya

Biyokimyasal Calismalar

Serum 6rneklerinde iire, kreatinin dlgiimleri Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkez Laboratuvari’nda bulunan otoanalizérde (Kanelab Prime 60i, Thermo

Scientific, Finlandiya) yapildi.

Histolojik Calismalar

Sagittal olarak ikiye boliinen bobrek dokularinin birer yarisi tamponlu %10’luk nétral
formaldehit i¢inde 24 saat boyunca tespit edilmistir. Vakum uygulamasi esliginde sirasiyla
artan derisimlerde alkol, ksilen ve erimis parafin basamaklarini igeren takibe tabi tutulan
dokularin parafine gomiilmelerinin ardindan 5 mikron kalinhiginda kesitler alinmis ve tim
kesitler rutin hematoksilen-eozin boyalar1 ile boyanarak ayni patolog tarafindan kor bakisla
ikiser defa 1s1k mikroskobunda degerlendirilmislerdir. Degerlendirmede 10 biiyiik bUyltme
alaninda proksimal tiibiil epitelindeki nekroz belirlenmis ve tim proksimal tibillere olan

orani toplam degerin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Aymi sekilde distal ttbiller icindeki
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proteinéz kastlar degerlendirilmis ve kast igeren tiibiill liimenleri kast igermeyenlere

oranlanarak toplam degerin yiizdesi olarak ifade edilmistir.

Bdbrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokusu —80 °C’den cikarildiktan sonra buzu ¢dziilmeden kesilerek tartilds.
GSH ve MDA i¢in 0.15 M KCI solusyonu; SOD, CAT, GPx ve NO enzim aktiviteleri icin 50
mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Bistiiri ile kesilen
ve kiiglik parcalara ayrilan dokular tiiplere konuldu. Tiipler buz {iizerinde tutularak
homojenizator ile homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 1500xg’de 10 dk 4 °C’de
santrifiij edildi ve siipernatant ayrildi. Ayrilan siipernatantlar spektrofotometrik MDA, GSH,
NO dizeyleri ve SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ile protein 6l¢timlerinde kullanildi.

Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry metoduna goére yapildi. Bu metod, proteinin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungstat kompleksini molibden mavisine
indirgemesi prensibine dayanir. Reaksiyon bakir (Cu®") ile belirginlestirilir (44).

Cozeltiler:

A Cozeltisi: %2’lik Na,CO3’1in 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi

B Cozeltisi: %]1°lik CuSOy4 ¢ozeltisi

C Cozeltisi: %2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltis

D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢ozeltisi karigimi

E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su karigimi

Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan BSA 10
mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden 1, 2, 3, 5, 7.5, 10 mg/ml’lik ¢6zeltileri hazirlandi.

Deneyin yapilist: Test ve standart tiiplerine 490 ul, kor tiiptine 500 pl distile su kondu.
Tim tiiplere 2.5 ml D ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, test tliplerine 10 kat diliie edilmis
numuneden 10 pl; standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler vorteks
ile iyice karistirildi. Oda 1sisinda karanlikta 10 dk bekletildikten sonra, tiim tiiplere 250 pl E
cOzeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekletildikten sonra, spektrofotometrede 650 nm’de kore

karsi sifirlanarak okuma yapildi.
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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 dl¢iiliir (45).
Cozeltiler
1. %8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)
2. 9%20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)
3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)
4. n-Butanol/Piridin (15:1)
Deneyin yapilisi: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0.2 ml %8.1°lik SDS,
1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karisim 95
°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml
distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000xg’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat icermeyen ayira¢ koriine
kars1 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi:

A x Vtx 10°

C (nmol/ml) =
ExVsxLx10®

A : Absorbans
E : Tiiketim katsayist (1.56 10° M cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi
Vs : Total reaksiyon icindeki numune hacmi
L : Kiivet capi
10°  : Moliin nanomole gevrilmesi

10°  : Litrenin mililitreye cevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Olguimii

Doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin Ellman ayiraci ile olusturdugu

rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon igeriginin belirtilmesi i¢in kullanildi
(46).
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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,HPO,)

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

4. Glutatyon standardi: 10 mg/dl GSH

Deneyin yapilisi: 0.5 ml doku homojenatt iizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karigim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildikten sonra 0.5
ml siipernatant alinarak tzerine 0.3 M Na,HPO,; ve 0.5 ml Ellman ayiraci eklendi.
Absorbanslar homojenat icermeyen ayirag koriine kars1 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri
ekstinksiyon katsayis1 (¥=1.36 10 M cm™) kullamlarak hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g
doku olarak ifade edildi.

Superoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Bu arastirmada SOD enzim aktivitesinin tayini, ksantin — ksantin oksidaz sistemiyle
tiretilen siiperoksit radikallerinin, SOD tarafindan hidrojen peroksite donistiiriillmesi ya da
NBT (nitroblue tetrazolium)’yi indirgemesi esasina dayanmir. Indirgenen NBT 560 nm’de
maksimum absorbans veren mavi renkli formazona doniigiir. SOD ise, siiperoksidin hidrojen
perokside doéniisiimiinii saglar. Oyleyse, belli bir miktar NBT’yi iceren deney ortaminda,
olusan siiperoksidin miktar1 standardize edildigi takdirde; bu ortamda bulunan SOD enziminin
aktivitesiyle ters orantili olarak mavi renkli formazon olusacaktir (47).

Olay1 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 ¢oziildiigliinde bu islem 1sitilarak ya da ortama 1 M NaOH c¢ozeltisinden 1-2-

damla eklenerek yapilabilir.
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b- 0.6 mmol/l Na;EDTA: 23 mg alinip son hacim 100 ml olacak sekilde bidistile suda
¢ozalda.

C- 150 umol/l NBT: 12.3 mg alinip son hacim 100 ml olacak sekilde bidistile suda ¢6ziildii.

d- 400 mmol/l Na,COs: 2.54 g alinip son hacim 60 ml olacak sekilde bidistile suda ¢ozuld.

e- 1 g/l bovine serum albumin (BSA): 30 mg alinip son hacim 30 ml olacak sekilde bidistile
suda ¢ozuldu.

Hazirlanan tiim ¢ozeltiler karistirilarak (toplam hacim 490 ml olacak) koyu renkli bir
sisede 4 °C’de muhafaza edildi.

2- Ksantin Oksidaz: ksantin oksidaz stok c¢oOzeltisi 4 °C’de sogutulmus 2 M (NH,4),SO4
¢ozeltisi ile 167 U/l olacak sekilde hazirlandi.

3- CuCl; (0.8 mmol/l): 13.6 mg CuCl, alinip bir miktar bidistile suda ¢oziilerek toplam hacim
100 ml’ye tamamlanda.

4- 2 M (NH4)2SO4: 2.64 g amonyum siilfat tartildi bir miktar distile suda ¢oziilerek toplam
hacim 10 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti ksantin oksidazin diliisyonunda kullanildz.

Deneyin yapilisi: Deneye baslarken, 4 °C’de korudugumuz hemolizat, fosfat tamponu
ile 50 kez diliie edildi. Ardindan karisim iyice vortekslendi ve 4 °C, 1000xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Bdylece numunelerimiz analize hazir hale geldi. Numuneler,
spektrofotometrede 560 nm’de assay reaktifi ile sifira ayarlanarak, kor ve tiim numune

tlplerinin absorbanslari kaydedildi.

Tablo 1. SOD tayin yontemi

Kor tlpd Test klveti
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

SOD aktivitesinin hesaplanmast:

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

1 Unite SOD= NBT rediksiyonunu %50 inhibe eden enzim aktivitesidir.
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CAT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

CAT katalitik aktivitesiyle hidrojen peroksiti dekompoze ederek su ve oksijene

doniistiirmektedir.
CAT
2H,0, —— > 2H,0 + 0O,

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 parcalanmasi 240 nm’de absorbans azalmasi ile kendini
gosterir. Absorbansta gozlenen bu azalma ortamdaki CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilt
bir egilim gostermektedir (48).

Cozeltiler:

1. 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. Hidrojen peroksitli ve absorbansi 0.500 olan fosfat tamponu: Spektrofotometre 240 nm’ye
ayarlandi ve fosfat tamponu ile aletin sifir absorbans okumasi saglandi. Hidrojen peroksitli
fosfat tamponu, absorbans 0.500 oluncaya kadar damla damla hidrojen peroksit eklenerek
ayarlandi.

Deneyin yapilist: Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile sifir
absorbansa ayarlandi. 3 ml’lik kiivete 2.99 ml hidrojen peroksitli fosfat tamponu ve 50 kat
dilie 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. Sonuclar k/mg protein seklinde ifade
edildi.

[lk absorbans
2.3x log

Son absorbans
K- x Sulandirma katsayisi
At (6l¢lim siiresi, sn)

Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Olgtilmesi

GPx, GSH’1 kullanarak hidrojen peroksitin suya doniisimiinii katalizleyen bir
enzimdir. Reaksiyon sonunda GSH okside forma doniisiirken, hidrojen peroksit ise suya
katalizlenir. Olusan GSSG’un tekrar kullanilabilmesi i¢cin 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 doniisiir (49).
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GPx
H,O, + 2GSH GSSG + 2H,0
GR
GSSG + NADPH + HY — > NADP" + 2GSH

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

devam ettikge, ortamdaki NADPH miktar1 giderek azalacak ve buna parelel olarak 340 nm’de
absorbans azalmasi meydana gelecektir. Absorbanstaki bu azalma hizi ortamdaki GPx
aktivitesi ile dogru orantili olacaktir.

Cozeltiler:

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

2. 150 mM GSH EDTA’l fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce hazirlandr).
3.1 M NaN3 EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce hazirlands).

4.3 mM NADPH EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce hazirlandi).
5. 50 mM hidrojen peroksit EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce
hazirland).

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

Deneyin yapilisi: Kor tliptine 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 NaNs, ayrica test tiiplerine 0.01
ml 10 kat diliie edilmis numune ilave edildikten sonra 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin sonunda her tiibe 100 pl
hidrojen peroksit ilave edilip reaksiyon baslatildi ve hemen kiivetler spektrofotometreye
konarak 3 dk siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Absorbans azalmasinin bu sire
igerisinde tam olarak lineer oldugu goriildii.

Sonuglarin hesaplanmasi:

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

AA/tx Vtx 10°

U/L (umol/dk/L) =
ExVsxL
E : NADPH’m tiiketim katsayis1 (6.22 10° M™ cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi
Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L : Kiivet ¢ap1

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

Spesifik aktivite i¢in bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.
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Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve Nitrit Tayini Cortes ve Wakid’in tasfir ettigi yonteme goére yapildi (50).
Kullanilan reaktifler:
1. Kadmiyum granulleri: 0.1 mol/l H,SO, icinde saklandigi siirece 9 ay stabildir.
2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6zildi. 2 mol/l NaOH ¢ozeltisi 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 i¢inde ¢6zuldi ve daha sonra
sogumaya birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.
4. N-Napthiletilen diamin (NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile su iginde ¢ozuldi. 2 ay 0-8
°C de stabildir.
5. Cinko Sulfat (ZnSOg): 75 mmol/l; 10.8 mg alinip 500 m1’ye tamamlandi.
6. Bakir Siilfat (CuSOs): 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/I’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde hazirlanir.
(69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B407.10 H,0) 100 ml icinde ¢dzuldr.)
KNOj3 standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra borat i¢inde
cozulr.

Deneyin yapilist:

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

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk
icinde CuSO,’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. 1ml glisin-NaOH buffer tiim tiiplere konulur. 1’er ml deproteinize numunelerden
ve standartlardan alinir. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden gegirilen kadmiyumlardan tiim
tiplerin Gzerine konulur. 90 dk oda 1sisinda karistirarak beklenir. Siire sonunda Nitrit 6l¢timii
i¢in bu tiiplerden 2’ser ml alinarak {izerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edilir;

karistirilir ve 45 dk beklendikten onra 545 nm’de okuma yapilir.
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Direkt nitrit 6lcimi: NaNO, standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile
reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml alinarak ayn tiiplere konulur. Uzerine 1 ml

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

Nitrat Olguimii

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

sonu¢ milimol/litre olarak hesaplanmis olur.

Istatistik

Sonuglar say1 (yiizde) ya da ortalama =+ std.sapma olarak ifade edildiler. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Tek oOrneklem Kolmogorov-Smirnov Test ile incelendi.
Degerlerin gruplar arasinda farkli olup olmadiklar1 Kruskal Wallis test ile incelendi. Gruplar
aras1 fark bulundugunda farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini belirlemede
Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi (dizeltme sonrasi anlamlilik simir degeri
p<0.0125 olarak saptandi) kullanildi. Istatistiksel analizlerde Statistica 7.0 (Lisans
kodu:31N6YUCV38) paket programi kullanildu.
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BULGULAR

Sicanlarda  hipertonik  gliseroliin  im uygulanmasiyla olusturulan deneysel
miyoglobiniirik ABY modeli, 4 grupta 40 sigan iizerinde ¢alisildi. Gliserol enjeksiyonunun
48. saatinde anestezi altinda sicanlarin kan ve doku 6rnekleri alindi. Ancak 3. grupta 2 sigan
48 saat dolmadan gelisen komplikasyonlar sonucu 0ldi. 4. Grupta ise rosiglitazonun ilk
dozunun verilmesinin ardindan 24 saat i¢inde 7 sican 6ldu.

Tiim gruplardaki siganlara ait doku MDA diizeyi nmol/g doku, GSH diizeyleri pmol/g
doku, NO diizeyi umol/mg protein, SOD aktivitesi U/mg protein, CAT aktivitesi k/mg protein
ve GPx aktivitesi U/mg protein, plazma lre (Pyr) diizeyi mg/dl, kreatinin (Pyrea) diizeyi mg/dl
olarak hesaplandi. Gruplara ait veriler tablolarda gosterilmistir (Tablo 2-5).

Caligma gruplarinin degiskenlere ait istatistik verileri Tablo 6°’da gosterilmistir.
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Tablo 2. 1. grubun biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH SOD GPx CAT NO Pure Pkrea
1 0.500 3.700 20.813 4.145 1.547 11.187 46 0.5
2 0.373 3.044 19.572 4.455 1.734 6.140 38 0.5
3 0.258 3.144 21.790 2.653 1.656 22.239 37 0.3
4 0.387 4.349 21.119 4.331 1.372 27.570 49 0.5

0.418 5.337 20.779 3.167 1.600 10.264 47 0.4
6 0.364 4.074 19.764 4781 1.610 19.070 41 0.5
7 0.413 4.415 19.523 3.182 1.518 19.592 55 0.4
8 0.341 4.626 20.102 4.484 0.000 21.277 39 0.5
9 0.376 3.352 20.006 2.385 1.781 15.363 44 0.4
10 0.439 3.380 19.170 4.824 2.185 19.651 30 0.4

SN: Sayfa numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; SOD: Siperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon

peroksidaz; CAT: Katalaz; NO: Nitrik oksit, Py.: Plazma Ure; Py.,: Plazma kreatinin

Tablo 3. 2. grubun biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH SOD GPx CAT NO Piire Pkrea
1 0.608 5.124 23.066 3.622 2.422 34.721 43 0.4
2 0.581 3.255 36.591 5.363 2.688 29.349 40 0.5
3 0.574 4.272 25.891 4.043 2.673 32.634 50 0.4
4 0.392 2.862 21.453 3.177 1.825 16.474 46 0.4
5 0.450 3.383 32.615 4.688 3.776 28.912 48 0.4
6 0.421 3.587 18.739 2.929 2.029 35.440 46 0.5
7 0.387 3.263 18.948 2.606 2.843 30.372 50 0.5
8 0.429 3.026 18.380 2.813 1.800 21.477 43 0.4
9 0.462 4.031 20.746 2.919 2.180 22.072 41 0.5
10 0.485 4.434 19.008 3.057 1.416 7.965 47 0.5

SN: Sayfa numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; SOD: Siiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon

peroksidaz; CAT: Katalaz; NO: Nitrik oksit, Pyr: Plazma Ure; Py.,: Plazma kreatinin
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Tablo 4. 3. grubun biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH SOD GPx CAT NO Pure Pkrea
1
2 2.701 2.308 32.479 2.284 1.743 11.843 614 6.1
3 0.900 2.208 18.574 3.420 0.458 7.484 654 5.7
4 1.031 2.686 17.352 1.946 0.645 11.294 580 4.4
0.849 2.526 18.780 2.754 0.734 1.450 634 5.1
6 0.805 2.961 17.568 2.371 0.509 3.681 608 4.9
7 0.865 2.662 18.507 3.532 0.849 9.486 609 4.9
8 0.854 2.713 17.090 2.659 0.546 7.833 620 5.4
9 0.805 3.186 20.176 2.136 0.523 3.382 624 5.6
10

SN: Sayfa numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; SOD: Siperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon

peroksidaz; CAT: Katalaz; NO: Nitrik oksit, Pye: Plazma Ure; Py,: Plazma kreatinin

Tablo 5. 4. grubun biyokimyasal verileri

SN MDA GSH SOD GPx CAT NO Pure Pkrea
1 1.144 3.341 17.163 3.299 1.317 11.126 508 4
2
3
4
5
6 0.937 2.464 17.491 3.067 1.093 18.002 496 4.3
2
8 1.064 2.976 16.069 3.599 0.334 17.203 497 4.8
9
10

SN: Sayfa numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; SOD: Siiperoksit dismutaz; GPx: Glutatyon

peroksidaz; CAT: Katalaz; NO: Nitrik oksit, Pyr: Plazma Ure; Py.,: Plazma kreatinin
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Tablo 6. Calisma gruplarimin degiskenlere ait istatistik verileri

1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP 4. GRUP p*
(n=10) (n=10) (n=18) (n=3)
Parametreler Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD Ort. £SD
MDA
0.39+0.06 0.48+0.08 1.10+0.65 1.05£0.10 <0.001
nmol/g doku
GSH
3.94+0.74 3.72+0.72 2.66+0.32 2.93+0.44 0.001
pmol/g doku
SOD
) 20.26+£0.83 | 23.54+6.34 | 20.07+5.11 16.90+0.74 0.007
U/mg protein
GPx
) 3.84+0.91 3.52+0.91 2.64+0.58 3.32+0.27 0.036
U/mg protein
CAT
1.50£0.57 2.37+0.67 0.75+0.42 0.91+0.52 <0.001
K/mg protein
NO doku
) 17.24+6.45 | 25.94+8.82 7.06+3.85 15.44+3.76 0.001
pumol/mg protein
PA.
" 42.60+7.10 | 45.4+353 | 617.88+21.49 | 500.33+6.66 | <0.001
mg/dI
Pkrea
d 0.44+0.07 0.45+0.05 5.26+0.54 4.37+0.40 <0.001
mg

"Kruskal-Wallis Test
MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; SOD: Superoksit dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz; CAT: Katalaz;

NO: Nitrik oksit, Py: Plazma (re; Py.ea: Plazma kreatinin
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Gruplar aras1 MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.001).
Gruplar arast MDA diizeyinde 1. grup ile 2. grup arasinda p=0.007; 1. grup ile 3. grup
arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli artma g0zlendi. 3. grup ile 4. grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmedi. MDA dizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo

7’de, gruplara gore dagilim Sekil 1’de gosterilmistir.

Tablo 7. MDA duzeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar:

1. grup 2. grup 3.grup
2.grup p=0.007
3. grup p<0.001 p<0.001
4, grup p=0.007 p=0.007 p>0.102
1.2 -
1 .
F)
S 038 -
©
2
S 06 1
£
< 04 -
=3
0'2 _ .
0 T T T 1
1 2 3 4
Gruplar

Sekil 1. Gruplara gore MDA diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arast GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.001).
Gruplar aras1 GSH diizeyinde, 1. grup ile 3. grup arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli azalma
gozlendi. 1. grup ile 2. grup arasinda ve 3.ve 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmedi. GSH dizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 8’de, gruplara
gore dagilim Sekil 2°de gosterilmistir.

Tablo 8. GSH duzeylerinin Mann-Whitney U testi sonuclar:

1. grup 2.grup 3. grup
2.grup p>0.450
3. grup p<0.001 p<0.001
4. grup p>0.028 p>0.091 p>0.307

3.5 A

2.5 A

1.5 -

GSH (umol/g doku)

0.5 -

Gruplar

Sekil 2. Gruplara gore GSH diizeylerinin dagilim
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Gruplar arast SOD enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.007). Gruplar aras1 SOD enzim aktivitesinde 1. grup ile 2. grup arasinda; 1. grup ile 3.
grup arasinda ve 3. grup ile 4. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi.

Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 9°da, gruplara gore dagilim Sekil 3’te gosterilmistir.

Tablo 9. SOD aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuclari

1. grup 2. grup 3. grup
2.grup p>0.705
3. grup p>0.033 p>0.033
4. grup p=0.007 p=0.007 p>0.066
25 -
20 -
£
3
e 15 -
o0
3
S 10 -
[a]
3
5 .
0
1 2 3 4

Gruplar

Sekil 3. Gruplara gore SOD aktivitelerinin dagilimi
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Gruplar arast GPx enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.036). Gruplar arast1 GPx enzim aktivitesinde 1. grup ile 3. grup arasinda p=0.012
diizeyinde anlamli azalma go6zlendi. 1. grup ile 2. grup arasinda ve 3. grup ile 4. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi. Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 10°da,

gruplara gore dagilim Sekil 4’te gdsterilmistir.

Tablo 10. GPx aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

1. grup 2. grup 3.grup
2.grup p>0.364
3. grup p =0.012 p>0.021
4. grup p>0.398 p>0.735 p>0.102
45 -
4 .
— 3.5 -
£
g 3
2
S 25 -
oo
E 2.
=
= 15 -
o
O 1 -
0.5 -
0 T
1 2 3 4

Gruplar

Sekil 4. Gruplara gore GPx aktivitelerinin dagilinm
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Gruplar arast CAT enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0.001). Gruplar arasi CAT enzim aktivitesinde 1. grup ile 2. grup arasinda p=0.003
diizeyinde anlamli azalma go6zlendi. 1. grup ile 3. grup arasinda ve 3. grup ile 4. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi. Mann-Whitney U testi sonuglart Tablo 11°de,

gruplara gore dagilim Sekil 5’te gdsterilmistir.

Tablo 11. CAT aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuclar:

1. grup 2. grup 3.grup
2.grup p =0.003
3. grup p>0.026 p<0.001
4. grup p>0.043 p =0.007 p>0.683
2.5 -
— 2 i
2 15 -
Q
-1
£
¥ 17
=
S
0.5 -
0 T
1 2 3 4

Gruplar

Sekil 5. Gruplara gore CAT aktivitelerinin dagilimi
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Gruplar aras1 doku NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.001). Gruplar aras1 doku NO diizeylerinde 1. grup ile 3. grup arasinda p=0.004
diizeyinde anlamli azalma gozlendi. 1. grup ile 2. grup arasinda ve 3. grup ile 4. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi. Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 12°de,

gruplara gore dagilim Sekil 6°’da gosterilmistir.

Tablo 12. Doku NO dizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

1. grup 2. grup 3.grup
2.grup p>0.019
3. grup p =0.004 p<0.001
4. grup p>0.398 p>0.091 p>0.041
30 -
25 -
£
@ 20 -
<
Q
g 15
°
€ 10 -
2
2 s
0
1 2 3 4

Gruplar

Sekil 6. Gruplara gore doku NO diizeylerinin dagilim
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Gruplar aras1 Py duzeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.001).
Gruplar arasi Py dlizeylerinde 1. grup ile 3. grup arasinda p <0.001 diizeyinde anlaml1 artma,
3. grup ile 4. grup arasinda p=0.012 diizeyinde anlamli azalma gézlenmistir. 1. grup ile 2.
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi. Mann-Whitney U testi sonuglar

Tablo 13’te, gruplara gore dagilim Sekil 7°de gosterilmistir.

Tablo 13. Plazma ure duzeylerinin Mann-Whitney U testi sonuclari

1. grup 2. grup 3.grup
2.grup p>0.255
3. grup p<0.001 p<0.001
4. grup p =0.007 p =0.007 p =0.012
700 -
600 -
500 -
5
® 400 -
E
£ 300 -
E 200 -
& 100 -
O .
1 2 3 4

Gruplar

Sekil 7. Gruplara gore plazma iire diizeylerinin dagilim
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Gruplar arasi Py, dlzeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.001).
Gruplar arasi Py duzeylerinde 1. grup ile 3. grup arasinda p<0.001diizeyinde anlamli artma
g6zlendi. 1. grup ile 2. grup arasinda ve 3. grup ile 4. grup arasinda arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark gézlenmedi. Mann-Whitney U testi sonuglari Tablo 14’te, gruplara goére

dagilim Sekil 8’de gosterilmistir.

Tablo 14. Plazma kreatinin diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

1. grup 2. grup 3.grup
2.grup p>0.831
3. grup p<0.001 p<0.001
4. grup p =0.007 p =0.007 p>0.024
6 -

Plazma kreatinin (mg/dl)
w

Gruplar

Sekil 8. Gruplara gore plazma kreatinin diizeylerinin dagilim
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Histopatolojik Sonuclar

Calismamizda bobrek dokularmin 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 15’te verildi.

1. gruptaki sicanlarin hematoksilen-eosin (HE) boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; tiibiil iglerinde hiicre kastlari (debris) %1.90 + 3.28 oraninda
goriildii. Tubiillerde nekroz yoktu. Glomeriillerde bir degisiklik goze ¢arpmadi (Sekil 9).

2. gruptaki sicanlarin HE boyal1 bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
tibdl ici hicre kast birikimi %4.70 + 4.19 oraninda rastlandi. Tiibiillerde nekroz goriilmedi.
Glomeriillerde bir degisiklik goze ¢arpmadi (Sekil 10).

3. gruptaki sigcanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
korteksteki proksimal tiibiil epitelinde %100’°e varan oranlarda nekroza rastlandi (tiibiiler
nekroz ortalama 80.00 + 11.95). Distal tiibiilde kast seklinde dens proteindz madde birikimi
(tibdler kast ortalama %66.25 + 15.06) izlendi. Tubullerde belirgin bir dilatasyon vardi.
Distal tubdl hicrelerinde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti.
Glomertllerde belirgin bir konjesyon disinda bir degisiklik goriilmedi. Peritiibiiler stromada
O0dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Tubdler hicrelerde rejenerasyon
izlenmekteydi (Sekil 11).

4. gruptaki sicanlarin HE boyal1 bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
3. gruba oranla proksimal tubul epitelinde nekroz ve distal tiibllde proteinéz birikimlerde
azalma goruldi. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (tiibiiler nekroz ortalama
%46.67 £ 23.09, distal tubil proteindz birikimleri ortalama %40.00 + 10.00). Tubdllerde
belirgin bir dilatasyon vardi. Tiibiiler hiicrelerde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon
goriildii. Glomeriillerde bir degisiklik goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler

yapilarda konjesyon mevcuttu. Tiibiiler hiicrelerde rejenerasyon izlenmekteydi (Sekil 12).
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Tablo 15. Gruplarin histopatolojik nekroz ve kast miktarlarinin % olarak degerleri

1. grup 2. grup 3. grup 4. grup

SN Nekroz % Kast % Nekroz % Kast % Nekroz % Kast % Nekroz % Kast %
1 0 2 0 5 20 30

2 0 0 0 2 60 60

3 0 0 0 0 90 80

4 0 0 0 10 80 80

S 0 2 0 10 80 80

6 0 0 0 0 80 50 60 50

7 0 5 0 10 70 40

8 0 10 0 5 80 70 60 40

9 0 0 0 5 100 70

10 0 0 0 0

Ort. +SD | 00.00 +00.00 | 1.90+3.28 | 00.00 +00.00 | 4.70+4.19 | 80.00 +11.95 | 66.25 + 15.06 | 46.67 + 23.09 | 40.00 + 10.00
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Sekil 9. 1. gruba ait sigan bobreginin normal histolojik gorinimua (HEx100)

Sekil 10. 2. gruba ait sican bobreginin histolojik gorunuimi (HEx100)
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Sekil 12. 4. gruba ait sican bobreginin histolojik gorunuimi (HEx200)
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TARTISMA

Rabdomiyoliz terimi ¢izgili kaslarin travmatik veya nontravmatik sebeplere bagli
olarak hasara ugramasi ve igeriginin kan dolagimina katilmasini ifade eder. Rabdomiyoliz
sonrasi dolasima salinan iriinler ezilme sendromuna ve tablonun en Onemli
komplikasyonlarinda biri olan ABY yol acgar. Rabdomiyoliz seyri sirasinda kompartman
sendromu, buna sekonder olarak hipovolemi olusur ve bobrek kanlanmasin1 bozar.
Hipovolemi, vazokonstriktdr hormonlar ve sitokinleri uyararak perfiizyon bozuklugunu artirir.
Bunun yaninda kaslardan agiga ¢ikan miyoglobin hem dogrudan toksik etki ile hem de tiibiiler
tika¢ olusumuna sebep olarak ABY patogenezine katkida bulunur (2).

Miyoglobinilrik ABY’i olusturmak amaciyla yapilan deneysel galigmalarda, hipertonik
gliserol siganlarin arka bacaklarina im olarak enjekte edilmektedir. Gliserol enjeksiyonu ile
rabdomiyoliz meydana getirilir, ardindan da ABY modeli olusur (3,4,16,41,43). Gliserol
enjeksiyonundan 24 saat once hayvanlari susuz birakilarak olusturulan ABY modelinde
meydana gelen ilk degisiklikler renal kan akiminda ve glomerilar fonksiyonlarda azalma
oldugu bildirilmistir. Enjeksiyondan 6 saat i¢inde voliim yiiklemesi yapilmasi durumunda
olusan bu degisiklikler iyilestirilebilir ancak 18-20 saat sonra voliim yiiklemesi yapilmasi
sonucu renal kan akimi diizelse bile glomerilar filtrasyonda olusan azalmanin diizelmedigi
rapor edilmistir (4,15). Kaslara gliserol enjeksiyonu miyoliz ve hemoliz olusumuna neden
olur. Aciga ¢ikan miyoglobin ve hemoglobinin par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan demir iyonu
Haber Weiss ve Fenton reaksiyonlarini katalize ederek serbest radikal olusumuna, lipid
peroksidayonuna ve bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (4,21,23). Bu reaksiyon

yuksek diizeyde toksik olan siiperoksit ve hidrojen peroksidin, bir gegis elementi olan demir
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katalizorliigiinde daha yiiksek diizeyde toksik metabolit olan; lipid peroksidasyona neden olan
hidroksil radikaline doniismesine neden olur (20,21).

Yapilan aragtirmalarda ABY patogenezinde oksidatif stresin ve serbest oksijen
radikallerinin O6nemli bir role sahip oldugu bildirilmektedir (51-54). Son yillarda
arastirmacilarin yapmis oldugu ¢alismalarda serbest radikaller iskemik ve toksik nedenlerlen
dolay1 olusan bobrek hasarinin patogenezinde de 6nemli rol oynadiklart gosterilmistir (53,54).
Bir¢ok deneysel ve klinik ¢calismada cesitli antioksidan ajanlarin hem proflaktik hem de tedavi
edici etkileri ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (15,17,41,51,55). Antioksidan tedavilerin
bobrek hasarina karsi klasik ABY tedavilerinin yaninda verilebilecegini belirtilmektedir (55).

Gliserol enjeksiyonu ile birlikte gorulen miyoliz ve hemoliz sonucu agiga ¢ikan
miyoglobin ve hemoglobin gucli NO c¢opculeridir. Boylece miyoglobin ve hemoglobinin
vazodilatator etkili NO’1 tiikketmeleri sonucu renal vazokonstriksiyon olusur. Ayrica bu etki
hipovolemi ve hipotansiyon durumunda daha belirgin bir hal alir. Ek olarak miyoglobinin
salinmasina Onciiliik ettigi endotoksin ve sitokinlerde renal vazokonstriksiyona katkida
bulunabilir (2,4,55).

PPARy ligantlarinin aktivasyonu lipid ve glukoz metabolizmas: ile ilgili genler
tarafindan diizenlenen transkriptor faktorlere baglhidir (40). PPARy glukoz homeostazisi,
hiicresel degisiklikler, lipid ve lipoprotein metabolizmasinin ayarlanmasi gibi gesitli fizyolojik
siireclerin yanisira aterosklereoz, inflamasyon, kanser, infertilite, demiyelizasyon gibi
patolojik siireglerde de yer almaktadir. PPARY, retinoid X reseptorleri ile baglanarak
hetorodimer olustururlar ve ilgili hedef gende PPARE’ni olustururlar. TZD’lar ise Tip 2
diyabet tedavinde kullanilan sentetik PPARY ligantlaridir. Bu gruptaki en giiclii ve segici ajan
rosiglitazondur. Diger grup liyelerine gore resptorlere baglanma afinitesi daha yiiksektir (56).

PPARy  aktivasyonu  bobrekte  nefropatinin  Onlenmesinde,  proteinirinin
diisiiriilmesinde, makrovaskiiler ve mikrovaskiiler defektlerin iyilesmesinde, renal oksidatif
stresin azaltilmasinda, tiibiiler fonksiyonlarin iyilesmesinde etkili oldugu gosterilmistir (57).
PPARy gen indiiksiyonu yoluyla ABY patogenezine etkiyerek bdbrek fonksiyonlarini
tyilestirdigi icin gliserolle olusturulan mABY modelinde koruyucu rol {istlenebilecegi
belirtilmistir (42,43). Yousefipour ve ark. (41), gliserol ile olusturulan mABY’de PPARYy
aktivatori ve TZD’lardan biri olan ciglitazonun artan All ve TXA; duzeylerini azaltarak ve
NO diizeylerini artirarak oksidatif hasar1 azalttig1 ve bobrek fonsiyonlarini iyilestirdigi rapor

edilmistir.
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TZD’lardan biri olan rosiglitazonun deneysel birgok calismada antioksidan etki
gosterdigi bilinmektedir (57-62). Ancak daha 6nce rosiglitazonun deneysel mABY’deki etkisi
ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda miyoglobiniirik ABY deneysel
modeli kullanilarak rosiglitazonun miyoglobiniirik ABY iizerine etkileri arastirildi. Kas i¢i ve
oral olarak FS uygulanan ve saglikli kontrol grubu olarak kabul edilen 1. grubun tiim
parametreleri bazal olarak alindi. Bu gruptaki deneklerin HE boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; glomeriillerde, tlibilislerde ve interstisyel alanda belirgin bir
patolojik bulguya rastlanmadi.

Rosiglitazonun saglikli hayvanlarda etkisinin incelendigi; kas i¢i FS ve oral olarak
rosiglitazon verilen 2. grup ile 1. grup parametreleri karsilastirildiginda rosiglitazon verilen 2.
grup sicanlarda CAT enzim aktivitesinde artis gozlendi. Ancak bu grupta lipid peroksidasyon
gostergesi olan MDA diizeyinde de bir artig goriildii. Serum {ire, kreatinin, GSH, NO
dizeyinde; SOD, GPx enzim aktivitelerinde ve histopatolojik bulgular arasinda anlamli
farklilik olmadig1 goriildii. Jo ve ark. (63), hiicre kiiltiirinde PPARy aktivasyonunun CAT
enzim aktivitesini artirdigini bildirmislerdir. Bu bulgu ¢alismamizin bu grubunda CAT enzim
aktivitesinde goriilen artig ile uyumluluk géstermektedir. Sener ve ark. (62), siganlarin sirt
bolgesinde olusturulmus yanik modelinde kontrol grubuna 4 mg/kg dozunda intraperitoneal
rosiglitazon verilen sicanlarin bobrek karaciger ve akciger doku MDA, GSH, ilire kreatinin
diizeylerinde anlamli bir farklilik olmadigini bildirmistir. Calismamizda MDA diizeyinde artis
goriilmesinin sebebi rosiglitazonun verilis yolu veya zamanina bagl olabilir.

Kas i¢i gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen ve oral FS verilen 3.
grup siganlarda, 1. grup ile karsilastirildiginda MDA, Pyre, Pkea dizeylerinde artma; GPx
enzim aktivitesinde, NO ve GSH diizeylerinde istatistiksel olarak azalma gozlendi. CAT ve
SOD enzim aktivitesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildi. 3.
gruptaki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; korteksteki
proksimal tiibiil epitelinde %100°e varan oranlarda nekroza rastlandi (tiibiiler nekroz ortalama
80.00 = 11.95). Distal tiibiilde kast seklinde dens protein6z madde birikimi (tiibiiler kast
ortalama %66.25 + 15.06) yogun bir sekilde izlendi. Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi.
Distal tiibiil hiicrelerinde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti (Sekil
11). Daha o6nce laboratuvarimizda yaptigimiz calismalarda iire ve kreatinin diizeylerinin
arttig;; CAT, SOD, GPx enzim aktivitelerinin azaldigi; MDA diizeyinin arttigi gorildii.
Ayrica bobrek kesitlerinin 151k mikroskobundaki goriintiilerinde yogun sekilde tubtler nekroz

ve kast goriildii. Bu gruptaki bulgularimiz daha 6nce laboratuvarimizda yapmis oldugumuz
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caligmalar ile benzerlik gostermektedir. Ayrica bu grupta 2 siganin Slmesi de daha onceki
calismalarimizda gliserol enjeksiyonundan sonra goriilen oliimler ile benzerlik gostermektedir
(64,65-67). Chander ve ark. (20), gliserol enjeksiyonundan sonra bobrek glomerilar
fonksiyonlarinin bir gostergesi olan iire ve kreatinin diizeylerinin arttigi; CAT, SOD, GR
enzim aktivitelerinin ve glutatyon diizeylerinde azalma oldugu, MDA diizeyinde anlamli
artma oldugu bildirilmistir. Histolojik kesitlerde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise
tbller nekroz, hemorajik kast, hiyalin kast olusumlar1 oldugu gosterilmistir. Singh ve ark.
(26), bircok calismada gliserol enjeksiyonu ile olusturulan ABY modelinde bobrek
fonksiyonlarmin bozuldugunu lipid peroksidayonun arttigini ve antioksidan kapasitenin
azaldigini rapor etmistir.

Calismamizda kas ici gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen ve gliserol
enjeksiyonundan 1 ve 24 saat sonra rosiglitazon verilen 4. grupta 24 saat dolmadan 7 sigan
gelisen komplikasyonlarla 6ldi. Bu grupta kalan 3 denekten elde edilen bulgularimiz gruplar
arasinda istatistiksel olarak farkliligin olup olmadigini tespit etmek i¢in Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi kullanildi. Diizeltme sonrasi anlamlilik sinir degeri p<0.0125 olarak
saptandi. Bu grupta antioksidan enzimlerin aktivitelerinde; MDA, NO, GSH, Pyra
duzeylerinde; nekroz ve kast miktarini 3. grup ile karsilagtirdigimizda anlamli diizeyde fark
olmadig1 goriildii. Sadece Py diizeyinde anlamli azalma gozlendi. 4. gruptaki sicanlarin HE
boyali1 bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; 3. gruba oranla proksimal tiibiil
epitelinde nekroz ve distal tibulde proteindz birikimlerde azalma goéruldi. Ancak bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi (tiibiiler nekroz ortalama %46.67 + 23.09, distal tibdl
proteindz birikimleri ortalama %40.00 + 10.00). Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi.
Tiibiiler hiicrelerde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon goriildii. Glomeriillerde bir
degisiklik gortilmedi. Peritiibiiler stromada édem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu.
Sener ve ark. (62), siganlarin sirt bolgesinde yanik olusturduklari deneysel modelde
rosiglitazon tedavisinin bobrek, karaciger, akcigerde artan MDA diizeyini azalttigini; azalmis
GSH diizeyini de arttirarak antioksidan etki gosterdigini rapor etmistir. Villages ve ark. (56),
mide iskemik-reperfiizyon hasarinda rosiglitazon tedavisinin GPx aktivitesi iizerinde etkisinin
olmadigint ancak SOD enzim aktivitesini artirdigini rapor etmistir. Sommer ve Wolf’un in
vitro caligmalarinda sigir bobrek tiibiil epitel hiicrelerinde hidrojen peroksidin olusturmus
oldugu oksidatif hasar lizerinde kisa siireli rosiglitazon tedavisinin etkili olmadig1r ancak
rosiglitazonun uzun siireli tedavisinin koruyucu oldugu rapor edilmistir (61). Yi ve ark. (59),

rosiglitazonun farelerde travmatik beyin hasarina karst koruyucu rol oynadigin1 SOD ve CAT
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enzim aktivitesini artirdigini bildirilmistir. Efrati ve ark. (60), sol nefroktomi sonrasi 2 hafta
streyle 5 mg/kg dozunda i¢me suyuna konularak rosiglitazon tedavisi uygulanmasi sonucu
sag bobrek korteksinde NO diizeyinde degisiklik olmadigin1 buna karsin rosiglitazon
tedavisinin bobrek medulla NO diizeyini artirdigini rapor etmislerdir. Chaudhry ve ark. (69),
alloksan ile olusturulan diyabetik sigcanlarda 30 mg/kg dozunda, 30 giin boyunca uygulanan
rosiglitazon tedavisinin bobreklerde GSH diizeyini, SOD, CAT, GPx aktivitesini artirdigint;
lipid peroksidasyon diizeyini ise azalttigin1 rapor etmislerdir. Bao ve ark. (58), si¢anlarda
strepdozotosin ile olusturulan diyabetik nefropatide 5 ve 20 mg/kg dozunda, 4 hafta siireyle,
gunlik olarak uygulanan rosiglitazon tedavisinin glomeriilda serbest radikaller tarafindan
olusturulan hasar1 engelledigini; diisik dozda rosiglitazonun MDA diizeyi (Uzerinde
istatistiksel olarak anlamli olmayan, yiiksek diizeyde rosiglitazonun ise anlamli diizeyde
azalttigim1 rapor etmistir. Diisiik dozda rosiglitazon tedavisiyle SOD ve GPx enzim
aktivitelerinin de anlamli diizeyde artmadigi; yiiksek dozda rosiglitazon tedavisi ile anlaml
diizeyde arttig1 rapor edilmistir.

Yukarida 6zetlenen daha 6nce yapilmis caligmalarda rosiglitazonun bir¢cok deneysel
modelde koruyucu rol oynadigi bildirilmektedir. Ancak c¢alismamizda elde edilen
biyokimyasal ve histolojik bulgular ile rosiglitazon tedavisi verilen ABY grubu sicanlarda
yiksek oranda oOlim goriilmesi rosiglitazonun miyoglobiniirik ABY’inde iyilesme
saglamadigini ve hatta patogenezi daha da kotiilestirdigini diisiindiirmektedir.

Hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturulan miyoglobinurik ABY modelinde
rosiglitazonun etkisi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alisma
sonuglarimizin daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuclariyla uyumlu olmamasi; rosiglitazonun
dozu, wverilis yolu, verilme zamani, verilme siirelerindeki farkliliklar ve deneysel
miyoglobiniirik ABY olusum mekanizmasinda etkili faktorlerin diger deneysel modellerden
farkli olmasina bagli olabilir.

Hipertonik gliseroliin im verilmesi ile olusturulan miyoglobiniirik ABY’nin
olusumunda 6nemli olan faktdr renal hipoperfiizyonun nedeni olarak hipovolemi yaninda
bagka etkenlerin de rol oynamasidir. Miyoliz sonucu kaslardan salinan vazokonstriktor
sitokinlerle, miyoliz ve hemoliz sonucu dolasima salinan hem proteinlerinin bobrek
kanlanmasinda 6nemli rolii olan renal NO’i tiikketmesi en 6nemli etkenlerdir. TZD’larin birgok
calismada bobreklerin su ve Na atilimini azaltarak periferik 6dem olusturduklart bildirilmistir
(70). Ug giin siireyle siganlara rosiglitazon verildikten sonra idrar atiliminin %22 oranda, idrar

Na atiliminint %44 oraninda azaldig1 rapor edilmistir (71). Yang ve ark. (72), rosiglitazonun
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GFR’nin bir gostergesi olan kreatinin klirensini de %35 oraninda azalttigini bildirmislerdir.
Guan ve ark. (73), farelerde rosiglitazon tedavisinin plazma volumuni %32,2 oraninda
artirdigini bildirmislerdir.

Rosiglitazonun farkli deneysel ABY modellerinde koruyucu rol oynadigi ¢esitli
calismalarda gOsterilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise rosiglitazonun deneysel miyoglobinurik
ABY’nde iyilestirici etkisinin olmadigt ve hatta patogenezi daha da agirlagtirdig:
gozlenmistir. Bu calismada elde ettigimiz bulgularn literatiir bilgileri ile birlikte
degerlendirdigimizde; rosiglitazonun bu modeldeki olumsuz etkilerinin gorilmesinde bazi
faktorler rol oynayabilir. Rosiglitazonun periferik 6deme sebep oldugu bir¢ok calismada
bildirilmistir (70-73). Rosiglitazonun bu etkisinin kaslarda olusan édemi daha da artirarak,
hipovolemiyi siddetlendirebilir. Siddetli hipovoleminin de renal vazokonstriksiyonu artirarak
MABY patogenezini daha da agirlastirdigini ve buna bagli olarak rosiglitazonun yararli
etkilerinin goriilmedigi 6ne surdlebilir.

Butln bu bulgular ve gozlemler, deneysel mABY modelinde rosiglitazon tedavisi
uygulanmasi sonucu iyilesme gorulmedigini hatta patogenezinin daha da kotiilestigini
gostermektedir ancak c¢alismamiz olusan olumsuz etkinin mekanizmasini kesin olarak
gostermede yetersiz kalmaktadir. Bu konuda rosiglitazonun dozu, verilis yolu, verilme zamani
ve verilme stirelerinde yapilacak diizenlemeler ile renal kan akimi ile bobrek su ve sodyum
tutulumunun periferik 6dem olusumunda etkisini arastiran daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag

oldugu diistincesindeyiz.
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SONUC

Calismamizda hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturdugumuz miyoglobintrik
ABY’de rosiglitazonun antioksidan enzimlere; MDA, NO, GSH, Py, Pkea duzeylerine
etkilerini inceledik. Sonuglar incelendiginde;

1. ve 2. grup arasinda MDA diizeyinde, CAT enzim aktivitesinde artma gozlendi.

1. ve 3. grup arasinda MDA, Py Pxrea, diizeylerinde artma; GPx enzim aktivitesinde,
NO ve GSH duzeyinde arasinda azalma gozlendi.

3. ve 4. grup arasinda, Py, dizeylerinde azalma goézlendi. Bobrek kesitleri 1s1k
mikroskobisinde incelendiginde; nekroz ve kast miktarinda anlamli fark olmadigi goraldu.
Calisma siirecimizde 3. grupta 2 sican 48 saat dolmadan gelisen komplikasyonlar sonucu
6lda. 4. grupta ise rosiglitazonun verilmesinin ardindan 24 saat i¢inde 7 si¢an 6ldii.

Bu sonuglar 1s1ginda, rosiglitazonun hipertonik gliseroltin im verilmesiyle olusturulan
miyoglobintrik ABY Uzerindeki etkilerinin olumsuz oldugu goriilmiistiir. Rosiglitazonun bu
modelde olusturdugu etki mekanizmasmin agiga ¢ikarilmasi amaciyla daha kapsamli ve

ayrintili aragtiritlmalar yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

DENEYSEL MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK YETMEZLIGINDE
ROSIGLITAZONUN ETKIiLERI

Gulgin GOK

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi, travmaya bagli ya da travma dis1 nedenlerle
iskelet kaslarinin hasara ugramasi sonucu meydana gelen Uremik bir sendromdur. Serbest
radikallerin ve nitrik oksidin miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi patogenezinde 6nemli rol
oynadigi belirtilmistir. Rosiglitazonun antioksidan etkiye sahip oldugu ve nitrik oksit dizeyini
arttirdigi rapor edilmektedir. Calismamizda rosiglitazonun deneysel miyoglobintrik akut
bobrek yetmezliginde etkilerini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda; 250-300 g agirliginda, 4 grupta 10’ar adet olmak tizere 40 adet Wistar
Albino erkek si¢an kullanildi. 1. ve 2. grup siganlara fizyolojik serum (FS) enjeksiyonu, diger
gruplara im gliserol enjeksiyonu yapilmadan 24 saat 6nce susuz birakildi. Ilk enjeksiyondan
sonra serbest diyet ve su alimi saglandi. 1. ve 2. grup siganlara FS; 3. ve 4. gruplardaki
siganlara %350’lik gliserol soliisyonundan 10 ml/kg’a goére bulunan toplam hacim esit
miktarlarda her iki arka bacak kaslarina enjekte edildi. 2.ve 4. gruba ise 4 mg/kg dozunda
rosiglitazon; 1. ve 3. gruba ise 4 mg/kg dozunda rosiglitazona gére bulunan hacim oral yolla

verilmistir. Gliserol enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlarin rompun-ketamin anestezisi
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altinda kan ve bobrekleri alindi. Bobrek dokusunda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz enzim aktiviteleri, glutatyon, nitrik oksit, malondialdehit, plazmada Ure, kreatinin
duzeyleri ile bobrekte histopatolojik degisiklikler incelendi.

Calismamizin bulgular1 sonucunda 3. ve 4. grup arasinda plazma Ure dizeyinde
azalma saglanmis ancak slperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz enzim
aktivitelerinde; glutatyon, nitrik oksit, malondialdehit, plazmada kreatinin duzeylerinde;
nekroz ve kast oranlarinda fark gorilmemistir. 4. grupta goérilen 6lim sayis1 3. gruba goére
daha ylksekti. Bu sonuglar gz 6niine alindiginda rosiglitazonun mABY patogenezi tizerinde

olumsuz etkileri oldugu gorulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Rosiglitazon, Miyoglobinurik Akut Bobrek Yetmezligi, Serbest
Radikaller, Nitrik Oksit, Antioksidan Enzimler.
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SUMMARY

THE EFFECTS OF ROSIGLITAZONE AT EXPERIMENTAL
MYOGLOBINURIC ACUTE RENAL FAILURE

Gilgin GOK

Myoglobinuric acute renal failure is a uremic syndrome which occurs when muscle
sceleton is damaged due to traumatic or nontraumatic reasons. It is demonstrated that free
radicals and nitric oxide play an important role in pathogenesis of myoglobinuric acute renal
falilure. It is reported that rosiglitazone has antioxidant effects and increases the level of nitric
oxide. We aimed to study the effects of rosiglitazone in experimental myoglobinurik acute
renal failure.

In our study, 4 groups of Wistar Albione male rats (n=10), 250-300 g, were used. 1%
and 2" groups were kept waterless for 24 hours before the injection of saline as well as
glycerol injected groups. After the first injection, free diet and drinking water were provided.
10 ml/kg (50%) glycerol solution were injected to both back legs muscles in equal quantity
for 3 and 4™ groups. Rosiglitazone was given to 2™ and 4™ groups in 4 mg/kg doses. After
48 hours later from the injection of glycerol, blood samples and kidney tissues of rats were
taken under the anesthesia with rompun/ketamine. Superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase enzyme activities; nitric oxide, glutathione, malondialdehide levels at
kidney tissue and plasma urea, creatinine levels and the renal histopatological changes are

examined.
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As a result, there was a decrease in the plasma urea levels between 3 and 4™ groups.
However, we could not find any significant difference in superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase enzyme activities; nitric oxide, glutathione and malondialdehit, plasma
urea and creatinine levels; renal tissue necrosis and cast percentage. In 4™ group, observed
death number was more than 3™ group. In the light of these findings, we can conclude that

rosiglitazone may have some negative effects on myoglobinuric acute renal failure.

Key words: Rosiglitazone, Myoglobinuric Acute renal failure, Free radicals, Nitric

oxide, Antioxidant enzyme

56



1.

10.

KAYNAKLAR

Glassok RJ, Massry SG, Humes HD. Diagnosis, Clinical presentation, and management.
Massry SG, Glassok RJ (Eds). Massry And Glassok’s The Textbook of Nephrology. 4™ed.
Philadelphia: Caurier Wesford; 2001; 48(2) 968-77

Sever MS. Crush (ezilme) sendromu ve Marmara depreminden ¢ikarilan dersler. Istanbul:
Tiirk Nefroloji Dernegi Yayinlari, 2002; 13-74.

Aydogdu N. Sicanlarda deneysel miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginde melatoninin
etkileri. Edirne. Trakya Universitesi; 2003.

Singh D, Chander V, Chopra K. Catechin. A natural antioxidant protects against
rhabdomyolysis-induced myoglobinuric acute renal failure. Pharmacol Res 2003; 48:503-9.
Touyz RM, Schiffrin EL. Peroxisome proliferator-activated receptors in vascular biology-
molecular mecenisms and clinical implication. Vascul Pharmacol 2006; 45:19-28.

Inan M, Basaran U, Dékmeci D, Kanter M, Yal¢in M, Aydogdu N, Turan N. Rosiglitazone,
an agonist of peroxisome proliferator-activated receptor-gamma, prevents contralateral
testicular ischaemia-reperfusion injury in prepubertal rat. Cli Exp Pharmacol Physiol 2007;
34:457-61.

Iglesias P, Diez JJ. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma agonist in renal disease.
Eur J Endocrinol 2006; 154:613-21.

Akpolat T, Ulas C, Siileymanlar G. Nefroloji el kitab1. Nobel tip kitabevleri 2000:249-67.
Lameire N. The pathophysiology of acute renal failure. Crit Care Clin 2005; 21: 197-210.
Thathan1 R, Pascual M, Bonventre J V, PH.D. Acute renal failure. N Engl J] Med 1996; 1448-
60.

57



11

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

. Bonventre JV, Shah SV, Walker PD, Humphreus MH. Acute renal failure: Ischemic, toxic,
other. In: Jacobson HR, Striker GE, Klahr S (Eds.). The principles and practice of nephrology.
2" ed.St Louis: Mosby-Year Book Inc., 1995: ch. 86, 564-76.

Sever MS. Dogal Afetler Sonrasinda Olusan Crush (Ezilme) Yaralanmalari: Marmara
Depremi Deneyimi. Tiirkiyede Sik Karsilasilan Hastaliklar 2007; 55:29-42.

Bagley WH, Yang H, Shah KH. Rabdomyolysis. Intern Emrgy Med 2007; 2:210-8.
Vanholder R, Sever MS, Erek E, Lameire N. Rhabdomyolysis. ] Am Soc Nephrol 2000;
11:1553-61.

Singh D, Chander V, Chobra K. Carvedilol, an Antihypertensive Drug with Antioxidant
Properties, Protects against Gliserol-Induced Acute Renal Faiure. Am J Nephrol 2003;
23:415-21.

Ishizuka S, Nagashima Y, Numata M, Yano T, Hagiwara K, Ozasa H, et al. Regulation and
immunohistochemical analysis of stress protein heme oxygenase-1 in rat kidney mith
myoglobinuric acute renal failure. Bioc Biop Res Com 1997; 240:93-8.

Chander V, Chopra K. Molsidomine, a nitric oxide donor and L-arginine protects against
rhabdomyolysis-induced myoglobinuric acute renal failure. Biochim Biophys Acta 2005;
25;1723(1-3):208-14.

David W, PhD. Myoglobinuria. Neurol Clin 2000; 1(18):215-233.

Malinoski DJ, Slter MS, Mullins RJ. Crush Injury and Rhabdomyolysis. Crit Care Clin 2002;
20(1):171-92.

Visweswaran P, Guntupalli J. Rhabdomyolysis. Crit Care Clin 1999; 15(2):415-28.

Hold SG, Moore KP. Pathogenesis and treatment of renal dysfunction in rhabdomyolysis.
Intesive Care Med 2001; 27:803-11.

Mayeux PR, Ueda N, Shah SV. Role of toxic oxygen radikal in glomerular injury. In: Massry
SG, Glassok RJ (Eds.). Massry And Glassok’s The Textbook of Nephrology. 4™Med.
Philadelphia: Caurier Wesford; 2001; 37(7) 634-8.

Abassi ZA, Hoffman A, Better OS. Acute renal failure complicating muscle crush injury.
Semin Nephrol 1998; 5(18):558-65.

Nath KA. Pathogenesis. In: Massry SG, Glassok RJ (Eds.). Massry And Glassok’s The
Textbook of Nephrology. 4™ed. Philadelphia: Caurier Wesford; 2001; 48(1) 956-68.

Schecter AN, Gladwin MT. Hemoglobin and the paracrine and endocrine functions of nitric
oxide. The N Engl J Med 2003; 348:1483-6.

Ozkan M, Yiiksekoglu M. Nitrik oksit ve akciger. Toraks Dergisi 2003; 4(1):88-94.

58



27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Chatzizisis YS, Misirli G, Hatzitolios Al, Ginnoglou GD. The syndrome of rhabdomyolysis:
complications and treatment. Eur J Int Med 2008; 19:568-74.

Karatas Y. Endotel ve nitrik oksid (NO). San M (Editor). Yasamin gizli giicii endotel ve
sistemlerimiz. Istanbul: Printas Basim AS; 2005: 2:33-41.

Davis KL, Martin E, Turko IV, Muard F. Novel effect of nitric oxide. Annu Rev
Pharmacol Toxicol 2001;41:203-36.

Onder R, Barutcu B. Endotel. 2.baski. Istanbul: Levent Ofset Basim AS; 2007:1-20.
Valdivielso JM, Lopez-Novoa JM, Eleno N, Barriocanal FP. Role of glomerular nitric oxide
in glycerol-induced acute renal failure. Can J Physiol Pharmacol 2000; 78:476-82.

Uysal M. Serbest radikaller, lipid peroksitleri ve organizmada prooksidan-antioksidan dengeyi
etkileyen kosullar. Klinik Gelisim 1998; 11:336-41.

Akkus 1. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri. Konya: Mimoza yayinlari, 1995: 1-73.
Araujo M, Welch WJ. Oxidative stress and nitric oxide in kidney function. Curr Opin In
Nephrol Hypertens 2006; 15:72-7.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T. Reaktif oksijen partikiilleri ve antioksidan savunma. Tiirk
Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi 1997; 3-4:92-3.

Konukoglu D. Serbest radikaller ve énemleri. Aile Hek Derg 1997; 1(4):197-200.

AS. Antioksidanlar. Klinik Gelisim 1998; 11: 342-6.

Seven A, Candan G. Radikal ve lipid peroksid diizeyini arttiran etkenler. Biyokimya Der
1995; 20(4):43-56.

Sarifakioglu E, Erdal E. Dermotolojide giincel bir konu: Perokzisom proliferator-aktive
reseptorleri. Dermatose 2005; 4(3):122-6.

Hwang J, Kleinhenz DJ, Lassegue B, Griendling K K, Dikalov S, Hart C M. Am J Physiol
Cell Physiol 2005; 288:899-905.

Yousefipour Z, Hercule H, Truong L, Oyekan A, Newaz M. Ciglitazone, a peroxisome
proliferator-actived receptor gama inducer, ameliorates renal preglomerular production and
activity of renal angiotensin Il and thromboxane A; in glycerol-induced acute renal failure.
JPET 2007; 322:461-8.

Newaz M, Yousefipour Z, Oyekan A. Role of PPAR-y on pathogenesis and vascular changes
in glycerol-induced acute renal failure. Pharmacol Res 2006; 54(3):234-40.

Yousefipour Z, Hercule H, Oyekan AO, Newaz MA. Antioxidant U74389G improves
glycerol-induced acute renal failure without affecting PPARY gene. Ren Fail 2007; 29:903-10.

59



44,

45.

46.
47.

48.
49.

50.

51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RI. Protein measurement with the folin phenol
reagent. J Biol Chem 1951; 193:265-75.

Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbutiric
acid reaction. Anal Biochem 1979; 95:351-8.

Ellman GL. Tissue sulfhydryl groups. Arch Biochem Biophys 1959; 82:70-7.

Sun 'Y, Oberley LW, Li Y. A simple method for clinical assay of superoxide dismutase. Clin
Chem 1988; 34:497-550.

Aebi H. Catalase invitro assay methods. Medhods in Enzymology 1984; 105:121-6.

Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantitative and qualiative charecterization of
erythrocyte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med. 1967; 70:158-69.

Cortas NK, Wakid NW. Determination of inorganic nitrate in serum and urine by kinetic
cadmium-reduction method. Clin Chem 1990; 36:1440-3.

Korner JL, Ali RS, Murray PT. Antioxidants. Nephron Exp Nephrol 2008; 109:109-17.
Guidet B, Shah SV. Enhanced in vivo H,O, generation by rat kidney in glycerol-induced renal
failure. Am J Physiol 1989; 257:440-5.

Baliga R, Ueda N, Walker PD, Shah SV. Oxidant mechanisms in toxic acute renal failure. Am
J Kid Dis. 1997; 29(3):465-77.

Zager RA. Pathogenetic mechanisms in nephrotoxic acute renal failure. Semin Nephrol 1997;
17(1):3-14.

Polo-Romeo FJ, Fernandez-Funez A, Viana LB, Atienza MP, Gascon FS. Effect of N-
acetylcysteine on antioxidant status in glycerol-induced acute renal failure in rats. Ren Fail
2004; 26(6):613-8.

Villegas I, Martin AR, Toma W, Lastra CA. Rosiglitazon, an agonist of peroxisome
proliferator-activated receptor gamma, protects against gastric ischemia-reperfusion damage
in rat: rol of oxygen free radikals generation. Eur J Pharmacol 2004; 505:195-203.

Dobrian AD. The complex role of PPARy in renal dysfunction in obesity: managing a Janus-
faced receptor. Vascul Pharmacol 2006; 45:36-45.

Bao Y, Jia R, Yuan J, Li J. Rosiglitazon ameliorates Diabetic Nepropathy by inhibiting
reactive oxygen species and its downstream-signaling pathway. Pharmacology 2007;
80:57,64.

Yi JH, Park SW, Brooks N, Lang BT, Vemuganti R. PPARy agonist rosiglitazon is
neuroprotective after traumatic brain injury via anti inflammatory and anti-oxidative
mechanism. Brain Res 2008; 1244: 164-72.

60



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Efrati S, Berman S, Chachashvili A, Cohen N, Averbukh Z Weissgarten J. Rosiglitazon
treatment attenuates expression of inflammatory hallmarks in remaining kidney following
contralateral nephrectomy. Am J Neprol 2008; 28:238-45.

Sommer M, Wolf G. Rosiglitazon Increases PPARy in renal tubular epithelial cell and
protects aganist damage by hydrogen peroxide. Am J Neprol 2007; 27:425-34.

Sener G, Sehirli AO, Gedik N, Diilger GA. Rosiglitazon, A PPAR-y ligand, protects against
burn-induce oxidative injury of remote organs. Burns 2007; 33:587-93.

Jo SH, Yang C, Miao Q, Marzec M, Wasik MA, Lu P, et al. Peroxisome proliferator-activated
receptor y promotes lymphocyte survival through its action on cellular metobolic activities. J
immunol 2006; 177:3737-45.

Giirel EE. Sicanlarda deneysel miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginde sarimsagin etkileri.
Edirne: Trakya Universitesi; 2008.

Aydogdu N, Atmaca G, Yalcin O, Taskiran R, Tastekin E, Kaymak K. Protective effects of L-
Carnitine on myoglobinuric acute renal failure in rats. Clin Exp Pharmacol 2006; 33:119-24.
Aydogdu N, Atmaca G, Yalcin O, Batgioglu K, Kaymak K. Effects of cafeic acid phenethyl
ester on glycerol-induced acute renal failure in rats. Clin Exp Pharmacol Physiol 2004;
31(9):575-9.

Aydogdu N, Atmaca G, Yalcin O, Batcioglu K, Kaymak K. Effects of exogenous melatonin
on myoglobinuric acute renal failure in the rats. Ren Fail 2004; 26(5):479-86.

Singh D, Chander V, Chopra K. Protective effect of naringin, a bioflavonoid on glycerol-
induced acute renal failure in rat kidney. Toxicology 2004; 201:143-51.

Chaudhry J, Ghosh NN, Roy K, Chandra R. Antihyperglycemic effect of a new
thiazolidinedione anologue and its role in ameliorating oxidative stres in alloxan-induce
diabetic rats. Life Sciences 2007; 80:1135-42.

Yang T, Soodvilai S. Renal and vascular mechanisms of thiazolidinedione-induced fluid
retention. PPAR Res; 2008; 2008.

Song J, Knepper MA, Hu Xingun, Verbalis JG, Ecelbarger CA. Rosiglitazone activates renal
sodium- and water-reabsorpive pathways and lowers blood pressure in normal rats. The J
Pharmacol Exp Ther 2004; 308:426-33.

Yang B, Clifton LG, McNulty JA, Chen L, Brown KK, Bear PG. Effect of PPAR y agonist
G1262570, on renal filtration fraction and nitric oxside level in conscious rats. J Cardiovasc
pharmacol 2003; 40(3):436-41.

61


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'PPAR%20Res.');

73.Guan Y, Hua C, Cha DR. Thiazolidinediones expand body fluid volime through
PPAR y stimulation of ENaC-mediated renal salt absorbation. Nat Med 2005; 11(8):861-6.

62



RESIMLEMELER LiSTESi

SEKILLER LISTESI
Sekil 1: Gruplara gére MDA diizeyleri dagilim1
Sekil 2: Gruplara gére GSH diizeyleri dagilimi
Sekil 3: Gruplara gére SOD enzim aktivitelerinin dagilim1
Sekil 4: Gruplara gore GPx enzim aktivitelerinin dagilimi
Sekil 5: Gruplara gére CAT enzim aktivitelerinin dagilim1
Sekil 6: Gruplara gore doku NO diizeyleri dagilimi
Sekil 7: Gruplara gore Py diizeyleri dagilimi
Sekil 8: Gruplara gore Pyreatin diizeyleri dagilimi
Sekil 9: I. grubun bobrek kesiti (HEx100)
Sekil 10: 2. grubun bobrek kesiti (HEx100)
Sekil 11: 3. grubun bobrek kesiti (HEx200)
Sekil 12: 4. grubun bobrek kesiti (HEx200)

TABLOLAR LISTESI
Tablo 1: SOD tayin yontemi
Tablo 2: 1. grubun biyokimyasal verileri
Tablo 3: 2. grubun biyokimyasal verileri
Tablo 4: 3. grubun biyokimyasal verileri
Tablo 5: 4. grubun biyokimyasal verileri
Tablo 6: Calisma gruplariin degiskenlerine ait istatistik verileri
Tablo 7: MDA duzeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari
Tablo 8: GSH duzeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari
Tablo 9: SOD aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglari
Tablo 10: GPx aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglart
Tablo 11: CAT aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglari
Tablo 12: Doku NO diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari
Tablo 13: Plazma (lre diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari
Tablo 14: Plazma kreatinin diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

Tablo 15: Gruplarin histopatolojik nekroz ve kast miktarlarinin % olarak degerleri

63

34
35
36
37
38
39
40
41
44
44
45
45

25
31
31
32
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
43



OZGECMIS

Denizli’de 1980 yilinda dogdum. Ilk &grenimimi 1992 yilinda Denizli Dumlupinar
Pasa Ilkokulu’nda, orta Ogrenimimi 1995 yilinda Civril Lisesi orta béliimiinde, lise
ogrenimimi 1998 yilinda Denizli Anafartalar Super Lisesi’nde, yiiksek 6grenimimi 2003
yilinda Dokuz Eyliil  Universitesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Yiiksekokulu’nda
tamamladim.

2006 Giiz yariyilinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda

yiiksek lisans egitimime basladim.

64



EKLER

65



EK-1

T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 06 Karar Tarihi: 12.11.2007

Yiriittciiligiinit Tip Fakiiltesi dgretim iiyesi Yrd.Dog.Dr. Nurettin AYDOGDU’nun yaptig1 ve yiiksek lisans dgrencisi
Gilgin GOK’iin tez galigmasi olarak planlanan TUHDYEK-2007/013 protokol nolu “Deneysel miyoglobunirik akut
bobrek yetmezliginde rosiglitazonun etkileri” bashkli ¢alisma hakkinda goriisiildii, arastirmanin amag, yaklasim, gere¢
ve yontemler dikkate almarak incelenmesi sonucunda: Hayvan Haklar1 Evrensel Bildirgesi ve etik kurallara uygun olarak
hazirlandigina ve yapila bilecegine meveudun oy birligi ile karar verilmistir.

Unvani/AdvSoyadi Aragtirma ile iligki | Toplanti Katihmu | imza / / l
Dog. Dr. Giillay DURMUS-ALTUN O var Gﬁevet M
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi eéy('k O hayir Qm
Basgkan v
Yrd.Dog. Dr. Hayati ARDA 0 var g evet
’Fen Edeblyatg;;iilltem Ogretim ®yok O hayir
Vet.Hek. Ziya CUKUR ’ Ovar M evet JI/Z
Veteriner Hekim fhyok O hayir 75‘ /'7 )
Hiiseyin KOC 'O var “ evet
Sivil Toplum Orgiitii Uyesi ayok 0 hayir -
Sivi Uye . ’
ilyas 0ZMEN Ovar devet F‘( @/‘@

Sivil Uye dlyok O hayir Q}Cn\
Yrd.Dog.Dr. Beytullah OZKAN Ovar QA evet /
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim ok O hayir

Uyesi
Yrd.Do¢.Dr. Burhan AKSU Ovar Olevet _:_Likw\“
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi {ﬁzok O hayir AN
Prof. Dr. Dikmen DOKMECI Ovar O evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Hyok ¥ hayir bgt’}—‘ \md‘
Dog. Dr. Dilek MEMIS Ovar 0 evet w( . «,&C'l/\
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi qyok K hayir
Yrd.Dog.Dr. S. Arzu VARDAR O var O-evet ~
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Qy(’k a) hayl,r ;/

66



