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SIMGE ve KISALTMALAR

ABY Akut Bobrek Yetmezligi

AMK N-acetyl-5-methoxykynuramine
AFMK N-acetyl-N-Formyl-5-methoxykynuramine
APUD Amine Precurcor Uptake Deamine -
ATN Akut Tiibiiler Nekroz

ATP Adennozin trifosfat

BH,4 Tetrahidrobiopterin

cAMP Siklik Adenozin Monofosfat

CAT Katalaz

cGMP Siklik Guanozin Monofosfat

DFO Desferoksamin

DNA Deoksiriboniikleik Asit

EDTA Etilendiamin Tetra Asetik Asit
eNOS Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

FAD Flavin Adenin Diniikleotid

FMN Flavin Mononiikleotid

GFR Glomeriiler Filtrasyon Hizi

G6PD Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
GI-GPx Gastrointestinal Glutatyon Peroksidaz
GPx Glutatyon Peroksidaz

GR Glutatyon Rediiktaz

GSH Okside Glutatyon

GSSG Rediikte Glutatyon

HE Hematoksilen-Eosin

HIOMT Hidroksiindol-O-Metil Transferaz
HO Hem Oksijenaz

HO, Hidroperoksil Radikali

H,0, Hidrojen Peroksit

HOCI Hipoklorit Asit

im Intramiiskiiler



iNOS

ip
LOOH=ROOH
MDA
Mel-1
Mel-2
NADP
NADPH
NAT
NO
NO,’
NOS
nNOS

6-OHM
ONOO'
ONOOH
PAF
PH-GPx
PL-GPx
PLOOH
RNA
RO
ROO=LOO
SCN
SDS
S-H
SOR
SOD
TBA

Uyarilabilir Nitrik Oksit Sentaz
Intraperitoneal

Lipit Hidroperoksit
Malondialdehit

Melatonin Reseptorii 1
Melatonin Reseptorii 2
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Okside)
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Rediikte)
N-Asetil Transferaz

Nitrik Oksit

Nitrojen Dioksit

Nitrik Oksit Sentaz

ndronal Nitrik Oksit Sentaz
Stiperoksit Radikali

Singlet Oksijen

Ozon

Hidroksil Radikali
6-Hydroksimelatonin
Peroksinitrit anyonu
Peroksinitréz Asit

Platelet Aktive Edici Faktor
Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz
Plazma Glutatyon Peroksidaz
Fosfolipid Hidroperoksit
Ribontikleik Asit

Alkoksil Radikali

Peroksil Radikali
Suprakiyazmatik Niikleus
Sodyum Dodesil Siilfat
Siilfiir-Hidrojen

Serbest Oksijen Radikalleri
Siiper Oksit Dismutaz
Tiyobarbitiirik Asit



1. GIRIS ve AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY) viicuttaki, tiim sistemlerin etkilenmesiyle ve ¢ok yonlii
sebeplere bagli olarak gelisen bir sendromdur. Renal fonksiyonlarin akut kaybi olarak
tammlanan ABY; ekstraselliler sivi, asit-baz, elektrolit ve ¢ift degerlikli katyon
diizenlenmesinde  dengesizliklerle sonuglanir. Bununla beraber serum kreatinin
konsantrasyonunun yiikselmesi, diger nitrojenli artik maddelerin birikmesi ve idrar atiliminda
bir azalmanin olmasi ABY nin temel belirtileridir.

Organ destekleme teknolojilerinde agir1 ilerlemelerin olmasiyla beraber son 20 yildir
meydana gelen ABY mortalite orani; hastanelerde yaklasik % 45 ve yogun bakim tnitelerinde
yaklasik % 70°tir.

Toplumda olusan ABY’nin yaklasik olarak bir milyon populasyonda 209 hastada
meydana geldigi ve bu sendromun frekansinin hastaneye yatirilmig hastalarda yiikseldigi
belirtilmektedir. '

Miyoglobiniirik ABY travma ve travma disi nedenlere baglh olarak g¢izgili kas
hiicrelerinin hasara ugramasi ve hiicre i¢i elemanlarin dolasima gegmesi, yani rabdomiyoliz
sonucu gelisen iiremik sendromdur. Travma sonucu olana crush sendromu denilmektedir.
Rabdomiyoliz hem travma hem de travma disi nedenler ile ortaya ¢ikabilir. Genelde travma
dig1 sebepler daha sik oldugu halde, sira dis1 olaylar (maden goctikleri, trafik kazalari, savas,
dogal ve insanlarin yol agtig1 suni felaketler) sonrasinda travmatik sebepler ¢ok daha 6n plana
geger. Kisa bir zaman siiresi i¢inde en fazla crush sendromuna yol agan ve iilkemiz agisindan
en ¢ok 6nem tasiyan durum ise depremlerdir. Marmara depreminde 639 hastadan crush
sendromuna bagli akut renal problemler gelismis ve bunlarin 477°sinde diyaliz tedavisi
gerekmistir. Bu rakamlar Marmara depreminin su ana kadar diinyada karsilagilan ve
doékiimante edilebilmis en biiyiik “renal felaket” oldugunu gostermektedir. 2

Insanlarda gelisen miyoglobiniirik ABY’nin su;anlardaki deneysel modelinde;
hipertonik gliseroliin intramiiskiiler (im) enjeksiyonu ile miyoglobiniirik ABY gelistirilir. Bu



model insanlarda gelisen miyoglobiniirik ABY’ne 6zdes kabul edilir. Hipertonik gliseroliin
im enjeksiyonu miyoliz, hemoliz ve hipovolemiye neden olur. Miyoliz ve hemoliz sonucu
dolagima salinan miyoglobin ve hemoglobin gibi hem proteinleri igerdikleri serbest demir
araciligiyla miyoglobiniirik ABY’nin patogenezinde kritik bir rol oynarlar. Serbest demir
Haber-Weis ve Fenton reaksiyonlariyla serbest radikallerin olusumuna ve lipid
peroksidasyonuna neden olur. Serbest radikaller ABY’nin bir g¢ok formunda oldugu gibi
miyoglobiniirik ABY’nin patogenezinde de 6nemli rol oynamaktadirlar. Miyoglobiniirik
ABY deneysel modelinde c¢esitli antioksidan etkili maddeler verilerek hastaligin gelisimi
tizerindeki etkileri arastirilmgtir. >

Melatoninin 6zellikle antioksidan olarak fonksiyonunu arastirmak amaciyla pek ¢ok
calisma yapilmistir. Melatoninin yiiksek toksisitesi olan serbest radikallerin direkt tutucusu ve
indirekt antioksidan etkili oldugu belirlenmistir. Bazi deneysel bdobrek yetmezligi
modellerinde de melatoninin antioksidan etkisi gosterilmigtir; iskemik ABY’nde ve
siklosiporinin, gentamisinin, adriyamisinin, civa kloriiriin olusturdugu nefrotoksik etkiye karst
koruyucu rol oynadig belirtilmektedir. ™17 Ancak gliserol verilerek olusturulan deneysel
miyoglobiniirik ABY modelinde, melatoninin etkisi ile ilgili herhangi bir g¢alismaya
rastlanmamuistir.

Calismamizda siganlara hipertonik gliseroliin  im verilmesiyle olusturulan
miyoglobiniirik ABY’nin deneysel modelinde farkli dozlardaki melatoninin antioksidan
enzimler, lipid peroksidasyonun bir parametresi olan malondialdehit (MDA) diizeyi, bobrek
hasar1 ve fonksiyonlar: tizerindeki etkileri, etki mekanizmas: ve ABY mortalite oram ile
tedavi maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle; bobrek yetmezligi bulgular ortaya ¢ikmadan bu
ajamin profilaktik olarak verilip verilmeyecegini ve klinik bilimler tarafindan tedavide

kullanilabilirligini arastirmay: amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Bobrek Yetmezligi

ABY saatler veya giinler i¢inde renal fonksiyonlarin kaybi, buna bagli olarak {ire ve
kreatinin gibi nitrojen artik iirtinlerin birikmesi ve siv1 elektrolit dengesindeki anormalliklerle
karakterize bir sendromdur, *°

ABY’nin nedenleri tilkeler arasinda biiylik farkliliklar gostermektedir. Obstriiksiyon
ve gebelige bagl olarak gelisen ABY gelismekte olan iilkelerde fazla goriilmesine kargin,
cerrahi ve medikal tedavi sonrasi  gelisen ABY gelismis iilkelerde daha yaygin
g(’irﬁlmektedir.3 ABY gorilme siklii klinik duruma gére farklilik gosterir; hastaneye kabul
edilen vakalarda kabulde % 1, hastanede yatirilarak izlenen hastalarda % 2-5,
kardiyopulmoner bypass sonrasinda % 4-15 ve yogun bakim iinitelerindeki hastalarda % 30
oramndadir, #2%%

ABY yiiksek mortalite ve morbidite ile seyreden kompleks bir klinik tablodur. Son
ylllarda diyaliz ve tip alanindaki gelismelere ragmen ABY mortalitesi hala yiiksektir ve bu
oran % 50-70 civarindadir. ABY tedavisi de hastanede uzun siire kalmay: gerektirir, maliyeti
de oldukga yiiksektir. Bu nedenlerle dncelikle ABY’nin gelismesi dnlenmelidir. %

ABY olusum nedenlerini, tam1 ve tedavi agisindan {i¢ ana grupta toplamak
miimkiindiir. Bunlar:

a) Prerenal nedenler: Renal tiibiiler ve glomeriiler fonksiyonlar bozulmamis, ama renal
perflizyonu bozan nedenlerle klirens smrlamyor ise bu durumda prerenal bobrek
yetmezliginden bahsedilir.

b) Intrarenal nedenler: Primer intrarenal nedenlere bagli akut bobrek yetmezligi intrinsik
bébrek yetmezligi ya da renal azotemi olarak degerlendirilir.

¢) Postrenal nedenler: Renal disfonksiyon tiiriner traktusun obstriiksiyonuna baglt ise bu
durumda postrenal bébrek yetmezliginden bahsedilir.



Prerenal azotemi % 55-60, intrinsik renal azotemi % 35-40, postrenal nedenler % 5
oraninda goriiliir. 18202627 ABY siklikla akut tilbiiler nekroz (ATN) ile aym anlamda
kullanilmaktadir, ancak bu tanim prerenal ve postrenal ABY nedenlerini kapsamamaktadir.
ATN akut iskemik veya nefrotoksik zedelenmenin bir sonucu olarak dakikalar ve giinler
icinde glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)’'nda akut ve siirekli diisme ile seyreden bir klinik
sendrom ile iliskili patolojik bir tammlamadir. "*2%* Akut bobrek yetmezliginin nedenleri
Tablo-1’de verilmistir.

2.2. Miyoglobiniirik Akut Bébrek Yetmezligi

Miyoglobiniirik ABY travma veya travma olmaksizin metabolik nedenlerle iskelet
kast hasart sonucu gelisen tiremik bir sendromdur. Iskelet kasmin travma sonucu
par¢alanmas: ve sistemik etkilerinin goriilmesine crush sendromu denir. Deprem gibi dogal
afetler, savas, trafik ve is kazalarinda olusan genig viicut travmalar1 bu sendroma neden
olmaktadir.

Travmatik kas yikimi agik bir gekilde ilk olarak 1909 yilinda Messina depremindeki
kazazedelerde Alman Von Colmers tarafindan tanimlandi. 1916 yilinda ilk olarak Frankenthal
tarafindan savas yaralanmalar1 sonucu meydana gelen travmatik rabdomiyoliz ile akut bébrek
yetmezligi iligkisi belirlendi. 1923 yilinda Mmaml travmatik kas hasarina ilaveten diger kas
hasarlarinin da boébrek yetmezligine sebep olacagimi belirtti. Literatiirdeki bu bilgilere
ilaveten, 1941 yilinda Bayeters ve Beals tavmatik rabdomiyoliz sonucu olugan Gliimciil
komplikasyonlan agik bir sekilde tanimlayarak crush sendromu admi vermislerdir. 230 Crush
sendromu direkt travma veya iskemi-reperfiizyondan sonra goriilen kas yaralanmalarimnin,
sistemik etkilerinin gériilmesi sonucu; kaslarda gerginlik, 6dem ve agri, koyu ¢ay renginde
idrar, sok ve asidozis septomlar1 ile karakterize ve siklikla ABY ile sonuglanan bir
sendromdur. > Depremlerden sonra meydana gelen tiim yaralanmalarin iginde crush sendromu
orami yaklasik olarak % 2-5’tir. ? Crush sendromlu hastalarin yaklasik % 50’sinde ABY
gelisir ve bu hastalarin % 50’sinde diyaliz tedavisine ihtiya¢ duyulmaktadir. 3

1988 Ermenistan depreminde 600, 1995 Kobe (Japonya) depreminde 372 kazazedede
crush sendromu nedeniyle miyoglobiniirik ABY gelismistir. Ulkemizi biyiik bir yasa bogan
17 Agustos 1999 saat 03:01°de meydana gelen 7.4 siddetindeki Marmara depreminde resmi
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Tablo 1. Akut bsbrek yetmezliginin nedenleri '*>*

Prerenal Yetmezlik

DUSUK KARDIYAK DEBI
Miyokard infarktiisti
Kardiyak aritmi
Konjestif kalp yetmezIligi
Pulmoner emboli
Pozitif basingl mekanik ventilasyon
HIPOVOLEMI
e Yetersiz sivi alimm
e  Ekstraseliler sivi kayb1
e  Renal sivi kaybi
e  Gastrointestinal sivi kaybi
¢  Dermal siv1 kaybi
UCUNCU BOSLUGA SIVI SEKESTRESYONU
Hipoalbitminemi
Karaciger sirozu
Nefrotik sendrom
Penkreatitis
Travma
Peritonitis
Intestinal obstriiksiyon
Yamiklar
ISTEMIK VAZODILATASYON
Sepsis
Sok
Karaciger yetmezIigi
Antihipertansif ilaglar
Asin doz ilag alim:
RENAL ARTER OBSTRUKSIYONU VEYA CIDDI
KONSTRIKSIYON
e  Aterosklerozis
Emboli
Tromboz
Vaskiilit
Renal pedikiil kompresyonu
Abdominal aort anevrizmasinin pargalanmasi
Endotoksinler
Siklosporin A
RENAL OTOREGULASYONUN BOZULMASI
»  Prostaglandin inhibitdrleri
¢  ACE inhibitrieri

® & & & & 16 5 6 & & 8 8 o

Postrenal Yetmezlik (obstriiksiyon)

INTRAURETERAL OBSTRUKSIYON

e  Kan pihtisi

° Ta$

o  Papilla nekrozu

e  Mantar topu

EKSTRAURETERAL OBSTRUKSIYON
e  Aberran damarlar

e Ligasyon

e  Malignensi

s  Endometriyozis

¢  Retroperitonal fibrozis ve tiimdrier

ALT URINER SISTEM OBSTRUKSIYONU
o  Ureteral striktiir,

prostat hipertrofisi veya timor,

mesane kanseri,

Serviks kanseri,

Nérojen mesane

Intrinsik Akut Bébrek Yetmezligi

VASKULER HASTALIKLAR

Malign hipertansiyon

Vaskilit

Hemolitik iiremik sendrom

Trombotik trombositopenik purpura

Preeklampsi

Postpartum nefrosklerozis

Kolesterol embolisi

Renal kortikal nekroz

GLOMERULER HASTALIKLAR

Akut postinfeksiyoz glomeriilonefritis

Goodpasture sendromu

Hizli progresif glomertilonefrit

Lupus nefriti

igA nefropatisi

Interstitiel nefritis

INTERSTITIEL NEFRITIS

o Infeksiydz sebepler: stafilokoklar, gram negatif
bakteriler, leptospirozis, brusellozis, viriisler, mantarlar

o Infiltratif sebepler: lenfoma, 16semi, sarkoidozis, diger
graniilomalar

o llaglarla iliskili sebepler: Penisilinler, sefalosporinler,
nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar, allupurinol, tiazid
ditiretikler, simetidin, fenitoin, furosemid, analjezikler,

_ rifampisin : :

+ Idiopatik
Akut titbiiler nekrozis
e Iskemik hasar
e  Uzamig prerenal azotemi
e  Sok, postoperatif,
¢ Crush sendromu, biiylik travma

NEFROTOKSIK HASAR

s  Antibiyotikler, radiografi kontrast maddeler,
anestezikler, kemoterapétik ajanlar, immunosupressif
ajanlar, amfoterisin B, yiiksek dozlarda mannitol,
organik ¢éziiciiler, pestisitler, agir metaller

PIGMENT HASARI

e  Miyoglobiniiri

s  Hemoglobinri

KRISTALLERIN OLUSTURDUGU HASAR

o Urik asit nefropatisi

e  Oksalat nefropatisi

o  Sulfadiazin

e Asiklovir

e Metotreksat
METABOLIK SEBEPLER

e  Hiperkalsemi
e  Myelom proteinleri
e Uzun zincir nefropatisi




rakamlara gére, 17480 6liim ve 43953 yaralanma oldugu belirtilmektedir. Referans olarak
kabul edilen hastanelere toplam 9843 hasta getirilmisg, bunlarin 5302’si hastanelere yatirilmus
ve 425 hasta Slmiistiir. Bu hastalardan 639’unda (% 12) renal problemler gériilmiis ve
bunlarin 477°si (% 74.6) diyaliz tedavisi gérmiistiir. Renal problemleri olan hastalarin 97’si
(% 15.2) Slmiigtiir, 2213

Rabdomiyoliz ¢izgili kaslarin erimesi veya pargalanmas: sunucu kas hiicrelerindeki
icerigin ekstraseliller siviya karnsmasidir. >° Tablo 2°de kas hiicresi metabolizma
bozukluklarim da igeren rabdomiyoliz nedenleri gériilmektedir. Rabdomi'yoliz vakalarmin %
81’inden uyusturucu maddeler ve alkoliin sorumlu oldugu belirtilmektedir. >® Tim
rabdomiyolizli hastalarda miyoglobiniirik ABY gelisme oram1 % 17-33 arasindadir. Tiim
ABY vakalan arasinda miyoglobiniirik ABY oram % 3-15°tir. *” ABY gelisen rabdomiyolizli

hastalarda mortalite oranimin % 7-80 arasinda oldugu belirtilmektedir. >

Tablo 2. Rabdomiyoliz nedenleri "%

Metabolik Hastaliklar Infeksiyonlar
Diyabet Bakteriyel (en yaygin olarak streptokok ve salmonelle
e  Ketoasidozis tirleri)
e  Hiperosmolar durumlar Viral
Hipotiroidizm Toksinler
Hipokalemi Ethanol ve diger alkoller
e  Diliretikler Uyusturucu bagimlilig
e  Total parenteral beslenme s Eroin
e  Hiperaldosteronizm e  Methadone
Hipofosfatemi e . Kokain
Hiponatremi e  Pensiklidine
Travma e  Amfetaminler
Direkt kas yaralanmasi e LSD
¢  Miyoglobiniiriye ilerleme Etilen glikol

Iskemi-reperfiizyon

Organik solventler (Toluen)

e  Vaskiiler hasar Bdocek ve yilan zehirlenmeleri
s  Kompartiman sendromu Agir metaller
Elektrik yaralanmasi Genetik Hastaliklar

Is1 yaralanmasi

Karbonhidrat metabolizmasi bozukluklar

e  Yaniklar e  Miyofosforilaz eksikligi (Mc Ardle sendromu)
¢  Hipotermi e  Fosfofruktokinaz eksikligi
[lagla Tedaviler e Alfa-glikozidaz eksikligi

Steroidler o Amilo-1,6 glikozidaz eksikligi

Noromiiskiiler iletiyi engelleyen ajanlar e  Fosfohekzoizomeraz eksikligi

Stiksinilkolin Lipid metabolizmast bozukluklar
Lovastatin ¢  Karnitin eksikligi
Glutethamid e Karnitin palmitiltransferaz eksikligi
Muskdler distrofi
Idiopatik

Hem proteinlerinin olusturdugu ABY i¢in yaygmn olarak iki deneysel model
kullanilmaktadir. Bunlar dehidrate deney hayvanlarina; miyoglobin ya da hemoglobin




inflizyonu veya hipertonik gliseroliin im enjeksiyonudur. Intramiiskiiler gliserol enjeksiyonu
miyoliz, hemoliz ve intravaskiiler volim azalmasina neden olur. Bu model insanlardaki

miyoglobiniirik ABY’yle en fazla yonityle 6zdes olan ABY nin gelismesine sebep olur. 36,

38,39

2.2.1. Fizyopatoloji

Kaslar toplam viicut agirligimn yaklasik olarak % 40-50’sini olusturmaktadir. Iskelet
kaslarmin kuru aguhimin % 1-3°3 miyoglobindir. Miyoglobinin molekiil agirligni 17800
daltondur ve yapisinda bir demir atomu bulunan bir hem grubu tagsir. Dolagimda miyoglobinin
% 50-85°i haptoglobin ve o,-globiilin ile tagmir. Diigiik plazma seviyelerinde dolasimdaki
miyoglobin retikiiloendotelyal sistem tarafindan temizlenir. Ancak plazma miyoglobin diizeyi
0.5-1.5 mg/dl’yi aginca plazma serbest miyoglobin diizeyi artar. Diigiik molekiil agirhig:
nedeniyle bébrekler tarafindan kolayca filtre edilir. &y

Cizgili kas hiicrelerinin gesitli nedenlerle hasari; hiicre membraninin (sarkolemma)
gecirgenligini arttirir ve bunun sonucunda iki tiirlii sizinti meydana gelir. Baslangigta
kalsiyum, sodyum ve su kas hiicrelerine girerek ekstraseliiler sivimin azalmasina ve
hipovolemik hipokalsemik sok geligimine sebep olur. Daha sonra potasyum, fosfat, purinler
ve miyoglobin ekstraseliiler siviya karigir. Potasyﬁm disindaki bu metabolitler veya bunlarin
tiirevleri 6zellikle hipovolemik sokun gelisimine, asidiiriye ve idrardaki konsantrasyonlarinin
artisina  bagli olarak ileri derecede nefrotoksik etki gosterirler. Yapilan ¢aligmalarda
miyoglobiniirik ABY nin gelismesinde iki faktoriin hazirlayict rol oynadig: belirtilmektedir.
Bunlar hipovolemi/dehidratasyon ve asidiiridir. Gergekten bu faktdrlerin yoklugunda hem
proteinleri minimal nefrotoksik etki gostermektedir. Bu nedenle miyoglobiniirik ABY’nin
erken doneminde volum vyiiklenmesi veya vazodilatatér bir ajamin verilmesi hem
proteinlerinin olusturdugu ABY ne kars1 koruyucu olabilir. 353742

Kalsiyumun kas hiicrelerine girmesi hasari arttirir ve 6zellikle mitokondriyal hasara
neden olarak adenozin trifosfat (ATP) iiretimini azaltir. Crush sendromunda 6liimden kurtulan
kazazedelerde 2 saat i¢inde plazma elektrolitlerinde hiperkalemi, hipokalsemi, hiperfosfatemi,
ayn1 zamanda hiperiirisemi ve metabolik asidozis gelismektedir. Hipokalsemi, hiperkaleminin

kardiyotoksik etkisini arttirmaktadir. Hiperfosfatemi, hipokalseminin siddetini arttirmakta ve
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buna ilaveten bobrek fonksiyonlarini da zayiflatmaktadur, 4°27-42

Nefron diizeyinde hem proteinleri {i¢ temel mekanizma ile toksik etki gdsterirler.
Bunlar; renal vazokonstriksiyon, intraliiminal kast olusumu ve direkt hem proteinlerinin
olusturdugu sitotoksik etkidir. *

Renal Vazokonstriksiyon

Renal perflizyon vazoaktif endoteliyal metabolitlerin birbiriyle etkilesimi sonucu
diizenlenir. Bunlar arasinda vazokonstriktér olarak endotelin ve platelet aktive edici faktor
(PAF), vazodilatatér olarak prostasiklin ve nitrik oksit sayilabilir. Deneysel miyoglobiniirik
ABY modellerinde, miyoglobinin salgilanmasina neden oldugu ajanlarin renal arteriollerde
vazokonstriksiyona neden oldugu gésterilmistir. Glomeriiler ve mezengiyal hiicreler
tarafindan salgilanan PAF, renal vaskiiler diiz kaslarda kontraksiyona neden olur. Endotelin
ABY'nin iskemik ve miyoglobintirik tiirlerinin fizyopatolojisinde 6nemli bir rol oynar.
Endotelinin intrarenal verilmesiyle renal kan akiminda ve GFR’da diismeye neden oldugu
gosterilmistir. Miyoglobintirik ABY modelinde gliserol enjeksiyonunu takiben 24 saat sonra
plazma endotelin-1 ve idrar endotelin atilimimin arttif1 belirtilmektedir. Endotelin A ve B
reseptdr antagonistlerinin siganlarda miyoglobiniirik ABY’nde hemen hemen tamamen renal
kan akimim diizelttigi belirtilmektedir. Monosif-makrofajlar tarafindan meydana getirilen
sitokinler, kas yaralanmasiyla uyarilarak renal hasarin olusumuna katkida bulunurlar. Son
zamanlarda tamimlanan 8-epi-prostaglandin F,, lipid peroksidasyonu sonucu olugmakta ve
preglomeriiler vazokonstriksiyona neden olarak, GFR’mt 6nemli derecede azaltmaktadir. >
43,44

Rabdomiyoliz sirasinda, muhtemel birka¢ mekanizmayla renal vazokonstriksiyon/
hipoperfiizyon olugmaktadir. Birincisi, kas hasarimin oldugu bdlgeye ekstraseliiler sivi
birikimi sonucu intravaskiiler voliimiin azalmasina neden olur. Ciddi kas yaralanmalarinda
hasarli bolgeye 18 litreye kadar ekstraseliiler sivi geciginin oldugu tespit edilmistir. Bu
durumda olusan hipovolemi sonucu wuyarilan deZigik hormonlar (angiotensin-II,
katekolaminler, endotelin, tromboksan A2 ve arginin vazopressin) renal vazokonstriksiyona
ve mezengiyal kontraksiyona yol agarlar. Ikincisi, ciddi kas hasar1 endotoksin-sitokin

kaskatinin aktive olmasina ve bunun sonucunda renal vazokonstriksiyonda bir artig meydana
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gelmesine neden olmaktadir. Uglinciisii, hem proteinleri nemli bir endojen vazodilatatsr olan
nitrik oksit (NO)’i yakalayarak etkisini inhibe ederler. Yapilan ¢aligmalarda nitrik oksit sentaz
(NOS) inhibisyonunun bd&breklerde vazokonstriksiyonu ve organ hasarini arttirarak Gliime
neden oldugu bildirilmektedir. Bu yiizden rabdomiyoliz sirasinda hem proteinlerinin NO’in
etkisini inhibe etmesi direkt olarak renal doku hasar1 ve vazokonstriksiyona sebep olur. 2
Hem proteinlerinin neden oldugu renal vazokonstriksiyon, renal tiibiillerde ATP’nin
azalmasina neden olur. Ayrica hem proteinlerinin proksimal tiibiil hiicrelerine endositoz
yoluyla almmasmna ve kast olusumunun artmasina neden olarak renal toksik etkilerini artttirir.
Bu etkiler birkag¢ yolla meydana gelir. Birincisi, GFR’daki bir azalma hem proteinlerinin
dolasimda kalma siirelerini uzatir. Bu yiizden proksimal tiibiillerde hem proteinlerinin
reabsorpsiyonunda ve olusturduklar hiicre hasarinda da artig goriiliir. Intravaskiiler volum
azalmasi nedeniyle sodyum ve su reabsorbsiyonu artar. Bu nedenle intraliiminal miyoglobin
konsantrasyonu artarak kast olusumunu ve tiibiiler obstriikksiyonu kolaylastirir. Uglinctisii,
tiibiiler obstriiksiyon tamamen liiminal staza sebep olur. Bu durum da, proksimal tiibiil

hiicrelerinde hem proteinlerinin reabsorbsiyon stirelerini uzatir, >

Tiibiillerde Hem Proteinlerinden Kast Olusumu

Miyoglobiniirik ABY insanlarda ve denéy hayvanlarinda dikkati ¢eken morfolojik
degisikliklerle karakterizedir. Bunlar: 1) distal tiibiillerde hem kastlarinin olusumu, 2)
proksimal tiibiilde nekroz ve bazal membrandan epitel hiicrelerinin ayrilmasidir. Tibiiler
kastlar luminal akim tikar ve bu durumda bébrek fonksiyonlari bozulur. Tibiiler tikanma
pigment nefropati olusumunun ilk birkag saati icinde meydana gelir ve ABY nin olusumu da
tiibillerin yikimi ile baglantihdir. ° Zager ve ark. » miyoglobiniiri siiresince hem
proteinlerinin sitotoksik etkilerinin tiibiiler epitel hasarinda ¢ok Snemli bir rol oynadigim ileri
siirmektedirler. Kastlarin olugumu luminal tikanmaya ve stazise neden olur. Stazis kast
olusumunu arttirir ve kast miktarinin artmasiyla tiibiiler epitelle olan temas: da arttirir. Crush
sendromunda metabolik asidozis sonucu olusan konsantre ve asit idrar, hem {irat ve
miyoglobinin nefrotoksik etkisini hem de distal tiibiillerde miyoglobin ile Tamm-Horsfall
proteinlerinin birlesmesini daha da arttirir. BSbreklerde miyoglobinin toksik ve mekanik
etkileri Sekil 1°de gdsterilmistir. Deneysel miyoglobiniirik ABY ¢alismalarinin hemen hemen
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hepsinde distal tiiblillerde hem kastlarnin olustugu belirtilmektedir. Bu ¢aligsmalarda hem
proteinlerinin tiibiiler obstriiksiyonu sonucu luminal sivimin refleksiyonuna bu da filtrasyon
bozukluguna ve sonugta ABY’ne sebep olmaktadir. Tibiler kast olusumunun direkt
glomeruler filtrasyonu etkilemesi ABY patogenezisinde onemli bir rol oynamaktadir. Distal
tiibiillerde voliim azalmasi ve renal vazokonstriksiyon filtratin reabsorbsiyonunu degistirir.
Intraluminal hem proteinlerinin konsantrasyonunun artmast kast olusumunu arttirir. Kast
olusumunda idrar pH’s1 kritik bir rol oynar.' Asidik idrar hem proteinlerinin ¢dkmesini
kolaylagtinir. Distal tiibtillerde sentez edilen Tamm-Horsfall proteinleﬁ asidik ortamlarda
diger proteinlerle bir araya gelme egilimi gosterir. Tamm-Horsfall proteinleri sadece hem
proteinleri ile degil proksimal tiibiil hiicrelerinin nekrozu sonucu diger proteinlerle de bir

araya gelerek kast olusumunu kolaylastirirlar. 2

Hem Proteinlerinin Proksimal Tiibiillerde Sitotoksik Etkisi

Miyoglobiniirik ABY’nde renal hasarin baslamasinda iki faktor kritik rol oynar.
Bunlar; iskemik hasar ve oksidatif strestir. 4

ABY’nin diger formlar1 gibi miyoglobiniirik bobrek hasarinda; hem proteinleri
tarafindan olusturulan toksik renal hasarn yaminda sekonder gelisen iskeminin de etkisi
bilyiiktiir. Yaklagik 50 yildir hem proteinlerin ﬁefrotoksik etkisi ile iskemik renal hasarin
ayrilmaz derecede birbirleriyle baglantili oldugu bilinmektedir. Deneysel miyoglobintirik
ABY modellerinde renal perfiizyonun azalmasi bir ¢ok ¢aligmada rapor edilmistir. Hem
proteinlerinin renal vazokonstriksiyon ve hipoperfiizyona sebep olarak bu etkiyi olusturdugu
kabul edilmektedir. Bu yiizden miyoglobiniirik ABY hasarmin biiylkk boliimiinii iskemi
olusturmaktadir. Ayrica gliserol verilerek olusturulan miyoglobiniirik ABY’inde ratlarin renal
korteksinde ATP’nin azaldif1 g6sterilmistir. ATP tiikenmesi sadece iskemi sebebiyle degil,
titbiiler hiicre hasarinimn bir sonucu olarak biiyilk miiktarda ATP prekiirsérlerinin (adenozin,
inozin ve hipoksantin) hiicre digina sizmasi sonucu goriiliir. ATP’nin tiikenmesi nedeniyle

kalsiyumun disar1 ¢ikist bozulur ve sitozolik kalsiyum miktar artar. 3331394142
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Iskemi/Travma

v

Kas yaralanmasi
Elektrolitlerin hiicrelere girmesi
Polimorfoniikiear nétrofillerin toplanmasi
Doku 6demi/endotelyal hiicrelerin gigsmesi
Dolasimin durmasi

RABDOMIYOLIZ

Miyoglobiniiri/Elektrolit bozukluklar: (hiperkalemi, hipokalsemi)

/

Renal tiibiillerin miyoglobine maruz kalmasi

v \%

MEKANIK ETKILER DIREKT TOKSIK ETKILER

Miyoglobin konsantrasyonunun artmasi

Miyoglobin konsantrasyonunun artmasi Hem proteininden Fe*?’nin ayrilmasi

Asidik idrar Fe*? konsantrasypnunun artmasi

/ ,

Kast olusumu Fe*? serbest radikal olusumunu katalizler

Proksimal tiibiillerin tikanmasi Fe™ lipid peroksidasyonu katalizier

GFR’nin azalmasi Renal vazokonstriktorlerin salgilanmasi

3

BOBREK YETMEZLIGI/AKUT TUBULER NEKROZ
DIYALIZ

Sekil 1. Bobreklerde miyoglobinin toksik ve mekanik etkileri >
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Miyoglobiniirik ABY’nde Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikallerinin miyoglobiniirik ABY nin de iginde yer aldig1 farkl: renal
hastaliklarin patogenezisinde rol oynadifi ve aym zamanda hem proteinlerinin proksimal
tilbiil hiicreleri i¢in toksik etkili oldugu belirtilmektedir. Ik basamak proksimal tiibiil
hiicrelerinde protoporfirin halkalarinin birikmesi ve transport mekanizmasimin bozulmasidir.
Proksimal tiibil hiicrelerinde protoporfirin halkalarinin pargalannia’sl demirin serbest
kalmasiyla sonuglanir. Bu durumda hem demirin aracilik ederek olusturdugu serbest
radikaller hem de kendiliginden olusan serbest radikaller ABY patogenezisinde ¢ok Snemli
rol oynarlar. Demir hem reaktif oksijen radikallerinin olusumunu hem de lipid
peroksidasyonu katalizler. Demirin sebep oldugu oksidatif stres bir ¢ok ¢alismada rapor
edilmis ve demir selatorli desferoksamin ve reaktif oksijen metabolitlerinin yakalayicisi olan
glutatyon verildiginde miyoglobiniirik ABY’ne karsi koruyucu rol oynadigi gosterilmistir.
Ayrica deneysel miyoglobiniirik ABY’nde hidrojen peroksidin sican bdébreklerinde arttigi
gbézlenmistir. Olusan hidrojen peroksit demir varliginda Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlariyla ¢ok toksik olan hidroksil radikaline doniismesi, hem proteinlerinin sebep

oldugu nefrotoksitede ¢ok dnemli rol oynamaktadir, 36467

Nitrik Oksit

NO renal vaskiiler endotel hiicrelerinde, tiibiiler epitellerde ve mezengiyal hiicrelerde
sentezlenir. NO asetilkolin ve bradikinin araciligiyla, 6zellikle afferent arterioller olmak iizere
renal mikrosirkiilasyonda vazodilatator etki gosterir. NO vaskiiler etkileri yanisira tiibiiler tuz
reabsorbsiyonu, renin salgillanmasi ve tiibilloglomeruler feedback diizenlemeyle bobrek
fonksiyonlarim etkiler. Kaslarin parcalanmast ile agiga ¢ikan hem proteinleri giiclii bir sekilde
NO’yu yakalayarak bobreklerde vazokonstriksiyond neden olurlar. Bundan baska, NO ve
metaboliti peroksinitrit (ONOO) hem toksik hasarin hem de hipoksi-reperfiizyon sonucu
olusan hasarin fizyopatolojisinde rol almaktadirlar. Bazi ¢aligmalarda, tiibiillerde tretilen
NO’in hiicresel hasarin bir aracisi olarak renal iskemi ve toksik hasarda rol oynadigi
belirtilmektedir. Lokal olarak iiretilen NO’in muhtemelen indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
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(INOS) aktivitesiyle tretildigi belirtilmektedir. iNOS’un iskemi ve endotoksemi sonucu
meydana getirdigi NO ve ONOOQO’in toksik olabilecegi belirtilmektedir. Burada hem serbest
miyoglobin ve hemoglobinin hem de iNOS’1n olusturdugu toksik etki {izerinde durulmalidir.
Ayrica yapilan ¢aligmalarda endoteliyal NOS (eNOS)’m, iNOS’un meydana getirdigi NO
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. Buna ilaveten, miyoglobiniirik ABY’inde tiimér
nekrozis faktér gibi sitokinlerin diizeyinin arttigi ve iNOS olusumuna sebep olduklan
belirtilmektedir. *°

Ozetle, ABY nin diger formlarina benzer sekilde rabdomiyoliz sonucu olusan ABY
de, endotelden iiretilen NO’in azalmas: sonucu olusan vazokonstriksiyonla iligkilidir. Ayrica,
INOS tarafindan iiretilen NO’in artmasi endotoksin ve iskeminin zararli etkilerini daha da
siddetlendirmektedir. 4

2.3. Serbest Radikaller

Oksijen aerob canlilarin mitokondriyal elektron transport zincirinde terminal elektron
akseptorii olarak rol aldigt igin hayati Oneme sahiptir. Oksijen hiicre ig¢inde cesitli
reaksiyonlardan gecerek su haline doniigmektedir. Bu sirada hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi
saglamaktadir. Fakat bu siirecte oksijenin % 1-3’ii tam olarak suya doniigemez, ileri derecede
reaktif olan ve serbest oksijen radikalleri (SOR) olarak adlandirilan bir seri toksik ara
{iriinlerin olugmasina neden olabilir. 353

Serbest radikaller dig yoériingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
tagtyan, elektrik yiikli veya yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Serbest radikallerde
eslenmemis elektron, atom veya molekiiliin iizerine konulan koyu bir nokta ile belirtilir. Bu
bilesikler organizmada normal metabolik yollarn igleyisi sirasinda olustugu gibi, ¢esitli dis
etkenlerin etkisiyle de olugmaktadir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik
nedeniyle ¢ok aktif yapili olan serbest radikaller tiim hiicre bilegenleri ile etkilesebilme
ozelligi gostermektedir. Organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini ortaya koymadan
etkisizlestirilmesini saglayan giigli savunma sistemi bulunmaktadir. Serbest radikallerin
olusum hiz1 ile etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden

etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir veya bu zararli bilesiklerin olusum hizi

sistemin savunma giiciinii asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagli zararli
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etkiler ortaya ¢ikmaktadar, %°-%°

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, en ¢ok elektron transferi tepkimeleri sonucu
olusurlar. Biyolojik sistemlerde en Onemli radikaller serbest oksijen radikalleri olmakla
beraber; C, N, S tlirevi olan radikaller ve tek elektron aligverisi yapabilen transisyon metal
iyonlari (Fe, Cu, Mn, Co, Cr, Ni, Mo, Cd, Ti) da olduk¢a dnemlidir. Bilindigi gibi transisyon
metal iyonlart serbest radikal tamimina uyan, radikal olusturan, pek cok reaksiyonda rol alan
fakat gergek bir radikal olarak kabul edilmeyen atomlardir. Serbest radikaller yiiksek enerjili,
oldukga reaktif ve kisa dmiirlii olduklarindan dolay: zor izole edilebilirler ve genellikle bir ara
iirtin olarak ortaya ¢ikarlar. 6167

SOR arasmnda en nemlileri; siiperoksit (O,"), hidroperoksil (HO,), hidroksil (OH),
alkoksil (RO, peroksil (ROO), nitrik oksit (NO') ve nitrojen dioksit (NO;) radikalleridir.
Singlet oksijen (*0,), hidrojen peroksit (H,0,), ozon (Os), hipoklorid asit (HOCI), lipid
hidroperoksit (LOOH) ve peroksinitrit (ONOQ") de radikal olmayan oksijen merkezli ve
reaktivitesi oldukea yiiksek bilesiklerdir. 63

Siiperoksit radikali (O ): Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda
stiperoksit radikali olusur. Siiperoksit radikali bir SOR olmakla birlikte, organizmaya direkt
olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, bir H;O, kaynagi olmasindan (dismutasyon
reaksiyonu) ve ge¢is metal iyonlarimin indirgenmesinden kaynaklanmakta olmasidir.
58,59,64,68,69

0, + € —> 0y

Siiperoksit radikalinin biyolojik sistemlerdeki 6nemli &zellikleri sunlardir:
a) Siiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir ve peroksit
molekiiliine doniigebilir. Bdylece olusan peroksit molekiilli, uygun sartlarda ortamdan iki
proton alarak H,O,’e déniisebilir.

] 2H" 2

0O, + & — > H,0,
b) Siiperoksit radikali aldig1 elektronu bagka bir elektron alicisina vererek bir rediikleyici ajan
gibi davranabilir. BSylece kendisi de oksitlenerek molekiiler oksijene doniisiir. Omegin
ferristokrom ¢’nin (sit-c) ya da nitroblue tetrazoliumun redilksiyonunu saglarken, bir elektron
kaybeder ve molekiiler oksijen (O2) haline doniistir.

Sit-c (Fe?) + 0, —> Sitc(Fe?) + 0
c) Iki stiperoksit radikali birbiriyle etkileserek, biri oksitlenirken digeri rediiklenir. Bu olay
ortamda proton (H") varliginda ve agagidaki gibi gergeklesir.

14



) SOD
20, + J2HY ———> H,O, + 0O,

Siiperoksit radikali ortamdan temizlendigi ve sonugta radikal olmayan firtinler
olustugu i¢in, yukaridaki tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir ve bu reaksiyon spontan ya
da enzimatik olarak, SOD kataliziyle, gergeklesebilir.

Siiperoksit radikali yiiksek ve notral pH’larda anyon seklinde bulunmasina ragmen,
diisiik pH’larda protonlanarak perhidroksil ya da hidroperoksil (HO) olarak adlandirilan

katyon radikaline doniisiir. 38,61,64,65,68,69

~H + 0 <—> HO;,

d) Siiperoksidin énemli fizyolojik bir rolii de nitrik oksit ile olan etkilesimidir. NO ile birlesen
stiperoksit, NO’nun fizyolojik ve varsa patolojik etkilerini engellerken, sonugta bir reaktif
oksijen tiirevi olan peroksinitrit (ONOQ) olusumuna neden olmaktadir.

0, + NO — = ONOO

Peroksinitrit nitrojen dioksit (NO5’), hidroksil radikali (OH) ve nitronyum (NO;") gibi
daha baska reaktif ve toksik olan iiriinlere doniisebilir. >>*+7°
e) Oksitlenmis gegis metallerinin rediiksiyonu da siiperoksit olusumunu gergeklestirebilir. Bu
reaksiyonlar, geri déniisiimlii olabilen redoks reaksiyonlardir. 84636
Fe? '+ 0, <«>F? + O
Cu”?  + 0 e ' o+ O

Hidrojen Peroksit (H>0;): Molekiiler oksijenin iki elektron almasi veya stiperokside bir
elektron katilmasiyla peroksit olusur. Peroksit molekiilii ise ¢evreden iki proton alarak
hidrojen peroksidi olusturur. Dogrudan H,0, tiretimi tirat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-amino
asit oksidaz gibi enzimlerin aktivasyonunda direkt olarak oksijene 2 elektron aktarilmas: ile
olusur. Ancak biyolojik sistemlerdeki H,O, iiretiminin asil kaynag, SOD tarafindan
katalizlenen enzimatik dismutasyondur. Bu {iretime enzimsiz olusan spontan dismutasyonun
da bir miktar katkisi vardir. 668

) ) SOD
20,7 + 2W———> H, 0, + Oy

Hidrojen peroksit ortaklanmamis elektrona sahip olmadigindan dolayi, serbest radikal
tamimlamasma uymaz, fakat reaktif oksijen tlirleri simfina dahildir. H;O, gecis metal
iyonlarimin varliginda bu metalleri oksitleyerek oldukga reaktif ve hasarlandirici bir serbest

oksijen radikali olan hidroksil (OH) radikalini olugturabilir.

TUASERUSRET I hoiat .
iIRAANTASYON RERIFZL 15

Tsll
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H,0, + Fe?—> OH + ©OH + Fe”

Yukandaki reaksiyon “Fenton reaksiyonu” olarak bilinir. Fenton reaksiyonu
stiperoksit ile hidrojen peroksidin tepkimeye girdigi, Fe Kkatalizorli “Haber Weiss
Reaksiyonunun” iginde de yer almaktadir. Bu reaksiyonlar katalizorsliz olarak da, ¢ok yavas,

gergeklesebilir. °>

1) 0, + Fe? ——> 0, + Fe™
2) H,0, + Fe? ——> 'OH + OH + Fe™ (Fenton Reaksiyonu)

Fe'
Net: 0, + H,0b ——> 0, + OH + OH (Haber Weiss Reaksiyonu)

Hidroksil Radikali (OH): Yar1 dmrii gok kisa ve oksijen radikalleri iginde en reaktif ve en
toksik olan radikaldir. Biyolojik sartlarda tiretildigi bolgedeki hemen hemen her molekiil ile
tepkimeye girerek hasar olugturabilir. Hidroksil radikali ¢ogunlugu radikal olmayan biyolojik
molekiillerle zincir reaksiyonlan baslatir. DNA yapisindaki piirin ve pirimidin ile reaksiyona
girerek hasar olusturabilir. gL

Biyolojik sartlarda hidroksil radikali olusturabilen énemli reaksiyonlar sunlardir:
Diyonlagtiric: radyasyonun su molekiiliine etkisiyle hidroksil radikali olugabilir.

HO0 —=> H,0" + ¢

H,0" + HHO ——> OH + H;0"
2) Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 sonucunda hidroksil radikali olusur.
3) Ozona (Os3) elektron transferi ile hidroksil radikali olugabilir. Bu nedenle ozon
toksisitesinde hidroksil radikalinin rolii vardur.
4) Hidrojen peroksidin fotolizi ile hidroksil radikali olusabilir.

H,0, ——> 20H
5) Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye girerek OH
tiretebilir.

COOH + H0, > CO;, + H,0O + 'OH
Hidroksil radikalinin katildig1 tepkimeler ise baglica dért grupta toplanabilir:
1) Radikal radikal reaksiyonlar,

"OH + 'OH —> H0,
2) Hidrojen ¢ikartma tepkimeleri; bylece organik bir radikal olusabilir.

R—SH + OH ——= RS + H;0
3) Hidroksil radikali (OH) katilma reaksiyonlar ile ¢ift bag igeren aromatik bilesiklere katilir,

aromatik amino asitlerin hidroksilasyonuna neden olur. Aromatik halkaya katma
16



tepkimeleri ile hidroksilasyonlarin yanisira, toksik etkili aldehitlerin olusumuna da neden
olur.

RCH=CH, + OH ___ s RCH—CH;OH
4) Organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine neden olur.

OH + S — > 0OH + §"

Siilfidril gruplanmin kendiliginden disilfidlere oksidasyonu, oksijen radikallerinin

neden oldugu bir oksidasyondur. °%°*7!

Singlet Oksijen (*0,): Molekiiler oksijenin dis yoriingesindeki orbitallerde ¢iftlesmemis ve
paralel salman (spin yapan) iki elektron vardir. Enerji absorpsiyonu ile bu elektronlarin
salinma y&nleri degigtirilebilir hatta esleserek aym orbitalde de salinabilirler. Iste oksijenin
digardan enerji alﬁak uyarnimis bu formuna singlet oksijen (‘O,) denir. Ortaklanmamus bir
elektron icermedigi icin radikal degildir. Ortaklanmamig elektronlar1 paralel salinimh
oldugundan oksijendeki reaktivite kisitlamasi singlet oksijende yoktur ve oldukga reaktif bir
oksijen bilesigidir. Singlet oksijenin delta ve sigma diye iki tipi vardir. Singlet oksijenin

iiretimi ortamda siiperoksit ve hidrojen peroksit bulunmasina baglhdir. >3

Hidroperoksit radikali (HO,): Siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur.

Stiperoksitten daha reaktiftir. Biyolojik membranlar1 kolay gegebilmesi ve yag asitleriyle

direkt etkilesime girebilmesi nedeniyle lipid peroksidasyonuna neden olabilir. 61558

Hipokloréz asit (HOCI): Miyeloperoksidaz enzimi tarafindan H,O0, ve Cl° iyonunun

oksidasyonu sonucu tiretilir. Dokularda hasar olusturan giiglii bir oksidandir. 77

Miyeloperoksidaz
H0, + CI' + H > HOClI + H;O

HOCI’den demire bagli olan veya bagimli olmayan reaksiyonlar sonucu ‘OH radikali

olusabilir.

Nitrik Oksit (NO): Son derece toksik ve renksiz bir gaz olan NO, yapusi itibariyle bir serbest
radikal oldugundan yar1 omrii ¢ok kisadir. NO 1ip01'f‘11ik ozellikte olup, oksijensiz ortamda
oldukga stabildir ve suda erir. NO elektriksel olarak yiiksiiz oldugundan, reseptre bagimli
olmayan yollarla kolayca membranlardan diffiize olabilir. Tiim bu 6zellikleri NO’e ideal bir
haberci molekiil 6zelligi kazandirmaktadir. Diger radikallerden farkli olarak diistik dozlarda
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toksik degildir ve ¢ok dnemli fizyolojik islevleri gerceklestirir. Suda az ¢6ziinmesine ragmen
etki gdsterdikten sonra oksijen ve su tarafindan nitrat ve nitrite doniistiiriiliir, 77’

NO bir amino asit olan L-argininin guanido nitrojen atomundan, sitokrom P-450
rediiktaz homologu olan ve nitrik oksit sentaz (NOS) olarak adlandirilan enzim aracilif: ile
sentezlenir. Nitrik oksit sentazin {i¢ izoformu tamimlanmistir; endoteliyal NOS (eNOS),
néronal NOS (nNOS) ve uyarilabilir (inducible) NOS (iNOS). eNOS ve nNOS genellikle
yapisal NOS olarak adlandirilirlar. NOS i¢in substratlar arginin, O, ve NADPH’dir. FMN,
FAD, hem ve tetrahidrobiopterin (BH4) enzimin koenzimleri ve NO ile sitriillin de
reaksiyonun iiriinleridir. NO damar endoteli disinda trombosit, notrofil, makrofaj, noron,
beyin, akciger, adrenal bez, renal epitel hiicreleri, mast hiicreleri, karaciger ve kupffer

hiicrelerinde de sentezlenebilmektedir. '8

NADPH NADP*
Ly Nos =T
L-arginin + O, sitriilin  + NO
FMN, FAD, Hem, BH,

Sekil 2. Nitrik Oksit sentezi

NO’in karakterize edilmis en Onemli hedef molekiilleri; demir, kiikiirt ve oksijen
tirevi yapilardir. NO’nun siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu, giiglii ve toksik oksidan
olan peroksinitrit radikali (ONOO") olusur. Peroksinitrit radikalinin yikim {irlini olan
peroksinitrdz asit (ONOOH) ten nitrojen dioksit ve hidroksil radikali olugabilir. Peroksinitrit
ve yikim firiinleri organizmada baglangic maddesi olarak lipid peroksidasyonuna, enzim
aktivitelerinin azalmasina, arteriosiklerozis gelismesine, Na kanal inaktivasyonuna ve gegis
metalleri ile etkilesimlere neden olurlar. 75,76,78-84

NO bsbreklerde, renal veya glomeruler hemodinamigin kontroliinde, tiibiiloglomeruler
feedback, renin salgilanmasi, sodyum ve su atiiminda rol oynamaktadir. % NO normal
kosullarda eNOS ve nNOS tarafindan sentezlenir ve mikrosirkiilasyonun diizenlenmesinde,
trombosit adhezyonunun inhibisyonunda 6nemli rol oynar. eNOS; intrarenal arteriolllerde,
glomeruler kapillerlerde, afferent ve efferent arteriollerde, vaza rektada, glomeruler endotelial

hiicrelerde ve kortikal damar endotelinde bulunmaktadir. nNOS; perivaskiiler konnektif doku

sinir liflerinde, makula densada, kortikal toplayici kanallarda, henle kulpunun inen ince
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kisminda bulunmaktadir. iNOS; medullar henle kulpunun ¢ikan kalin kisminda, glomerulusta,
proksimal tlibiiltin S3 segmentinde, kortikal toplayici kanallarda ve inflamasyonla iligkili
bobrek hastaliklarinda, mezengial hiicrelerde, papillar interstisyel hiicrelerde, glomerulusta ve
infiltrasyon hiicrelerinde bulunmaktadir. Akut bébrek yetmezliginde NO {iretimindeki
degisikliklerin renal hasar1 arttirabilecegi rapor edilmektedir. %

NO hemoglobin yapisinda bulunan hem grubundaki demir ve protein kismunin beta
zincirindeki thiol grubu olan 93. pozisyondaki sisteine baglamr. **° NO’in hemoglobin
tarafindan siipiiriilmesi vazokonstriksiyon ile sonuglanmaktadir. °' Ayrica NO miyoglobin
yapisinda bulunan hem grubundaki demir ve protein yapisinda olan 110. pozisyondaki

sisteine baglanmakta ve miyoglobinin de NO siipiiriicii etkisi bulunmaktadur. °>*?

2.3.1. Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklar:

Serbest oksijen radikalleri; hem g¢evresel etkenler hem de organizmadaki enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan radikallerdir. Diger radikaller
bunun olugumunu takip ederek bir seri zincirleme tepkimeler sonucu ortaya ¢ikarlar. Cesitli
eksojen ve endojen kaynaklar organizmada SOR’ni indiikleyebilir. Eksojen kaynaklar
arasinda gesitli kimyasal bilesikler ve 6zellikle beta, gamma ve X iginlarimi kapsayan fiziksel
etkenler bulunur. Endojen kaynaklar ise ¢ok gesitlidir ve bunlarin baginda da mitokondriler
gelir. 8816466 Qerbest oksijen radikallerini olusturan gesitli kaynaklar Tablo 3’te

Ozetlenmistir.

2.3.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller ve 6zellikle oksijen tiirevi olanlar ¢ok reaktif olduklarindan dolay,
niikleik asitler, serbest amino asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag
dokusu makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisindaki hemen
hemen tiim biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlar tizerinde geriye doniigli veya
doniissiiz etkiler meydana getirebilmektedirler. 39-66
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Tablo 3. Serbest oksijen radikallerini olusturan gesitli kaynaklar >

Eksojen Kaynaklar
Kimyasal
Toksik maddeler
Hava kirleticiler
Fiziksel
Beta, Gamma, X 1sinlar1
Yiiksek enerjili radyasyon

Endojen Kaynaklar
Mitokondriler
Plazma membrani
Peroksizomlar
Oksidazlar
Flavoproteinler
Endoplazmik retikulum
Sitokrom b-5
Sitokrom p-450
Enzim ve proteinler
Hemoglobin
Ksantinoksidazlar
Digerleri
Metaller
Epinefrin
Antibiyotikler v.s.

Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

DNA serbest radikaller icin énemli bir hedeftir. Singlet oksijen ve 6zellikle hidroksil

radikali, deoksiriboz ve 6zellikle bazlarla reaksiyona girerek; tek ve ¢ift zincir kirilmalarina,

baz dizilim degisikliklerine ve baz eksilmeleriné sebep olabilir. Hidroksil radikali niikleik

asitlerdeki doymus karbon atomlarindan hidrojen atomu ¢ikarilmasi veya ¢ift baglara katilma

tepkimeleri ile sonu¢lanan stireglerde rol alir. Bu olaylarin sonucunda, mutagenez,

karsinogenez ve hiicre Olimil olugabilir. Cesitli kaynaklardan {iretilen (6zellikle nétrofil

kaynakli) hidrojen peroksit, membranlardan kolayca gegerek hiicre ¢ekirdegine ulasabilir ve

ortamdaki metal iyonlan ile etkileserek (Fenton reaksiyonu), hidroksil radikali olusabilir.
Olusan hidroksil radikali ise DNA’y1 hasarlandirabilir, 664669493

Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

SOR’nin karbonhidratlar {izerine polisakkarit depolimerizasyonu ve o6zellikle de
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monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu,
peroksitler ve okzaldehitler meydana gelir. Bunlar sigara i¢imi ve diyabetin neden oldugu
patolojik durumlarda 6nemli rol oynarlar. Okzaldehitler karbonhidratlarin DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olugturma 6zelligi kazanmasini saglarlar.
Omegin diyabette katarakt ve mikroanjiyopati gelismesinden kanda miktar1 artan ve rediiktan

dzellikte olan glikozun otooksidasyona ugramast sorumlu tutulmaktadir, ¢'-6%%4

Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan ve zar yablsmdaki coklu
doymamuis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir.
Bilindigi gibi hiicre membram: ve diger membrandz yapilarda 6nemli miktarlarda lipid
bulunur. Dis etkilere direkt maruz kalabildigi i¢in, 6zellikle hiicre membranlarinin yapisinda
bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamais baglar (¢ift bag) ile serbest radikaller kolayca
reaksiyona girerek, bunlarin peroksidasyon {iiriinleri olusur. Bu kimyasal olay organizmada
olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki ¢ok doymamis yag asidi zincirindeki
a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmas: ile baglamaktadir. Biyolojik
sistemlerde bu serbest radikalin stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali oldugu kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, lipid peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili radikalin
hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Bu radikal siiperoksit radikalinden veya
H,0;’ten demirin kataliz etkisi altinda olusmaktadir. Bu doniisiimler Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlari ile olmaktadr. ®*%*

Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag
asidi zincirinin radikal nitelii kazanmasina neden olmaktadir. Boylece olusan lipid radikali
(L) dayaniksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle, molekil i¢i ¢ift
bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugatlari olugsmaktadir. Daha sonra, lipid radikalin
molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksit radikali (LOO’) meydana
gelmektedir. Bu lipid peroksit radikalleri de zar yapisindaki ¢ok doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de ag13a ¢ikan hidrojen
atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) dontismektedir. Bdylece reaksiyonun
otokatalitik bir bi¢gimde ylirlimesi saglanmaktadir.
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Lipid peroksidasyonu lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil déniismesi ile
sona ermektedir. Bu bilegiklerden biri olan malondialdehit (MDA) miktari, tiyobarbitiirik asit
testi ile Olglilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin saptanmasinda siklikla
kullanilmaktadir. Bunun yanisira peroksidasyon sirasinda olusan dien konjugatlarinin 8l¢limii
de in vivo lipid peroksitlerinin diizeyini yansitmasi agisindan giderek 6nem kazanmaktadir.
Lipid hidroperoksitlerin pargalanmasi ile olusan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini de
son yillarda lipid peroksidasyon gostergesi olarak kullanilmaktadir.

Lipid peroksidasyonunun; zar lipid yapisindaki degisiklikler necieniyle zar islevinin
bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri {izerine etkisi, son
iirtinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarima neden oldugu
diistiniilmektedir. * |

Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit
iceriklerinin &zelliklerine ve kompozisyonuna baglidir. Hidroksil ve stlfiir (S-H) igeren
molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan; fenilalanin, triptofan, tirozin,
metiyonin, sistein, histidin gibi amino asitleri fazla miktarda igeren proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etkile§irh sonucunda 6zellikle siilftir radikalleri ve
karbon merkezli radikaller meydana gelir ve proteinler ii¢ boyutlu yapilar1 bozuldugundan
normal fonksiyonlarim goremeyebilirler. Yapisinda S-H igeren amino asitleri bulunduran
enzimlerin serbest radikallerin bu gruplan oksitlemeleriyle inaktive edildikleri bildirilmistir.
62,64,67,96

Eger bir hiicre ortaminda radikal birikimi varsa ve serbest radikaller, 6zel proteinlerin
spesifik bélgelerini etkileyebilmislerse o zaman ilgili hiicrenin canlilify 6nemli 6lgiide
etkilenir. Hem igeren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenebilir ve fonksiyonlarini
kaybedebilirler. Siiperoksit ve hidrojen peroksidin- oksihemoglobini etkileyerek (Fe™yi
Fe™’e oksitleyerek oksijen baglanmasi engeller) methemoglobine doniistiirmesi buna iyi bir

ornektir. %
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2.3.3. Serbest Radikallere Karsi Savunma Mekanizmalar:

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baglamiglardir. Bununla es zamanli olarak, serbest radikallerin zararl etkilerini
engellemek {izere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar
olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalarn gelismistir. Serbest radikaller ve
antioksidanlarin diizeyleri arasinda hassas denge korunamadig: taktirde l';ﬁcre hasarina kadar
giden bir ¢ok patolojik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. ¥’

Antioksidanlar hedef molekiillerde (lipid, protein, niikleik asitler, karbonhidratlar)
oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmaktadir. Bu tanimla
baglantili olarak antioksidanlarin etkiyleri farkli sekilde olabilmektedir. **7 Antioksidan
sistemin baglica elemanlar1 Tablo 4’te verilmistir. Baglica antioksidan etki sekilleri sunlardir:
1) Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar aracilifiyla veya dogrudan temizlenmesi
(toplayici=stipiiriicli=scavenging etki),

2) Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi (bastirici=quencher
etki),

3) Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi
(zincir kirici=chain breaking etki),

4) Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (onarici=repair etki).

Arastirmamizda, viicudun enzimatik en Snemli koruyucu sistemleri olan siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve GPx enzim aktiviteleri incelendiginden dolay1 bu {i¢ enzim
ve melatonin hakkinda detayl: bilgi verilmesi uygun olacaktir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

SOD enzimi; ilk kez 1969 yilinda McCord ve Fridowich tarafindan siiperoksit
radikalinin hidrojen perokside dismutasyonunu Kkatalizleyen bir metaloenzim olarak

taumlandi. *°
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Tablo 4. Antioksidan sistemin baslica elemanlar, °7®

ENZIMLER YAGDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULAR

Stiperoksit dismutaz E Vitamini

Katalaz B-Karoten

Glutatyon peroksidaz Bilirubin

Glutatyon rediiktaz Ubikinol

Glutatyon transferaz Flavonoidler

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz Melatonin

Sitokrom oksidaz

METAL [YONLARINI BAGLAYAN PROTEINLER

SUDA COZUNEN RADIKAL TUTUCULAR Ferritin

Glutatyon Transferrin

C Vitamini Haptoglobin

Urik asit Hemopeksin

Glikoz Seruloplazmin

Sistein Albumin

Serbest radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gergeklesir. SOD
stiperoksit radikalini metabolize ederek, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigtiiriir.

0, + 0 + 2H —> H;0, + O,

Bilindigi gibi siiperoksit radikalleri spontan (nonenzimatik) dismutasyona
ugrayabilirler. Enzimatik dismutasyonun spontan dismutasyona gore 10'° kez daha hizhi
oldugu bildirilmektedir. '®

SOD miktar1 ve aktivitesi dokularm PO;’si arttik¢a artmakta azaldik¢a azalmaktadir.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksidin zararli
etkilerine karg1 korumaktir. 61,64

Mikroorganizmalardan en yiiksek yapili organizmalara kadar, aerobik kogullarda
yasayan canlilarin tiim hiicre ve hiicresel elemanlar1 SOD igerir. Kofakt6r olarak icerdikleri
metal iyonlarna gére; bakir ve ¢inko igeren SOD (Cu-Zn SOD), Mangan igeren SOD (Mn-
SOD), Demir igeren SOD (Fe-SOD), Nikel igeren SOD (Ni-SOD) ve ekstraselliiler SOD (EC-
SOD) tipleri vardir. Insanda Cu-Zn SOD, Mn-SOD ve EC-SOD izomerleri bulunur. Fe-SOD
ve Ni-SOD izomerleri Skaryotik hiicrelerde bulunmaz. 60,65,101
Cu-Zn SOD: Okaryotik hiicrelerin sitozol, niikleer membran ve mitokondrilerin

membranlar aras1 bolgesinde tespit edilmigtir. Prokaryotlarda ¢ok nadir bulunur. Enzim
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aktivitesi igin Cu™ zorunlu iken, enzim stabilitesini saglamaya yarayan Zn**nin yerine Hg*?,
Cd*™, Co*®den her hangi biri gegebilir. Hiicrede en fazla bulunan ve SOD izomerleri arasinda
en yliksek katalitik etkiyi gosteren bu izomerin aktivitesi pH 5.5 ile 10 arasinda stabildir.
H,0, ve siyanid tarafindan inhibisyona ugrar. Eritrositlerde de bulunan bu enzim, eritrosidi
hemolizden, membran lipidlerini peroksidasyondan ve hemoglobini ise methemoglobine
oksidasyondan korur. '

Mn-SOD: 1lk defa E. coli sitozoliinde izole edilen bu enzimin etki mekanizmasi Cu-Zn
SOD ile aymidir. Aym tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda
higbir ortak yapisal dzellik yoktur. Mn-SOD, H,O, ve siyanidden etkilenmez. '

EC-SOD: Ekstraselliiler sivida bulunan ve sitozolik Cu-Zn SOD ile benzerlik gosteren
bir glikoproteindir. Muhtemelen hiicre ylizeyinden salinan siiperoksit radikalini siipiiriicli
etkisi vardir. Bu fonksiyonu ile siiperoksit ve NO reaksiyonunu engelleyerek peroksinitrit

olusumunu azaltabilir. '**

Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6)

Katalaz enzimi yapisinda dort adet hem grubu iceren alt {initelerden olusmus
kompleks bir hemoproteindir. Katalaz sitokrom sistemi igeren tlim aerobik hiicrelerde
bulunur. Enzim esas olarak peroksizomlarda lokélize olmak {izere endoplazmik retikulum ve
sitozolde yogundur. Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde
yiiksektir. 61,101

Katalazin temel fonksiyonu H,O,’in enzimatik pargalanmasi (katalitik aktivite) oldugu
halde, diisiik H,O; konsantrasyonlarinda metil veya hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol
gibi kiigtik molekiillii elektron vericilerini indirgeyebilir (peroksidatik aktivite). Buna kargin
lipid hidroperoksitleri (ROOH=LOOH) gibi biiyiik molekiillere etkili degildir.

a) Katalitik aktivite:

CAT + Hy0, ——> CAT-H;O;

CAT-H,0, + H;0 ——= CAT + H,0 + O,
b) Peroksidatik aktivite:

CAT + H,0, — = CAT-H;0,

CAT-H,0, + AH, —> CAT +2H,0 + A
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Reaksiyonlarda da goriildiigii gibi her katalitik reaksiyon i¢in iki H,O, molekiilii
gerekirken, peroksidatik aktivite icin bir H,O, molekiilii yeterlidir. Enzimin bu iki tiir
aktiviteden hangisini g0sterecegi, basta H,O, firetim hizi olmak {izere olusan
biyomolekiillerin tiir ve miktarlarma yani, hiicrenin metabolik durumuna baglidir. Hiicre ici
H,0, diizeyi arttik¢a, katalazin aktivitesinin glutatyon peroksidaz aktivitesine gore relatif
olarak biraz daha fazla arttifim bildiren yaymnlar vardir. Asit, siyaniir, 3-amino-1,2,4 triazol,

indirgenmis glutatyon ve siiperoksit radikallerinin katalaz: inhibe ettigi bildirilmistir. ‘%%

Glutatyon Peroksidaz (GPx: EC.1.11.1.9)

Hiicre sitozoliinde ve mitokondri matriksinde bulunan ve sitotoksik hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu, tetramerik yapida ve her bir monomeri birer adet olmak {izere 4
selenyum atomu igermektedir. Bu enzim agagidaki reaksiyonlar katalizler:

GPx
H,O, +2GSH GSSG + 2H,0
GPx
ROOH + 2GSH — > GSSG + H,O + ROH

GPx aym kosullarda hem H;0,’i hem de organik peroksitleri (kimene hidroperoksit,
etil hidroperoksit, tert-biitilhidroperoksit, linoleik ‘asit hidroperoksit ve niikleotid veya steroid
hidroperoksitler) stibstrat olarak kullanabilir.

Son yillarda ti¢ farkli tipte selenyum baZumli glutatyon peroksidaz enzimi daha
bulundugu bildirilmektedir. Ikinci enzim, plazmada bulunan glutatyon peroksidaz (PL-GPx)
enzimidir. Insanlarda PL-GPx monomerik yapida bir selenoglikoproteindir. Bu enzimin
bobreklerde sentezlenerek plazmaya gegtigi ileri siiriilmektedir. Son zamanlarda insan
stitiinde de PL-GPx aktivitesine benzer aktivite goriildiigii bildirilmektedir.

Memelilerde saptanan ve aym fonksiyonu goéren {iglincti bir selenoenzim de,
“fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz” (PH-GPx)’dir. PH-GPx monomerik yapida ve
aktif bolgesinde bir selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Membran yapisindaki
fosfolipid hidroperoksitlerini (PLOOH) alkollere indirger. Membrana bagli en &nemli
antioksidan olan E vitamini yetersiz oldugu zaman, membran fosfolipidlerinin

peroksidasyonuna kars: en 6nemli koruyucusu PH-GPx’dir.
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Selenyum bagiml: glutatyon peroksidin dordiincti formu olan gastrointestinal
glutatyon peroksidaz (GI-GPx); tetramerik yapida sitozolik bir enzimdir. GI-GPx H,0, ve
LOOH indirger, ancak fosfatidilkolin hidroperokside etki gdstermez. Insanlarda GI-GPx
karacifer ve kolonda tespit edilmigtir. Rodentlerde sadece gastrointestinal sistemde
bulunmustur. GI-GPx’in gastrointestinal sistemde gidalardan kaynaklanan LOOH’lerin
toksisitesine kars1 biiyiik koruyucu rol oynadig; ileri sﬁrﬁlmektedir.

GPx’in etkinliginin devam edebilmesi igin okside glutatyonun (GSSQ) tekrar rediikte
glutatyon (GSH)’a doniismesi gerekir. Bu islem NADPH bagimh ve FAD iceren bir

flavoprotein olan glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenir. 100,103

2.4. MELATONIN

Ug yiiz yil 6nce Fransiz diigiiniir Rene Descardes Pineal bezi “ruhun tahti” olarak
tanimlamusti. Ancak pineal bezin salgiladig: ana maddenin melatonin ya da diger adiyla N-
asetil-5-metoksitriptamin oldugu ilk kez 1950°li yillarin sonlarina dogru sigir pineal
ekstrelerinde melanin graniillerini agrege etme ve kurbaga derisinin rengini agma yetenegi
fark edilerek tanimlanmisti. R

Giiniimiizde melatonin sirkadiyan ritimler, uyku, seksiiel davramiglar, mevsimsel
tireme fizyolojisi ve davraruglar, tiimér gelismesi, immiinolojik fonksiyonlar, yaslanma ve
antioksidan etki gibi birgok olaym giiglii bir biyolojik diizenleyicisi olarak bilinmektedir. "
109

Memelilerde pineal bez elektriksel uyarilari hormonal uyarilara doniigtiiren bir
néroendokrin transduser islevi goriir. Pineal bez posterior komissiir ve daha dorsalde
habenular komissiir arasinda 3. ventrikiiliin posterior duvarinda asili durumdadir. Arteriel
beslenmesi posterior sirkiilasyondan posterior koroideal arterin medial dallar1 aracilifiyla,
vendz drenaj1 ise internal serebral venlerle olmaktadir. Pineal bezde diger sirkumventrikuler
organlarda oldugu gibi kan beyin bariyeri bulunmamaktadir. Bu ozellikli durumu bez
sekresyonlarmmin direkt beyin omurilik sivisina veya kana karismasini saglar. 1o

Insan pineal bezinin ortalama agirligi 130-140 mg’dir. Pineal kan akimi endokrin
organlar iginde bobreklerden sonra ikinci swrada gelmektedir ve 4 ml/gr/dk olarak
slciilmistiir. Siganlarda agirligs 0.9-1.56 mg arasinda degisir. Pineal bez ¢ogunlukla piamater

ile cevrilidir; kan damarlari, miyelinsiz sinir lifleri ve bag dokusu septalar1 pial tabakadan
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beze penetre olurlar ve lobiillere girerler. Pineal bezde parankim i¢inde yer alan hiicrelerin %
95’ini pinealositler olusturur. Bir diger hiicre grubu astrosit benzeri hiicreler veya noroglial
hiicrelerdir. Ayrica plazma hiicreleri, fibrositler, mast hiicreleri, lenfositler ve diiz kas fibrilleri

de bildirilmigtir, %1013

2.4.1. Melatonin Sekresyonu

Melatonin veya N-asetil-5-metoksitriptamin 232 molekiil agirlikli bir indolamindir.
Retinadan algilanan gorsel bilgiler hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdegi ve sempatik sinir
sistemi yoluyla pineal beze yansitilir. Beze sinirsel girdi norepinefrin ve ¢ikti da melatonin
aracihfiyla olur. Melatonin yapilmasi ve salinmasi karanlik tarafindan uyarilir ve isik ile
baskilanir. Giin 1sigmm  bulundufu saatler iginde retina fotoreseptér hiicreleri
hiperpolarizedirler, bu da norepinefrin salinmasiun baskilar. Retinohipotalamik sistem
sessizdir ve ¢ok az melatonin salgilanir. Karanligin baslamasi ile fotoresept6r norepinefrin
salar ve bu da sistemi harekete gegirir, bezin igindeki a; ve B, adrenerjik reseptor sayisi artar.
104,107-111

Melatonin biyosentezinde baslangi¢ maddesi pineal bez tarafindan aktif transportla
plazmadan alian ve bir indol amino asit olan triptofandir. Triptofan esansiyel bir amino asit
olup digardan alinmas: gerekir. Triptofan pinealbsitlerde triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-
hidroksitriptofana hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan aromatik-L-amino asit dekarboksilaz ile
5-hidroksitriptamine (serotonin) dekarboksillenir. Serotonin N-asetiltransferaz (NAT) enzimi
ile N-asetilserotonine ve bu da hidroksiindol-o-metil transferaz (HIOMT) etkisi ile melatonine
(N-asetil-5-metoksitriptamin) déniigtir (Sekil 3). Melatonin pineal bezde depolanmadan hizh
bir sekilde pasif difiizyonla dolasima geger. Lipofilik dzelliginden dolay1 tiim biyolojik doku
ve sivilara dagilir. Plazmada yaklagik % 70°i albumine bagl olarak taginur. 104,107-115

Insanlarda melatonin salgis1 genellikle aksam 21:00-22:00 saatlerinde baglar, gecenin
ortasinda (02:00-04:00 arasinda) doruk yapar ve saat 07:00-09:00 arasinda giderek azalir.
Serum melatonin konsantrasyonlan yasa gore biiyikk degisiklik gosterir. Ug ayliktan daha
kiigiik olan bebekler ¢ok az melatonin salgilar. Daha biiyiik bebeklerde melatonin salgisi artar
ve sirkadiyen dogasii kazanir, gece doruk yogunluklar en yiiksek seviyesine bir ile ti¢ yas

. 4,107-109,11
arasinda ulagir ve giderek azalir. 104,107-109,115
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Sekil 3. Gozlerle pineal bez arasindaki sinirsel baglantilar ve pineal bezde melatonin
biyosentezi '°

Melatonin biiyiik Sl¢tide karaciferde olmak iizere, bobrekte de metabolize edilir.
Karacigerde hizla 6-hidroksimelatonine metabolize olur ve sulfirik ya da glukuronik asitle
konjuge olduktan sonra idrarla atilir. Melatoninin idrardaki basglica metaboliti 6-
sulfatoksimelatonindir ve serum melatonin konsantrasyonu ile yakin iligkilidir. 104-106,109,112

Endojen melatoninin biiyiik oranda pineal bezde yapildig1 ve yapimindan sorumlu tek
organ oldugu bilinmekle beraber son yillarda ozellikle diffiiz noroendokrin sistemin bir
pargasi olarak kabul edilen APUD (amine precursor uptake deamin) hiicreleri, mide-barsak
mukozasi, havayolu epiteli, karaciger, bobrek, adrenal bez, tiroid, pankreas, ovaryum,
plasenta ve endometriumda Snemli miktarlarda melatonin bulundugu belirlenmigtir. Ayrica

timus, karotid cisimcigi, serebellum, retina, harderiyan bezi, mast hiicreleri, naturel killer

hiicreleri, eosinofilik Iokositler, trombositler ve endotelyal hiicrelerde de melatonin Uretilir.
104,116-118
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2.4.2.Melatoninin Etki Mekanizmasi

Melatoninin Melatonin 1 (Mel 1) ve Melatonin 2 (Mel 2) olarak bilinen iki tip
reseptoril tanimlanmigtir. Mel 1 yiiksek affiniteli (pikomolar konsantrasyonlarda) baglanma
yeri olup a, b ve c tipleri goOsterilmistir. Mel 2 ise diigik affiniteli (nanomolar
konsantrasyonlarda) baglanma yerleri olarak tammmlanmigtir. Mel 1 reseptorlerinin
aktivasyonu G, proteinleri aracilif1 ile adenilat siklaz inhibisyonu so'nucu 3°, 5’-cAMP
diizeyinde diismeye neden olur. Mel 1 reseptorleri renal fonksiyon, uyku, sirkadiyan ritim,
lireme ve serebral arter kontraktilitesinden sorumludur. Ayrica bu reseptérler memeli
retinasinda Ca*? bagli dopamin saliverilmesi ve retinal fotopigment disklerinin fagositozu gibi
15182 bagimli olaylarda rol oynar. 104,105.107,119

Diisiik Mel 2 reseptorlerinin G proteinleri ile kenetli oldugu ve sinyal iletiminde Mel 1
reseptorlerine benzer davranista bulundugu ileri stirtilmektedir. Ancak Mel 1°den farkli olarak
Mel 2 reseptorlerinin aktivasyonunun fosfoinozitid (PI) hidrolizi ile kenetli oldugu ve selektif
Mel 2 antagonisti uygulaniminin bu hidrolizi geri ¢evirdigi belirtilmistir. Mel 2 reseptorlerinin
fizyolojik 6nemi tam olarak agiklanmamusgtir. 105, LI

G, proteinlerine bagli Mel 1 reseptorleri bagslica serebellum ve hipokampus olmak
tizere SCN (suprakiazmatik nukleus), hipotalamus, talamus, preoptik alan, retinanin
pleksiform tabakasi ve serebral korteksin pek ¢ok bolgesinde noronal yerlesim
g6stermektedir. Noronal olmayan Mel 1 resepttirieri serebral ve kaudal arterlerde, hipofizeal
pars tuberaliste, over, bobrek ve ince barsaklarda bulunmustur. Buna karsin Mel 2
reseptorlerinin - memeli hiicrelerinde spesifik dagilimi  hentiz iyi agiklanmamugtir.
104,105,107,119,120

Melatonin reseptorleri genel olarak membran iizerinde bulundugundan hiicre igindeki
etkilerine ikinci ulaklar aracilik etmektedir. Pek ¢ok dokuda melatoninin cAMP diizeylerini
azalttig1 bildirilmistir. Melatonin etkilerine aracilik eden ikinci ulaklar Ca, cGMP,
diagilgliserol, protein kinaz C ve aragidonik asit olarak belirlenmigstir. Melatonin aym
zamanda intraselliiler yerlerde de etki gosterebilir. Sitozolik kalmoduline baglanarak hormon
adenilat siklaz, fosfodiesteraz gibi hedef enzimlerle oldugu kadar yapisal proteinlerle de
etkileserek dogrudan kalsiyum uyarist iizerinde etki gosterebilir. Ayrica melatonin niikleer

retinoid Z reseptérleri ailesinden iki 6ksiiz (orphon) reseptor (alfa ve beta) igin bir ligand

,105,107,112,119,120
olarak tanimlanmigtir. 104,105,107
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2.4.3. Melatoninin Etkileri

Melatonin tarafindan etkilenebilecek biyolojik islevler ve etkileri Tablo 5°te
gosterilmigtir.

Melatoninin oksidatif stresle baglantili olarak hem direkt radikal yakalayict hem de
indirekt olarak etkili bir antioksidan madde oldugu yapilan calismalarla g6sterilmistir.
Endojen olarak tiretilen melatoninin viicut icindeki metabolik yollarl' tanimlanmis olup

metabolitlerinin hi¢birinin potansiyel prooksidan 6zelliginin olmadig: bildirilmektedir.

Tablo 5. Melatonin tarafindan etkilenebilecek biyolojik islevler ve etkileri '*

ISLEV ETKI

Uyku Hipnotik etki ve uykuya egilimin artmasi

Sirkadiyan ritim Sirkadiyan ritimlerin kontrolii ve aydinlik karanlik déngiisiiniin diizenlenmesi

Duygu durumu Dongiisel duygu durum hastaliklar1 (mevsimsel afektif bozukluklar,
depresyon) iizerindeki olasi etkileri

Cu:sel olgunlagma |y o e sitrecinin baskilanmast

ve iireme

Kanser Antiproliferatif etkiler

immiin yanit Artmis immiin yanit

Yaglanma Olas1 koruyucu etkiler ve azalfms hiicre hasar

Nérolojik Ozellikle Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarin patogenezisinde koruyucu

hastaliklar rol oynamaktadir.

Inflamasyon Antiinflamatuar etki gosterir.

Melatoninin serbest radikal giderici olarak en 6nemli avantajlarindan birisi ileri

derecede lipofilik ve hizla diffuze olma yetenegidir. Lipofilik olmasi sayesinde bilinen her yol
ile uygulanabilen bir hormon olan melatonin hizla absorbe olarak etkisini gdsterir. Melatonin
serbest radikal giderici etkileri i¢in herhangi bir baglanma bdlgesine, reseptdre, membrana
veya bagka bir araciya gerek duymaz. 121-126 \felatoninin direkt serbest radikal siipiiriicii etkisi
1993 yilinda Tan ve ark. 127 tarafindan tespit edilmistir. Daha sonra yapilan bir ¢ok yaymla bu
etkisi dogrulanmustir. '*>'** Melatonin serbest radikal siipiiriicii olarak bazi énemli avantajlar
go6sterir. Bunlar:
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3. Melatonin endojen olarak tiretilir ve besinlerle de alinir. !

. Hem lipofilik hem de hidrofilik olmas: nedeniyle kan beyin bariyeri ve plasenta dahil tiim
biyolojik bariyerleri kolaylikla gecer. Tiim organ ve dokularda mevcuttur, 6zellikle hiicre
cekirdeginde olmak lizere yliksek diizeyde tiim hiicre kompartimanlarina yaygin olarak
dagilir. Melatonin bu &zellikleri ile hiicreyi kisa yari 6miirlii serbest radikallere karsi
korur, '211122.125.126

. Melatonin gili¢lii bir koruyucu molekiildiir, olasilikla organizmanin oksijenden zengin
atmosfere uyum saglamasinda rol oynar. Melatonin bakteri, protista, bitki ve vertebralilar

da dahil hemen hemen tiim organizmalarda bulunmaktadir, 121128129

21
. Melatoninin zengin elektron yapisi farkli serbest radikallerle yiiksek oranda siipiiriicli etki
gOstermesini saglar. Melatoninin siipiiriicti etkisi H,O,, OH, NO, ONOO, HOCI, singlet
oksijen ve tartisilmasina ragmen peroksil radikali {izerinde oldugu farkli galigmalarla
gOsterilmistir. Bu ¢ok yonli siipliriicii etki tiim hiicre i¢i kompartimanlarda melatoninin
oksidatif hasar1 azalttigim1 dogrulamaktadir. Melatoninin stiperoksit radikalini stipiiriici
etkisinin ¢ok zayif oldugu bildirilmektedir, '2-12¢:130-131

. Melatonin yaslanmayla birlikte yapimi azalan endojen bir maddedir. Baz: ¢aligmalarda
yasli ratlara melatonin verilmesinin yaslilik siirecini geciktirdigi belirtilmektedir. ‘2!

. Vertebralilarda fizyolojik kosullarda doku melatonin konsantrasyonu, glutatyon ve C
vitamini gibi diger antioksidanlarin diizeylerinden ¢ok daha diigiik seviyelerde olabilecegi
ifade edilmektedir. Melatonin boyle diisiik konsantrasyonlarda antioksidan defans
sisteminin bir iiyesi olarak onemli bir rol oynayabilir. Bu durum sdyle agiklanabilir:
Birincisi, melatoninin siipiiriicii etkisi mol miktarina bagli degildir. Bir melatonin
molekiilii 2 OH radikali siipiiriir ve ayrica melatonin reaksiyon {iriinleri; N-acetyl-N-
formyl-5-methoxykynuramine (AFMK), N-acetyl-5-methoxykynuramine (AMK) ve 6-
hydroxymelatonin (6-OHM) gibi melatoninin reaksiyon iriinleri de serbest radikaller
tizerinde siipiiriicii etki gdsterir. Bu yiizden melatoninin antioksidan aktivitesi bir kaskat
reaksiyon olarak diistiniilebilir. Ikincisi, plazma melatonin diizeyi daima doku diizeyleri
ile orantili degildir. Melatoninin farkli hayvan tiirlerinde karaciger, beyin, kemik iligi,
safra ve beyin omurilik sivisinda giin i¢i plazma melatonin diizeyinden daha yliksek
oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Ayrica melatoninin fizyolojik diizeylerde insan
plazma antioksidan kapasitesine onemli katkida bulundufu yapilan galismalarla
gosterilmigtir, 121122126

Melatoninin direkt siiperoksit anyon radikalini siipiiriicii etkisi azdir. Bununla birlikte,
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melatoninin intraselliiler superoksit radikalinin konsantrasyonunu azaltict etkisi vardir.
Melatoninin prekiirsori olan serotonin siiperoksit radikaline karsi bir miktar etkilidir.
Melatonin hidroksil radikali gibi oldukga toksik serbest radikallere elektron verdiginde olusan
indolil katyon radikali sekonder olarak siiperoksit radikalini gidermektedir. Ayrica melatonin
stiperoksit radikalinin dismutasyonunda en 6nemli rolii oynayan SOD enziminin mRNA’sim
arttirmaktadyr, 121:122:126,130
Hidrojen peroksit hiicrelerde CAT ve GPx enzimleriyle detoksifiye edilir. GPx
aktivitesi melatonin ile uyarilmaktadir. Bu nedenle melatonin intraselliiler hidrojen peroksit
seviyesini azaltmaktadir. Indirgenmis glutatyon oksitlenerek okside glutatyona, bu da diger
bir antioksidan enzim olan glutatyon rediiktaz (GR) ile tekrar indirgenmis glutatyona doniisiir.
GR aktivitesi de melatonin ile uyarilmaktadir. GR aktivitesinde bir kofaktér olarak gérev
yapan NADPH, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) etkisi ile olugturulur. G6PD aktivitesi
de melatonin ile uyarilmaktadir. Bu {i¢ enzim direkt veya indirekt etkileri ile H,O5’in toksik
olmayan metabolitlere ¢evrilmesinde rol oynarlar. Bazi galigmalarda melatoninin H,O,’in
uzaklastirilmasinda etkisi olan katalaz aktivitesini uyardigi ve melatonin reaksiyon iirtinii olan

AFMK’mn H,0-’1 direkt siipiiriicii etki gosterdigi rapor edilmigtir. '*-12%1%

127 melatoninin en toksik oksijen tiirevi olan hidroksil radikalini nétralize

Tan ve ark.
etme giiciinii arastirmuglardir. Bu ¢aligmada in vitro melatoninin etkisinin glutatyonun bes ve
mannitoliin onbes kat1 oldugu bildirilmistir. Melatonin elektrondan zengin bir molekiil olmasi
nedeniyle baglangigta bir elektronunu ‘OH radikaline vererek onu detoksifiye eder ve
melatoninden bir elektron eksilmesi yiiziinden melatonil radikal katyon olusur. Bu nispeten
stabil bir radikal olan siiperoksit radikalini siipiirlir ve son lirlin AFMK olusur. Melatoninin
siklik 3-hidroksimelatonin metaboliti ikinci bir ‘OH radikali ile reaksiyona girerek stipiirticii
etki gosterir ve sonu¢ olarak bir melatonin molekiilii 2 'OH radikalini stipirir.
106,121,122,126,127,129,132

Peroksil radikali lipid peroksidasyonun baglamasinda rol oynadifindan oldukca
toksiktir. Melatoninin peroksil radikalini stipiiriicli etkisinin E vitamininden daha gliglii
oldugu belirtilmektedir. Melatoninin lipid peroksidasyonu lizerine olan engelleyici etkisi
peroksil radikalini siiptiriicii etkisinden kaynaklanmaktadir. 106122.133 Byna karsin Antunes ve
ark. yaptif1 bir ¢aligmada melatoninin peroksil radikaline karg1 antioksidan etki gostermedigi
belirtilmektedir. **

Melatoninin singlet oksijen radikalini iskemi-reperflizyon hasar stiresince giderdigi

Sewerynek ve ark. tarafindan gosterilmistir. Melatoninin direkt olarak singlet oksijen
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radikalini nétralize ettigi rapor edilmigtir, 196121133

Nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan tretilen nitrik oksit fazla miktarlarda
tiretildiginde farkli hastaliklarm fizyopatolojisinde sitotoksik bir faktér olarak rol oynar.
Melatoninin direkt olarak nitrik oksidi siipiiriicii etkisi yapilan caligmalarla gosterilmigtir.
Nitrik oksit tek bagmna agirt bir toksisiteye sahip degildir, fakat siiperoksit radikali ile
birlestiginde makromolekiiller i¢in zararli olan ONOO*‘a dénlismektedir. Bu nedenle nitrik
oksit sentaz enzimi prooksidatif bir enzim olarak kabul edilmektedir. Fizyolojik
konsantrasyonlarda melatoninin serebellar ve hipotalamik NOS aktivitesini inhibe ettigi
belirtilmistir. Bu etkisini L-arginin ile aktive olan cGMP olusumunu azaltarak yapmaktadir.
Ayrica melatonin kalmoduline baglanarak NOS enziminin kalmodulin tarafindan aktive
olmasim engellemektedir. Melatonin ONOO ve peroksinitrdz asit (ONOOH) ile reaksiyona

. e se se s s e far . . 126.136-
girerek siipliriicii etki gosterdigi rapor edilmektedir. 106,121,122,126,136-138
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Deney Hayvani

Ortalama 80-100 gram agirhifinda erkek Wistar albino siganlar, deneysel ¢aligmaya
baslamadan 3 ay 6nce Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Uretim ve Arastirma Laboratuvari’ndan alinarak Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlan Arastirma Laboratuvar’na getirildi. Calisma igin Trakya Universitesi Tip
Fakiltesi Etik Kurulu’ndan (Ek) onay alind.

Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda si¢anlara standart sigan yemihve musluk suyu
verildi ve laboratuvar kosullarina uyumlart saglandi. Siganlar 260-300 gram agirhiginda ve 4-
4.5 aylik iken deneysel ¢alismaya baslandi.

Calismamizda 50 tane erkek Wistar albino si¢an kullanildi. Hayvanlar; grup 1°de 10,
grup 2’de 11, grup 3’te 13 ve grup 4’te 16 sigan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrldi.
Si¢anlar ¢alismaya alinmadan once serbest diyetfe 16 saat susuz birakildr. Ilk enjeksiyondan
sonra serbest diyet ve su alimi saglanda.

Grup 1°deki siganlara fizyolojik serum soliisyonundan 10 mlkg’a gére bulunan
toplam hacim, hayvanlarin her iki arka bacak kaslarina esit miktarda intramiiskiiler (im)
verildi; es zamanli olarak ve ayrica 24 saat sonra da 1 ml fizyolojik serum intraperitoneal (ip)
uygulandi. 24. saatteki ip fizyolojik serum enjeksiyonundan hemen sonra siganlar metabolik
kafese alindi.

Grup 2’deki siganlara hipertonik (% 50) gliserol soliisyonundan 10 mlkg viicut
agirhgina gére bulunan toplam hacim her iki arka bacak kaslarina esit miktarda im verildi.
Gliserol enjeksiyonuyla es zamanli olarak ve ayrica 24 saat sonra viicut agirlifinin kg’1 bagina
300 wul saf etanol olacak sekilde fizyolojik serum ile sulandirilip 1 ml’ye tamamlanarak ip
verildi. 24. saatteki ip enjeksiyondan hemen sonra siganlar metabolik kafese alindu.

Grup 3’teki siganlara hipertonik (% 50) gliserol soliisyonundan 10 ml/kg viicut
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agirlifina gore bulunan toplam hacim her iki arka bacak kaslarina esit miktarda im verildi.
Gliserol enjeksiyonuyla es zamanli olarak ve ayrica 24 saat sonra 5 mg/kg dozunda
melatonin, viicut agirligimin kg’t basina 300 pl saf etanolde ¢6ziildii ve fizyolojik serum ile
sulandirlip 1 ml’ye tamamlanarak ip verildi. 24. saatteki ip enjeksiyondan hemen sonra
sicanlar metabolik kafese alindu.

Grup 4’teki siganlara hipertonik (% 50) gliserol soliisyonundan 10 ml/kg viicut
agirlifina gore bulunan toplam hacim her iki arka bacak kaslarina esit miktarda im verildi.
Gliserol enjeksiyonuyla es zamanli olarak ve ayrica 24 saat sonra 10 mg/kg dozunda
melatonin, viicut agirhiginin kg’1 bagina 300 pul saf etanolde ¢6ziildii ve fizyolojik serum ile
sulandinlip 1 ml’ye tamamlanarak ip verildi. 24. saatteki ip enjeksiyondan hemen sonra
siganlar metabolik kafese alindi.

Metabolik kafese alinan siganlarin 24 saatlik idrarlari toplandiktan sonra siganlar 10
mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda deney masasina alindi. Batin 6n duvari
insizyonla agildi. Diyafragmadan kalbe ulagilarak ponksiyonla alinan kan &rnekleri
biyokimyasal incelemeler i¢in heparinle yikanmis tiiplere alindi. Daha sonra her iki bobrek
cikarilarak buz kabi iizerine konuldu, bébrek kapsiilii siyrildiktan sonra bistiiri yardimiyla
longitudinal kesiyle ikiye ayrldi. Sag bobregin bir yarisi isik mikroskobisi igin % 10’luk
formalin soliisyonuna alindi, diger yaris1 ve sol bdbregin her iki yarlar fizyolojik serumla
yikandiktan sonra aliiminyum folyo i¢inde paketlenerek doku SOD, CAT, GPx ve MDA igin
~70 °C’de saklandi.

Idrar hacimleri 6lgiildiikten sonra kan ve idrar ornekleri sogutmali santrifiijde +4
derecede, 3000 devirde 10 dakika siireyle santrifiij edilerek plazma ve idrar 6rnekleri ependorf
tiiplere alinarak —70 °C’de saklandi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios a, Ingilytere
Hassas terazi : Mettler Toledo, Isvigre

Sogutmali santrifiij : Heraus Biofuge 22R, Almanya
Santrifiij cithaz1 : Runne Heidelberg, Almanya

Su banyosu : Memmert, Almanya
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Otomatik Pipetler
Vorteks

Derin Dondurucu
pH metre
Manyetik karistirict

Homojenizator

: Biohit Proline, Fillandiya
: Heidolp, Almanya

: Nuaire, Ingiltere

: InoLab, Almanya

: Kermanlar, Ttirkiye

: Heidolph, Almanya

3.3. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Gliserol

NaOH

Na-K tartarat
Folin fenol reaktifi
KH,PO4
Na,HPO,

EDTA

H,0,

NaNj;
Tiyobarbitiirik asit
Piridin

Sodyum dodesil stilfat:
Melatonin
Sitokrom C
Ksantin

Ksantin oksidaz
Glutatyon
Glutatyon rediiktaz
NADPH

Bovin serum albumin :
Bovin karaciger SOD :
CuSO4

: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck

Merck

: Sigma
: Sigma
: Sigma
: Sigma
: Sigma
: Sigma
: Sigma

Sigma
Sigma

: Panreac
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Butanol : Riedel de Haen

Na,COs3 : Riedel de Haen
Etanol : Riedel de Haen
Asetik asit : Riedel de Haen

3.4. Biyokimyasal Calismalar

Plazma ve idrar 6meklerinde; iire ve kreatinin Slglimleri otoanalizérde (MEGA 600,
Merck, Almanya) Diasis (Almanya) marka kitlerle spektrofotometrik olarak, sodyum ve
potasyum 6lgiimleri ise otoanalizérde (MEDICA, Amerika) iyon selektif olarak yapildi.
Idrarda total protein 8lglimii Diasis marka mikroprotein kitiyle Microtech 2000 (Hollanda)

cihazinda spektrofotometrik olarak yapildi.

3.5. Histolojik Caligmalar

Isik mikroskopisi i¢in % 10’luk formalin soliisyonunda fikse edilen bdbrek dokusu,
otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1050, Almanya) giin boyu doku takibine alindi.
Daha sonra doku gémme cihaz ile (Leica EG 1160, Almanya) parafin bloklar1 hazirlandi. Bu
bloklardan rotary mikrotom ile (Shandon MIR, Fransa) 4 um kalinliginda kesitler alindi.
Rutin Hematoksilen-Eosin (HE) boyas: ile boyandi. Binokiiler mikroskopta (Jenamed, Carl

Zeiss Jena, Almanya) 6zel isaretli okiilerle incelendi.

3.6. Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokusu —70 °C’den ¢ikarldiktan sonra buzu ¢oziilmeden kesilerek tartildi.
MDA i¢in 0.15 M KCl soliisyonu; SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri igin 50 mM Fosfat
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tamponu (pH 7.4) ile % 10°luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Homojenizator ile buz iginde
homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar 4000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi ve
stipernatan ayrildi. Ayrilan siipernatanlar spektrofotometrik MDA ve SOD, CAT, GPx enzim

aktiviteleri ile protein Sl¢timlerinde kullanilda.

3.7. Protein Miktar Tayini

Protein miktar: belirtimi Lowry metoduna gore yapildi. Bu metod, proteinin yapisinda
bulunan tirozin ve triptofan amino asitlerinin fosfotungstat kompleksini molibden mavisine

indirgemesi prensibine dayanir. Reaksiyon bakir (Cu2+) ile belirginlestirilir. '**

3.7.1. Cozeltiler

A Cozeltisi: % 2’°1lik Nap,CO5;’1in 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi

B Cozeltisi: % 1’lik CuSOy4 ¢ozeltisi

C Cozeltisi: % 2°lik Sodyum Potasyum tartarat gézeltisi

D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢ozeltisi + 1 hacim C ¢6zeltisi karigimi

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

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

3.7.2. Deneyin Yapilisi

Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiiptine 500 pl distile su kondu. Tiim tiiplere 2.5
ml D ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, test tiiplerine % 10°luk (w:v) homojenattan hazirlanan
sipernatandan 10 pl; standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler

vorteks ile iyice kangtirildi. Oda 1si1sinda karanlikta 10 dk bekletildikten sonra, tiim tiiplere
39



250 pl E ¢ozeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekletildikten sonra, spektrofotometrede 650 nm’de
kore karst sifirlanarak okuma yapildi.

Standart BSA c¢6zeltileri ile hazirlanan ¢alisma grafiinden yararlanarak her 6rmek
tiiplindeki stipernatanin 1 ml’sindeki protein miktar1 hesaplandi (Sekil 4).

2,61
2,41
2,21

Absorbans

2,01
1,81
1,61
1,44
1,24 g
1,0

61

0,0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Protein (mg/ml)

Sekil 4. Protein standart grafigi

3.8. Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA’nin tiyobarbitlirik asit (TBA) ile sicak ve

asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk spektrofotometrik olarak dlgiiliir. **°

3.8.1. Cozeltiler

1. % 8.1°lik Sodyum dodesil stlfat (SDS)
2. % 20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

3. % 0.8°lik tiyobarbitiirik asit (TBA)
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4. n-Butanol/Piridin (15:1)

3.8.2. Deneyin Yapilisi

0.2 ml % 10°luk (w:v) homojenattan hazirlanan stipernatan; 0.2 ml % 8.1°lik SDS, 1.5
ml % 20°1ik asetik asit, 1.5 ml % 0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile kax'*lstmldl. Karigim 95
°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml
distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000 rpm’de 10 dk santriftij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat igermeyen ayirag
koriine karsi 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

3.8.3. Sonuc¢larin Hesaplanmasi

AxVtx 10’
C (nmol/ml) =

ExVsxLx10°

A : Absorbans

E : Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi '

Vs : Total reaksiyon igindeki numune hacmi
L : Kiivet cap1

10°  : Moliin nanomole cevrilmesi

10*  : Litrenin mililitreye gevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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3.9. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Hiicresel oksidatif savunma mekanizmasinin en dnemli enzimi olan SOD, siiperoksit
radikallerinin dismutasyonunda gérev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz sisteminde {iretilen
stiperoksit radikallerinin sitokrom C’yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline

dayanan enzim aktivite deneyidir. '*'

3.9.1. Cozeltiler

A Cozeltisi: 5 pmol ksantin’in 25 ml 0.001 N NaOH’daki ¢dzeltisi ve 2 umol sitokrom C’nin
250 ml 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki ¢6zeltisi karistirilir. Bu
¢ozelti + 4 °C’de 3 giin kararlidir.

B Cozeltisi: Taze hazirlanan ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki ¢dzeltisi 0.2 U/ml. Bu
¢Ozelti ortamda SOD enzimi olmaksizin dakikada 0.025 absorbans degisikligini
yapabilmelidir.

3.9.2. Deneyin Yapilisi

3 ml’lik kiivete 2.9 ml A ¢dzeltisinden, 50 pl 5 kat diliie edilmis % 10’luk (w:v)
homojenattan hazirlanan siipernatan ve 50 pl B ¢6zeltisinin eklenmesiyle reaksiyon baslatilir.
Hizli bir gekilde 550 nm’de 1 dakika siiresince absorbans degisimi okunur. Kér okunurken
ornek yerine 50 pl bidistile su eklenir. Standart grafigi ¢izmek i¢in aym gekilde 0.5, 1, 2, 3, 5,
7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 U/ml konsantrasyonlarda saf SOP enzimiyle ¢alisilds.

3.9.3. Sonuglarin Hesaplanmasi

Once asagidaki formiilden % inhibisyonlar hesaplandi.
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AA(kdr) — AA(numune/standart)
% inhibisyon= x % 100
AA(kor)

Standart ¢alismalardan elde edilen SOD aktivitesine karst % inhibisyon degerleri
grafife gecirildi. Cizilen hiperbolik SOD ¢alisma grafigi lineer olmadigindan logaritmik
transformasyon uygulanarak grafik yeniden ¢izildi. Bu grafikte x eksenine standart SOD
degerlerinin logaritmik doniisim degerleri (U/ml), y eksenine standartlara ait % inhibisyon
degerleri konuldu. Grafikten yararlanarak % inhibisyona denk gelen numunelere ait SOD
degerleri bulundu (Sekil 5). Tespit edilen degerler, seyreltme faktorii ile carpilarak SOD
degerleri belirlendi. Sonuglar U/mg protein seklinde ifade edildi.

-

[=]

o
t

% inhibisyon
3

5 -3 00 3 5 8 10 13 15 18 20
Log SOD (U/ml)

Sekil 5. SOD standart ¢alismasi logaritmik grafigi

3.10. Katalaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

CAT katalitik aktivitesiyle H,O,, dekompoze ederek su ve oksijene doniistiirmektedir.

CAT
2H, 0, —> 2H,0 + O

H,0; ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir maddedir. Maksimal absorbans

240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina ilave edilen H,O2’nin CAT tarafindan su
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ve oksijene pargalanmasi 240 nm’de absorbans azalmasi ile kendini gosterir. Absorbansda
gozlenen bu azalma ortamdaki CAT enzim aktivitesi ile dogru orantili bir egilim

gostermektedir. 142

3.10.1. Cozeltiler

1. 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. H,07’li ve absorbansi 0.500 olan fosfat tamponu: Spektrofotometre 240 nm’ye ayarland: ve
fosfat tamponu ile aletin sifir absorbans okumasi saglandi. % 30°luk H,O, ¢ozeltisinden 34 pl
alinarak fosfat tamponunun 100 ml’sine ilave edildi. Bu ¢ozeltinin absorbansi 240 nm’de
yaklagik olarak 0.500°dir.

3.10.2. Deneyin Yapilisi

Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile sifir absorbansa
ayarlandi. 3 ml’lik kiivete 2.99 ml H,0,’li fosfat tamponu ve 0.01 ml 5 kat diliie edilmis %
10’luk (w:v) homojenattan hazirlanan siipernatan ilave edilerek hizla karistirnp absorbansi
okundu, bu baglangi¢ absorbans degeridir. Daha sonra 60 saniye slireyle absorbans azalmasi
takip edildi. Siirenin sonunda okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuglar /mg protein

seklinde ifade edildi.

[k absorbans
2.3x log

Son absorbans
K- % Sulandirma katsay1si

N At (6l¢tim stiresi, sn)
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3.11. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

GPx GSH’1 kullanarak H,0;’in suya doniislimiini katalizleyen bir enzimdir.
Reaksiyon sonunda GSH okside forma doniigtirken, H,O, ise suya katalizlenir. Olusan
GSSG’un tekrar kullanilabilmesi i¢in GSSG’nin GSH’a déniigmesi gerekir. Bu déniisiim,
ortamda rediikte NADP (NADPH) ve GR enzimi varliinda gergeklesir. Bu durumda rediikte
NADP okside NADP’ye ¢evrilirken GSSG rediikte forma doniisiir. l

GPx
H,0, + 2GSH GSSG + 2H,0
GR
GSSG + NADPH + HY — > NADP’ + 2GSH

Reditkte NADP 340 nm’de maksimal absorbans gosteren bir maddedir. GR katalizi devam
ettikce, 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. '+

3.11.1. Cozeltiler

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

2. 150 mM GSH EDTA’h fosfat tamponunda ¢6ziildii (kullanimdan hemen 6nce hazirlandi).
3. 1M NaN; EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢&ziildii (kullanimdan hemen &nce hazirlandi).
4.3 mM NADPH EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢6ziildii (kullanimdan hemen 6nce hazirlandr).
5. 50 mM H,0, EDTA’L fosfat tamponunda ¢6ziildi (kullanimdan hemen 6nce hazirlandr).
6. 1 U/10 pul GR olacak sekilde fosfat tamponunda diliie edildi.

3.11.2. Deneyin Yapihs1

Kor tiipiine 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 NaN3, ayrica test tiiplerine 0.01 ml % 10’luk (w:v)
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homojenattan hazirlanan siipernatan ilave edildikten sonra 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin sonunda her tiibe 100 pl
H,0; ilave edilip reaksiyon baglatildi ve hemen kiivetler spektrofotometreye konarak 3 dk
stireyle absorbans azalmasi takip edildi. Absorbans azalmasinin bu siire igerisinde tam olarak

lineer oldugu goriildd.

3.11.3. Sonuc¢larin Hesaplanmasi

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

) AA/tx Vtx 10°
U/L (umol/dk/L) =
ExVsxL
E ' NADPH’1m tiiketim katsayis1 (6.22 10° M cm™)
Vit : Total reaksiyon hacmi
Vs : Total reaksiyon igindeki numune hacmi
L : Kiivet gap1
AA/t  : Dakikadaki absorbans degisimi
10°  : Moliin mikromole gevrilmesi

Spesifik aktivite i¢cin bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.12. istatistik

Istatistiksel analizler i¢in gruplar arasi kiyaslamali Kruskal-Wallis varyans analizi
yapildi ve anlamli farklilik gikanlara Mann-Whitney U testi uygulandi. p<0.05 anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Siganlarda hipertonik gliserolin  im uygulanmasiyla ohisturulan deneysel
miyoglobiniirik ABY modeli, 4 grupta 50 sigan tizerinde calisildi. Gliserol enjeksiyonunun
48. saatinde anestezi altinda siganlarin kan ve doku 6rnekleri alindi. Ancak 10 sigan 48 saat
dolmadan gelisen komplikasyonlarla §ldii. Bu siganlardan 1 tanesi im gliserol enjeksiyonu ve
ip FS enjeksiyonu uygulanan 2. gruptan, 3 tanesi 5 mg/kg dozunda melatonin uygulanan 3.
gruptan ve 6 tanesi ise 10 mg/kg dozunda melatonin uygulanan 4. gruptandi. Ayrica 2. grupta
3, 3. grupta 4 ve 4. grupta 2 tane sigandan idrar 6rnegi alinamadi ve 2. gruptan 1 tane siganin
idrar 6rneginden kreatinin diizeyi hesaplanamadi. Béylece doku MDA diizeyi, SOD, CAT ve
GPx aktiviteleri ile plazma lire, kreatinin, sodyum, potasyum diizeyleri her grupta 10 tane
sigandan elde edilen veriler istatistiksel degerlendirmeye alindi. Idrar tire, sodyum, potasyum,
protein diizeyleri i¢in; 1. grupta 10, 2. grupta 7, 3. grupta 6 ve 4. grupta § tane sigandan elde
edilen veriler istatistiksel degerlendirmeye alindi. Idrar kreatinini igin isé; 1. grupta 10, 2. ve
3. grupta 6, 4. grupta 8 tane sigandan elde edilen veriler istatistiksel degerlendirmeye alindi.

Tim gruplardaki siganlara ait doku MDA diizeyi nmol/mg protein, SOD aktivitesi
U/mg protein, CAT aktivitesi k/mg protein ve GPx aktivitesi U/mg protein, plazma tire (Puge)
diizeyi mg/dl, kreatinin (Pyre,) diizeyi mg/dl, sodyum (Pna) dlizeyi mEq/L, potasyum (Px)
diizeyi mEq/L, idrar tire (Iuyre) diizeyi mg/dl, kreatinin (fies) diizeyi mg/dl, sodyum (Ina) diizeyi
mEq/L, potasyum (Ix) diizeyi mEq/L ve protein (Ipr) diizeyi mg/dl olarak 1. grubun verileri
Tablo 6’ da, 2. grubun verileri Tablo 7°de, 3. grubun verileri Tablo 8’de ve 4. grubun verileri.
Tablo 9°da gosterilmistir.

Calisma gruplarinin degiskenlere ait istatistik verileri Tablo 10°da gdsterilmisgtir.
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Tablo 10. Calisma gruplarinin degiskenlere ait istatistik verileri

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 .
n=10 n= 10 n= 10 n=10 P
Ort. = SD Ort. £ SD Ort. = SD Ort. = SD
A . 3.40 £ 0.33 5.87+1.03 6.61+0.82 6.88 £1.39 0.000
nmol/mg protein
SOD
. 22.56 £5.43 5.09 +£1.39 7.62+2.78 7.24 £2.69 0.000
U/mg protein )
CAT
.- 0.168 - 0.027 0.061 +0.020 0.047 £ 0.011 0.054 £0.016 0.000
K/mg protein
GPx
. 2.26+0.42 1.55+0.36 1.71+£0.14 1.58+0.23 0.000
U/mg protein
Pire 34.90+2.23 . 393.50+39.84 406.60 = 52.22 419.70 £ 41.96 0.000
mg/dl
Pirea 0.54 +0.05 5.04+0.84 477 +£0.83 4.87 £0.83 0.000
mg/dl
Pra 141.06 £ 2.50 130.56 + 10.11 131.85+6.14 139.17 = 18.47 0.005
mEq/L
Px 4.55 +0.86 5.72 £ 0.91 5.35+0.89 5.78 £2.14 0.120
mEq/L
n= 10 n="7 n=6 n=§
Tore 4554.00 + 144699 | 657.14 = 172.99 543.33 £195.72 630.00 = 153.06 0.000
mg/dl
Ina 153.91 £31.30 49.59 +20.68 62.68 = 13.25 69.74 £ 26.18 0.000
mEq/L
I 71.93 £4.93 32.49+6.99 30.78 £ 4.32 31.66 = 7.09 0.000
mEq/L
Lot 76.49 + 11.35 183.33 £24.44 210.62 + 78.35 19426 £ 56.44 | 0.000
mg/dl
n=10 n=6 n=6 n=38
Lirea 47.80 + 18.39 8.00 £ 3.58 6.33+3.88 475 £2.12 0.000
mg/dl

* Kruskal-Wallis varyans analizi
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Gruplar aras1 MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlaml bir artis vardi. Diger
gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). MDA diizeylerinin Mann-Whitney U
testi sonuglar1 Tablo 11°de ve gruplara gére MDA diizeylerinin dagilim: Sekil 6°da gosterildi.

Tablo 11. MDA diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
—— 10 T
£
2
o
a
m ——————
£ sl
o)
=
c
ot TR m
<
a |
= 5 iz S
4 -
TH
2 1 1) T 1
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Sekil 6. Gruplara gére MDA diizeylerinin dagilimu

Grup
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Gruplar aras1 SOD enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.000). Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma
vardi. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). SOD aktivitelerinin
Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 12’de ve gruplara gére SOD aktivitelerinin dagilimi
Sekil 7°de gosterildi.

Tablo 12. SOD aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
— 401
=
)
o ——
a
(@)] ~
g 30
2
CD) 1]
1)) 20 7
101
-1 o i
1]
0 -
-10 T T i T
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Grup
Sekil 7. Gruplara gore SOD aktivitelerinin dagilimi
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Gruplar aras1 CAT enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.000). Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde, grup 2 ile grup 3
arasinda p<0.05 diizeyinde anlamli bir azalma vardi. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir
farklilik yoktu (p>0.05). CAT aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 13°de ve
gruplara gére CAT aktivitelerinin dagilimi Sekil 8°de g6sterildi.

Tablo 13. CAT aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

Grupl Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p<0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
—_ ,3 ]
g =
)
o
a
o))
£
X
= 2 M
S
0
1
| -
| E m
O,O L T T 1
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Grup

Sekil 8. Gruplara gére CAT aktivitelerinin dagilim
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Gruplar arasi GPx enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu
(p=0.000). Grup 1 ile grup 2 ve grup 3 arasinda p<0.01 diizeyinde, grup 1 ile grup 4 arasinda
p<0.001' diizeyinde anlamli bir azalma vardi. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik
yoktu (p>0.05). GPx aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 14’de ve gruplara
gore GPx aktivitelerinin dagilimi Sekil 9°da gésterildi.

Tablo 14. GPx aktivitelerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.01
Grup 3 p<0.01 p>0.05
Grup 4 "~ p<0.001 p>0.05 p>0.05
E 3,017
2
2 S
ro%
o 4
g 2,5
2 m
x
(al
O 2,04
n|
—_— m
151 1]
1,0 4
’5 T T T T
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Grup

Sekil 9. Gruplara gore GPx aktivitelerinin dagilimu
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Gruplar aras1 Py, diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).

Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma vard1. Diger
gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Py diizeylerinin Mann-Whitney U
testi sonuglar Tablo 15°te ve gruplara gére Py diizeylerinin dagilimi $ekil 10°da gosterildi.

Tablo 15. Plazma {ire diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
= 5001
L
O) - —_———
£ &
1]
400 m i
2
© S —_
£
&
o 300 -
200 1
100
=
0 ) L 1 ]
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Sekil 10. Gruplara gore plazma iire diizeylerinin dagilimi

Grup
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Gruplar arasi Py, diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma vard1. Diger
gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Piea diizeylerinin Mann-Whitney U
testi sonuglar1 Tablo 16’da ve gruplara gore Py, diizeylerinin dagilimi $ekil 11°de gosterildi.

Tablo 16. Plazma kreatinin diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar1

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
= 77
T
£
~ B 1 ____JF
= — M —_T
£
© - )]
:’% 5 m m
g S
N 4] —
o
(I
3 -
2
1 4
s 1 1 a—
0 T L] 4 T
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Grup

Sekil 11. Gruplara gére plazma kreatinin diizeylerinin dagilimi
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Gruplar aras1 Py, diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.005).
Grup 1 ile grup 2 ve grup 3 arasinda p<(.01 dﬁzeyﬁnde, grup 1 ile grup 4 arasinda p<0.05
diizeyinde anlamli bir azalma vardi. Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu
(p>0.05). Py, diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar: Tablo 17°de ve gruplara gére Pna
diizeylerinin dagilimi Sekil 12°de gsterildi.

Tabloe 17. Plazma sodyum diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.01
Grup 3 p<0.01 p>0.05
Grup 4 p<0.05 p>0.05 p>0.05
Q 170 1
o
L
E
< 160 1 .
z
£
N 150 -
8
o
140 i | 0
18]
130 1 o
120 -
110 T T ) T
N= 10 10 10 10
1 2 3 4

Grup

Sekil 12. Gruplara gore plazma sodyum diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arast Px diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad:

(p=0.120). Gruplara gore Pk diizeylerinin dagilimi Sekil 13°te gosterildi.

(o]
1

Plazma K (mEqg/L)
o]

Grup

Sekil 13, Gruplara gére plazma potasyum diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arast Iy, diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma vardu.
Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Iy diizeylerinin Mann-
Whitney U testi sonuglar1 Tablo 18°de ve gruplara gére Iy diizeylerinin dagilimu Sekil 14°de

gosterildi.

Tablo 18. Idrar iire diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar1

Grup 1 | Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 <0.001 >0.05 p>0.05

70001

60001 . T

5000

Idrar Ure (mg/dl)

4000 1

3000

2000

10001

N= 10 7 6 8

Grup
Sekil 14. Gruplara gore idrar iire diizeylerinin dagilim
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Gruplar arast e, diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma vardi.
Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farkhilik yoktu (p>0.05). Iies diizeylerinin Mann-
Whitney U testi sonuglar1 Tablo 19°da ve gruplara gére Iy, diizeylerinin dagilim: Sekil 15°te

gOsterildi.

Tablo 19. idrar kreatinin diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
—~ 807
S}
g 70
£
£ 60
©
o
X 507 m
g
T 40+
30 —1
20
101 e R
B m T
0 .
-10 ; : i .
N= 10 6 6 8
1 2 3 4

Grup

Sekil 15. Gruplara gore idrar kreatinin diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arasi Iy, diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma vardi.
Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Ina diizeylerinin Mann-
Whitney U testi sonuglar1 Tablo 20°de ve gruplara gore Iy, diizeylerinin dagilimi Sekil 16°da

gosterildi.

Tablo 20. idrar sodyum diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
Q 300 1
o
L
E
©
Z
&
S 200-
m
100 1 -
—_— 1]
i
O ] 1 T 1
N= 10 7 6 8
1 3 4

Grup

Sekil 16. Gruplara gore idrar sodyum diizeylerinin dagilimi
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Gruplar aras1 Iy diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir azalma vardi.
Diger gruplar arasinda ise anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Ik diizeylerinin Mann-Whitney
U testi sonuglar1 Tablo 21°de ve gruplara gére Ix diizeylerinin dagilimi Sekil 17°de gosterildi.

Table 21. Idrar potasyum diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
—~ 901
<
i
\E_, 80 . =
p 70 - i
o — -
)
60 -
50 -
40 - _ S
1] 0
301 i i
20 1
10 ) 1 T Ll
N= 10 7 6 8
1 2 3 4

Grup

Sekil 17. Gruplara gore idrar potasyum diizeylerinin dagilimi
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Gruplar arast Iy diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.000).
Grup 1 ile grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma vardi. Diger
gruplar arasinda ise anlamh bir farklilik yoktu (p>0.05). Ly diizeylerinin Mann-Whitney U
testi sonuglan Tablo 22°de ve gruplara gore I, diizeylerinin dagilim Sekil 18°de gosterildi.

Tablo 22. Idrar protein diizeylerinin Mann-Whitney U testi sonuglart

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup 2 p<0.001
Grup 3 p<0.001 p>0.05
Grup 4 p<0.001 p>0.05 p>0.05
—~ 400 -
S
o
E
£
O
T 3004
Q-
© W
T
200 T 7
0 o
100 1
0 T L T 1)
N= - 10 7 6 8
1 2 3 4

Grup

Sekil 18. Gruplara gore idrar protein diizeylerinin dagilimi
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Calismamizda bobrek dokularmmin histopatolojik incelenmesinde; 100 alanda nekroz
ve kast miktar1 her bir sigan i¢in hesaplandi ve % nekroz ve % kast degerleri icin her bir
grubun ortalamalar hesaplanarak Tablo 23’te verildi.

Grup 1’deki siganlarin Hematoksilen-Eosin (HE) boyali bébrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; higbirinde tiibiil iglerinde hiicre kastlar (debris) goériilmedi.
Tiibiillerde nekroz yoktu. Bazi kesitlerde % 25-50 arasinda degisen oranlarda tiibiiler
dilatasyon mevcuttu. Rejenerasyon yok denecek kadar azdi. Glomeriillerde herhangi bir
degisiklik izlenmedi. Peritiibiiler stromada odem yamisira kan damarlarmda konjesyon
mevcuttu, Tibiillerde minimal derecede hidropik sismis ve vakuollu sitoplazmali hiicreler
dikkati ¢ekti (Sekil 19).

Grup 2’deki siganlarin HE boyal1 bébrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
tiibiil i¢i hiicre kast birikimi belirgindi (% 21-66, ortalama % 45). Tiibiiler nekroz niikleer
kastlar kadar olmasa da dikkati ¢eker miktardaydi (% 23-41, ortalama % 33). Tiibiillerde baz
kesitlerde belirgin olmak {izere % 25-75 oraninda degisen tiibiiler dilatasyonlar mevcuttu.
Glomertillerde bir degisiklik géze garpmadi. Tibiiler hiicre rejenerasyonu saglikli kontrole
gore biraz daha belirgindi. Tiibiiler hiicrelerde daha belirgin hidropik sitoplazmik sisme ve
vakuolizasyon dikkati ¢ekmekteydi. Peritiibiller stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda
konjesyon izlendi (Sekil 20).

Grup 3’teki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 11k mikroskobisinde incelendiginde;
tiibtil ici kast birikimi % 22-66 arasinda, ortalama % 48 ve tiibiiler hiicrelerde nekroz % 26-47
arasinda, ortalama % 35 oranindaydi. Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi. Tiibiiler
hiicrelerde hidropik sitoplazmik gigme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti. Glomeriillerde bir
degisiklik gériilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu.
Tiibiiler hiicrelerde rejenerasyon izlenmekteydi (Sekil 21).

Grup 4°teki sicanlarin HE boyal bébrek kesitleri 151k mikroskobisinde incelendiginde;
tiibiil i¢i kast birikimi % 39-5 9 arasinda, ortalama % 49 ve tiibiiler hiicrelerde nekroz % 20-38
arasinda, ortalama % 30 oramindaydi. Tubiillerde belirgin bir dilatasyon vardi. Tibiiler
hiicrelerde hidropik sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon goériildi. Glomeriillerde bir degisiklik
goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Tiibiiler

hiicrelerde rejenerasyon izlenmekteydi (Sekil 22).
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Sekil 20. 2. grubun bobrek kesitinde nekroz (n), kast (c), rejenerasyon (r) izlenmekte (HE x 200)
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Sekil 22. 4. grubun bobrek kesitinde nekroz (n), kast (c), rejenerasyon (r) izlenmekte (HE x 200)
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S. TARTISMA

Cizgili kas hiicrelerinin harabiyeti olarak tanimlanan rabdomiyoliz sonrasinda birgok
sistemik sorunla kargilasilabilmektedir. Bunlarin en ¢nemlisi ise, akut bobrek yetmezligidir.
144 Miyoglobiniirik ABY; ozellikle deprem felaketi sonrasinda enkaz altindan gikarilan
hastalarda siklikla gériilmektedir; 1976 yilindaki Tangshan Cin depreminde 164851 kisi
yaralanmis ve bunlarin % 2-5’inde crush sendromu gelismigtir. 1988 Ermenistan depreminde
600, 1995 Kobe Japonya depreminde 372 hastada crush sendromu gelistigi rapor edilmigtir.
2933 Ulkemizde olan 17 Agustos 1999 Marmara depreminde ise resmi rakamlara gore referans
olarak kabul edilen hastanelere toplam 9843 hasta getirilmig, bunlarin 5302’si hastanelere
yatirilmis ve 425 hasta Olmiistiir. Hastaneye yatirilan hastalarin 639’unda (% 12) renal
problem g6riilmils ve bu hastalarin 477’si (% 74.6) diyaliz tedavisi gormiistiir. Renal
problemli hastalarin 97°si (% 15.2) Slmiigtiir. Ulkemizdeki bu say1 su ana kadar diinyadaki bu
tiir felaketler arasinda ilk sirada yer almugtr, 3132343

1988 Ermenistan depreminde 323, 1995 Kobe depreminde 156 ve Marmara
depreminde 462 hasta diyaliz tedavisine muhtag olmustur. *®

Hipertonik gliseroliin im verilmesi sicanlarda deneysel rabdomiyolize sekonder olarak
gelisen ABY olugturmak icin en ¢ok kullanilan ve kabul goren bir model olmustur. Bu model
insanlardaki miyoglobiniirik ABY’nin deneysel modeli olarak kullamlmaktadur, 6%

Hipertonik gliseroliin im enjeksiyonu bolgesel miyoliz, hemoliz ve intravaskiiler
hacim azalmasina neden olur. Intravaskiiler hacim azalmasi, ciddi kas hasarn sonucu
vazokonstriktor etkili endotoksik sitokinlerin dolagima salinmasi, miyoliz ve hemoliz sonucu
dolasima salinan hem proteinlerinin giiglii bir vazodilatatdr olan NO’i yakalayici etkileri renal
damarlarda konstriksiyona neden olur. Farkli deneysel ABY modellerinde, NO azalmasinin
ABY patogenezini siddetlendirdigi, NO artiginin koruyucu rol oynadig1 rapor edilmektedir.
Bu nedenle hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturulan ABY modelinde; hem
proteinlerinin direkt NO’i yakalayici etkileri nedeniyle bébreklerde hipoperflizyona ve direkt
doku hasarina yol agabilecedi rapor edilmektedir. Ayrica bu modelde yapilan
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¢alismalarda NO ve NOS enziminin inhibisyonunun patogenezi kotiilestirdigi, NO dontirii
verildiginde koruyucu etki olusturdugu belirtilmektedir. **'%5 Valdivielso ve ark. ¢
tarafindan im gliserol verilerek olusturulan miyoglobiniirik ABY’inde glomeriiler NO
liretiminin azaldig1 ve bu durumun bébrek fonksiyonlarinin azalmasinda énemli rol oynadig
ifade edilmektedir. Ayrica tek tarafli nefroktomi sonrasinda glomeriillerde NO sentezinin
artt1ift ve bu durumun da gliserol ile olugturulan ABY’ne kars1 koruyucu rol oynadig rapor
edilmistir.

Hem proteinlerinin olusturdufgu ABY’inde renal Vazokonstrikéiyon sonucu renal
tibiillerde ATP’nin azaldigi ve bununla birlikte renal vazokonstriksiyonun proksimal
tiibtillerde hem proteinlerinin hiicre igine alinmasina ve renal tiibiillerde kast olusumunun
artisina neden olarak hem proteinlerinin toksik etkisini kolaylastirdig: belirtilmektedir. Hem
proteinlerinin sebep oldugu toksik etkiye serbest demirin aracilik ettigi rapor edilmektedir.
Serbest demirin olusturdugu oksidatif stres genel olarak doku hasarinin bir aracisi olarak
kabul edilmektedir. Hem proteinlerinin nefrotoksik etkisinin yayilmasinda serbest radikallerin
roliintin kanitlanmis oldugu bildirilmektedir. Gliseroliin im verilmesiyle olusturulan
miyoglobiniirik ABY’inde serbest oksijen radikallerinin rolii yapilan c¢alismalarla
gOsterilmistir. Miyoglobiniiri sirasinda sigan bobreginde H,0, {retiminin arttif
bildirilmektedir. H,O, serbest demir varliginda Haber-Weis ve Fenton reaksiyonlariyla daha
toksik olan ‘OH radikaline doniismektedir. * Abul-Ezz ve ark. °! tarafindan miyoglobiniirik
akut bobrek yetmezligi modelinde eksojen glutatyonun verilmesinin koruyucu rol oynadifi
belirtilmektedir. Aym galismada L-buthionine-sulfoximine verilerek. glutatyon miktarinin
azalmasi saglanmig ve bu durumun ABY prognozunu kétilestirtigi bildirilmektedir. Nath ve
ark. 7 deneysel miyoglobiniirik ABY’inde serbest demirin sebep oldugu oksidatif hasarda
Hem oksijenaz (HO) enzimi ve ferritinin kritik rol oynadigimu rapor etmislerdir. HO enzimi
protoporfirin halkasinin pargalanmasinda rol oynayarak serbest demirin agiga ¢ikmasinda ve
ferritinin intraselliiler diizenlenmesinde rol oynar. Oksidatif strese kars: intraselliiler koruyucu
sistemde rol aldig ileri siiriilmektedir. >* HO serbest demirin sebep oldugu doku hasarina
karst savunmada anahtar rol oynar. HO enzimi aktivite artiggmn koruyucu oldugu,
inhibisyonunun ise ABY patogenezini siddetlendirdigi rapor edilmektedir. Aym ¢alismada
gliserol verilerek miyoglobiniirik ABY gelistirilen grupta CAT ve GPx enzim aktivitelerinin
de anlamli diizeyde azaldi§1 rapor edilmigtir. Paller bu modelde verilen Desferoksamin (DFO)
ve 2,3 dihidrobenzoik asit gibi demir selatorlerinin koruyucu bir rol oynadiklarim
belirtmektedir. ¥ Shah ve Walker DFO ve OH radikal siipiiriiciilerinin, im gliserol verilerek
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olusturulan miyoglobiniirik ABY’nde olusan oksidatif hasara karsi koruyucu bir rol
oynadiklarim rapor etmislerdir. *° Her iki caligmada da lipid peroksidasyonunun bobreklerde
anlamli dtizeyde yiikseldigi ve OH radikal siipiiriiciilerinin MDA’nin artigin1 engelledigi
belirtilmektedir.

Serbest radikaller miyoglobintirik ABY’ninde iginde yer aldift farkli b&brek
hastaliklarinin patogenezinde Snemli rol oynamaktadir. Serbest radikaller diger organ ve
dokularda oldugu gibi bébrek hasarinin olugumunda da kritik bir rol oynamaktadir. Demir bir
gegis metali oldugu igin huzl elektron alis verisinde bulunabilir. Bu durumda serbest demir
hem serbest radikal olusumunu kolaylastirir hem de kendisi serbest radikal olabilir.

Serbest radikaller biitiin makromolekiillerle reaksiyona girerek, organik maddelerin
olusumuna yol agabilirler. Bunlarin iginde en 6nemlisi OH' radikalinin membran fosfolipidleri
ile reaksiyona girip lipid peroksidasyonunu baslatmasidir. Hiicre zarlar1 oksidasyona duyarli
ve doymamis yag asitlerince zengin olan fosfolipidler igerirler. Serbest radikaller oksijen
varhginda doymanmus yag asitlerinin baglarini kiran zincirleme bir reaksiyonu baslatirlar ve
olusan kimyasal radikaller tiikkenene kadar bu reaksiyon devam eder. Doymamis yag asidi
oksidasyonunun bir {irlini olan MDA, proteinleri ve fosfolipidleri ¢apraz baglayarak
membran polimerizasyonuna, iyon transportunun bozularak enzim aktivitelerinin kaybina yol
agar. Hiicre membraninin stabilitesi ve potansiyelizasyonu bozulur, neticede hiicre i¢inde asirt
artan kalsiyum hiicrenin Sliimiine neden olur. '’

Serbest oksijen radikalleri degisik alt tirlerine bagli olarak farkli vazoaktif etkiler
olustururlar. ABY’nin ya da siklikla ayni anlamda kullanilan ATN’nin baslangi¢ ve yerlesim
fazlarinda; endotelyal sisme ve hasar, hasarlanmig endotele l6kosit adhezyonu, endotelden
salinan vazokonstriktor maddelerin artmasi, endotel kaynakli vaskiiler gevsemenin bozulmasi,
vazokonstriktér maddelere karsi duyarlilik artigi, noral uyariya duyarlilikta artig, artmig
dinlenim damar tonusu ve otoregiilasyonda bozukluklar goriiltir. Bu etkiler temelde, renal
hemodinamik ve vaskiiler bozukluklara neden olur ve bu bozukluklarin ¢ogunda serbest
radikaller rol oynayabilir. Gliserol verilerek olusturulan miyoglobintirik ABY’inde, oksidan
maddelerin olugumuna sebep oldugu vazokonstriktif maddelerin hem proteinlerinin
olusturdugu bébrek hasarini arttirdig: bildirilmektedir. “®

ABY’nin iskemi ve reperfiizyon ddnemlerinde oldugu gibi, diger dénemlerinde de
serbest oksijen radikalleri iiretilir. Rabdomiyolizde meydana gelen hem proteinlerinin
olusturdugu ATN hem proteinlerinin vazokonstriktif etkileri sonucu olusan iskemiyle birlikte
goriiliir. Iskemik dokudaki oksidatif hasar mekanizmalarindan birisi oksidanlara bagh olarak
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iskemi stiresince glutatyon miktarinin tikenmesi ile iligkilidir. Iskemi sonucu glutatyonun
tilkenmesi nefrotoksinlerin vazokonstriktér etkilerini arttirir. ** Ayrica iskemik dokuda SOD,
CAT ve GPx gibi enzimlerin inaktivasyonu da hizlamr. Bu durumda hiicre reperflizyon
strasinda hizla olusan oksijen radikallerinin etkisine daha duyarl: hale gelir. 148

Baglica pineal bezden salgilanan melatoninin, oksidatif stresle baglantili olarak hem
direkt radikal yakalayict hem de indirekt olarak etkili bir antioksidan oldugu yapilan
¢aligmalarla gosterilmistir. Melatoninin serbest radikallere kars: siipiiriicii etkisini H,O,, ‘OH,
NO', ONOO, HOC], singlet oksijen ve peroksi radikali lizerinde gﬁsterdigi, ayrica SOD, GPx,
GR, G6PD enzim aktivitelerini arttirarak antioksidan etki gosterdigi bildirilmektedir. 121138149

130 insan karacier hiicrelerinde in vitro yapilan bir ¢alismada

Ayrica Osseni ve ark.
melatoninin konsantrasyon artisina baglh olarak prooksidan etki gosterdigini gozlemlemisler
ve melatoninin bu etkisini reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu arttirarak gosterdigini
bildirmislerdir. Wélfler ve ark "' insan I6kemik Jurkat hiicrelerinde yaptiklan in vitro bir
¢alismada melatoninin giiclii bir prooksidan etki gésterdigi ve bu etkisine bagl olarak hiicre
Olimiindl arttirdigini  gdzlemlemislerdir. Bu ylizden melatoninin iki yénlii hiicre redoks
durumunun bir diizenleyicisi olabilecegini fakat oksidatif hasara kars1 koruyucu olarak gerekli
olmadigim bildirmislerdir.

ABY mortalite hizinda diyaliz ve tip alanindaki ilerlemelere ragmen son 30 yil
igerisinde bir azalma goriilmemistir. Yiiksek mortalite hiz1, diyaliz tedavisindeki maliyetin
yliksekligi ve kalici bobrek hasarlarmin olugmasi nedeniyle, ABY’ nin &nlenmesi ya da
hastalhiin siddetinin azaltilmasina yonelik tedavi sekillerinin denenmesi artarak devam
etmektedir.

Calismamizda miyoglobiniirik ABY deneysel modeli kullamlarak farkli dozlarda
melatoninin miyoglobiniirik ABY tizerine etkileri arastirild.

Kas i¢i ve ip olarak FS uygulanan ve saglikli kontrol grubu olarak kabul edilen 1.
grubun tiim parametreleri bazal olarak alindi. Bu gruptaki deneklerin HE boyali bsbrek
kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; glomeriillerde, tiibiiliislerde ve interstisyel
alanda belirgin bir patolojik bulguya rastlanmada.

Kas i¢i gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen 2. grup siganlarda doku
MDA seviyesinde 1. gruba gére p<0.001 diizeyinde anlamii bir artig goriildii. Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda gliserol verilerek miyoglobiniirik ABY olusturulan siganlarin
bobreklerinde, serbest radikallerin neden oldugu hasarin bir gOstergesi olan lipid

peroksidasyonun son tliriini MDA seviyesinin anlamli diizeyde arttig:i bildirilmigtir.
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Caligmarmzda MDA seviyesindeki anlamh artis arastiricilarin bulgular ile uyumludur, #9152

Doku SOD, CAT, GPx aktivitelerinde ise sagliklt kontrol grubuna gore sirasiyla p<0.001,
p<0.001 ve p<0.01 diizeylerinde anlaml bir azalma gériildii. Deneysel miyoglobiniirik ABY
modelinde daha 6nce yapilan galigmalarda SOD enzim aktivitesi bakilmarmis oldugundan
karsilagtirma imkam bulamadik. Nath ve ark. '’ tarafindan gliserol verilerek miyoglobiniirik
ABY olusturulan sicanlarda, 6. ve 24. saatte b6brek dokusu CAT ve GPx aktivitelerinin
gliserol verilmeyen gruba gére anlamli diizeyde baskilandig rapor edilmistir. Bu bulgular
bizim ¢alismamizin CAT ve GPx enzim aktiviteleri ile uyumluluk géstenn'ektedir.

Glomertiler fonksiyon bozuklugunun bir gostergesi olan Py, ve Piea seviyeleri 1.
gruba gore p<0.001 diizeyinde anlamli bir artig gortildii. Pyre Ve Pyrea diizeylerindeki anlamh
artis daha 6nce bu modelde yapilan ¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir, 43-°0-51:145.152-136
Pna seviyesinde 1. gruba gore p<0.0l diizeyinde anlamli bir azalma gortildii. Px
seviyesindeise 1. gruba gore anlamli olmayan bir artis goriildii. Px’daki anlamli olmayan
yiikselmenin ABY gelisimi nedeniyle idrarla atilimin azalmasindan ve kas hiicrelerinin hasar
nedeniyle dolagima salinan hiicre i¢i K’dan kaynaklandig: bildirilmektedir. %44

Bu grupta e, ligess Ine, Ix seviyelerinde 1. gruba gore p<0.001 diizeyinde anlamli bir
azalma ve Iy seviyesinde p<0.001 diizeyinde anlamh bir artma gbriildii. Nevaz ve Oyekan
tarafindan siganlarda gliserol verilerek olusturulan miyoglobiniirik ABY modelinde Iy,
é.‘uhmmda anlamh bir azalma ve ipmt atiliminda anlamli bir artma oldugu bildirilmistir. “ Bu
bulgular bizim bulgularimizla uyumludur.

Bu grubun bdbrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; tiibiillerde nekroz %
32.50 + 8.21 ve tiibiil i¢i kast olusumu % 44.80 + 13.43 oranindaydi. Tiibiillerde baz
kesitlerde daha belirgin olmak {izere % 25-75 oraninda degisen tiibiiler dilatasyonlar
mevcuttu. Tiibiiler hiicrelerde 1. gruba gbre daha belirgin hidropik sitoplazmik sisme ve
vakuolizasyon dikkati ¢ekmekteydi. Tiibiiler hiicre rejenerasyonu 1. gruba gére biraz daha
belirgindi. Bu gruptaki histopatolojik bulgular daha énce gliserol verilerek miyoglobiniirik
ABY olusturulan c¢alismalara benzer sekilde tiibiillerde nekroz, kast olusumu, tiibiil
hiicrelerinde sitoplazmik hidropik sisme ve vakuolizasyon bakimmdan uyumluluk
gostermekteydi, 517152154155

Sonug olarak 2. gruptaki siganlarin hem biyokimyasal hem de histolojik bulgulan bu
deneklerde belirgin derecede ABY gelistigini gostermektedir.

Kas i¢i gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen, gliserol enjeksiyonuyla
es zamanli ve 24 saat sonra 5 mg/kg dozunda melatonin ip verilen 3. grup siganlarda doku
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MDA seviyesinde 1. gruba gére p<0.001 diizeyinde anlamli bir artig goriildi. 2. gruba gére
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig goriildii. Doku SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde
1. gruba gore sirasiyla p<0.001, p<0.001, p<0.01 diizeylerinde anlamli azalma gériildi. 2.
gruba gore CAT aktivitesinde p<0.05 diizeyinde anlamli bir azalma bulundu. SOD ve GPx
aktivitelerinde anlamli bir farklilik bulunmadi.

Pare ve Pireg dilizeylerinde 1. gruba gére p<0.001 diizeyinde anlaml bir artis goriildii. 2.
gruba gore anlaml bir farklibk bulunmadi. Py, seviyesinde 1. gruba gére p<0.01 diizeyinde
anlamli bir azalma gﬁrﬁldﬁ, 2. gruba gore ise anlamli bir farklilik bulunmadi. Pg diizeyinde
hem 1. gruba hem de 2. gruba gore anlaml bir farklilik goriilmedi.

Bu grupta iy, Ikress Inas Ix diizeylerinde 1. gruba gore p<0.001 diizeyinde anlaml bir
azalma goriild{i. 2. gruba gore anlamli bir farklilik bulunmadi. Ip,ot diizeyinde 1. gruba gore
p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma goriildii, 2. gruba gére ise anlamli bir farklilik
bulunmadi

Bu grubun bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde; tiibiillerde nekroz 2.
gruba gore biraz daha belirgindi (% 35.30 * 7.69) ve tiibiil i¢i kast olusumu 2. gruba gore
biraz daha fazlaydi (% 47.80 + 13.26). Tiibiillerde 2. gruba gére daha belirgin dilatasyonun
yam sira hemen hemen 2. gruptakine yakin oranlarda tiibiiler hiicrelerde hidropik sitoplazmik
sisme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti. Tibiiler hiicre rejenerasyonu 2. gruba gok yakindi.
Glomeriillerde bir degisiklik saptanmadi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda
konjesyon mevcuttu.

Kas ici gliserol uygulanarak miyoglobiniirik ABY gelistirilen, gliserol enjeksiyonuyla
es zamanli ve 24 saat sonra 10 mg/kg dozunda melatonin ip verilen 4. grup siganlarda doku
MDA seviyesinde 1. gruba gore p<0.001 diizeyinde anlamli bir artig goriildii. 2. ve 3. gruba
gére istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis goriildi. Doku SOD, CAT, GPx
aktivitelerinde 1. gruba gore p<0.001 diizeyinde anlamli azalma gortildi. 2. ve 3. gruba gore
SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde anlamli bir farklilik bulunmadi.

Pyre Ve Pirea diizeylerinde 1. gruba gore p<0.001 diizeyinde anlamli bir artig goriildil. 2.
ve 3. gruba gére anlamli bir farklilk bulunmadi. Py, degerinde 1. gruba gore p<0.05
diizeyinde anlamli bir azalma goriildi, 2. ve 3. gruba gore ise anlamli bir farklilik bulunmadi.
Px diizeyinde tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi.

Bu grupta g, Ikrea, Ines Ix degerlerinde 1. gruba gére p<0.001 diizeyinde anlaml bir
azalma goriildii, 2. ve 3. gruba gore anlaml bir farklilik bulunmadi. I diizeyinde 1. gruba
gore p<0.001 diizeyinde anlamli bir artma goriildii, 2. ve 3. gruba gore ise anlamli bir farklilik
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bulunmadi

Bu grubun bobrek kesitleri 15tk mikroskobunda incelendiginde; tiibiil i¢i kast olusumu
2. ve 3. gruba gore biraz daha fazla idi (%49.10 + 7.49). Tiibiiler hiicrelerde izlenen nekroz 2.
grup ile hemen hemen aym miktarda olmasina ragmen 3. gruba gore ¢ok az diisiik bulundu
(%30.10 + 6.23). Tibiiler hiicrelerde 2. ve 3. gruplara gore biraz daha belirgin hidropik
sitoplazmik sigme izlenirken vakuolizasyon biraz azalmigti. Tiibiller dilatasyon 2. ve 3.
gruplara gére biraz daha belirgindi. Glomeriillerde bir degisiklik goriilmedi. Peritiibiiler
stromada 6dem ve vaskiiler konjesyon mevcuttu. Tiibiiler hiicrelerdeki réjenerasyon 2. ve 3.
gruplar ile ayniydi.

Calismamizda 3. ve 4. gruplarm bulgulart arasinda anlamli bir fark olmadig:
goriilmektedir. Ancak 2. gruba gore 3. grupta CAT aktivitesinin anlamli diizeyde azaldigi
goritldi.

Mun ve Suh tarafindan siganlarda, siklosiporinin olusturdugu nefrotoksik etkiye karsi
14 gilin stireyle subkutan siklosiporin enjeksiyonuyla birlikte 715 pg/kg dozunda ip verilen
melatoninin sadece siklosiporin verilen gruba gére doku MDA, BUN diizeylerinde anlaml: bir
azalmaya neden oldugu ve serum kreatinin diizeyinde ise anlamli bir farklilik olugturmadigi
bildirilmistir. *

Shin ve ark. !° tarafindan siganlarda, siklosiporinin olusturdugu nefrotoksik etkiye
karg1 14 giin siireyle subkutan siklosiporin enjeksiyonuyla birlikte 715 pg/kg dozunda ip
verilen melatoninin sadece siklosiporin verilen gruba gére doku MDA seviyesinde anlamli bir
azalmaya neden oldugu ve doku SOD, CAT, GPx aktivitelerinde bir farkhilik olusturmadigt
bildirilmektedir.

Kumar ve ark. ! tarafindan siganlarda oral verilen siklosiporinden {i¢ giin 6nce ve 14
giin birlikte 500 pg/kg dozunda oral verilen melatoninin; siklosiporinin olusturdugu
nefrotoksik etkiye karsi serum kreatinin, kan {ire ve plazma MDA diizeylerinde anlamli
azalmaya neden oldugu bildirilmektedir.

Ozbek ve ark. '* tarafindan siganlarda 5 giin siireyle subkutan gentamisin
enjeksiyonuyla aym1 anda 500 pg/kg dozunda ip verilen melatoninin; gentamisinin
olusturdugu nefrotoksik etkiye karsi CAT, SOD, GPx aktivitelerini anlamli diizeyde arttirdig1
ve MDA diizeyini anlamh diizeyde azalttig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismada idrar protein
diizeyinde anlamli azalma, BUN ve serum kreatinin diizeylerinde bir farklihk olmadig1 ve
histolojik bulgularda belirgin derecéde tiibiiler nekrozun azaldig: bildirilmektedir.

Shifow ve ark. ® tarafindan siganlarda ip gentamisin enjeksiyonundan 3 giin &nce ve
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birlikte 8 giin stiresince 5 mg/kg dozunda intragastrik verilen melatoninin idrar protein, kan
lire, serum kreatinin diizeylerinde anlamli bir azalma, plazma ve doku MDA diizeylerinde
anlamli bir azalma, doku SOD, CAT, GPx aktivitelerinde anlamli bir artma olusturdugu rapor
edilmektedir. Histolojik olarak bir degisiklik olmadig bildirilmistir.

1 tarafindan sicanlarda 14 giin siireyle giinde 2 kez gentamisin

Sener ve ark.
enjeksiyonundan 30 dk 6nce 10 mg/kg dozunda ip melatonin verilerek gentamisinin
olusturdugu nefrotoksik etkiye karsi koruyucu rol oynadifi rapor edilmistir. Bu ¢alismada
melatonin BUN, serum kreatinin, doku MDA, protein oksidasyf)nu diizeyinde ve
miyeloperoksidaz enzim aktivitesinde anlamli azalmaya neden oldugu ve gentamisinin
olusturdugu nefrotoksik etki ve oksidatif hasara karst koruyucu rol oynadifi rapor
edilmektedir.

Sener ve ark. 7 tarafindan siganlarda iskemi-reperfiizyon b&brek hasarinda iskemi
olusturulmadan 15 dk 6nce ve reperflizyon déneminden hemen &nce subkutan yolla 10 mg/kg
dozunda melatoninin iskemi reperfiizyonu olusturdugu bébrek hasarina karsi koruyucu rol
oynadi§ rapor edilmistir.

Bizim laboratuvarimizda siganlarda iskemik akut bobrek yetmezliginde iskemi
olusturulmadan 30 dk 6nce 10 mg/kg dozunda i.p verilen melatoninin bobrek SOD, GPx
enzim aktivitelerini anlamli derecede arttirdid1 ve doku MDA diizeyinde anlamli bir azalma
olusturdugu goriildii. ®

Montilla ve ark. *° tarafindan siganlarda tek doz adriyamisin enjeksiyonundan 3 giin
énce ve 7 giin sonra 50 pg/kg dozunda i.p enjekte edilen melatoninin serum ve bébrek MDA
diizeyinde anlamli azalma, GSH diizeyinde anlamli artmaya, bobrek CAT aktivitesinde
anlaml bir artma ile serum iire, kreatinin ve idrar protein diizeylerinde anlamli bir azalmaya
neden olarak adriyamisinin olugturdugu hiperlipidemik nefropatiye karsi koruyucu rol
oynadig bildirilmigtir.

Agapito ve ark. 16 tarafindan sicanlarda tek doz adriyamisin enjeksiyonundan 4 giin
Once ve 6 giin sonra 50 pg/kg dozunda i.p enjekte edilen melatoninin sadece adriamisin
verilen gruba gére bébrek dokusu lipid peroksidasyonunda anlamli bir azalmaya, glutatyon
seviyesinde anlamli bir artiga neden oldugu ve GPx aktivitesinde herhangi bir farklilik
olusturmadi@ bildirilmektedir.

Nava ve ark. !” tarafindan siganlarda subkutan civa kloriir verilerek olusturulan
nefrotoksik ABY’inde 1 mg/kg dozunda gavajla 30 dk once verilen melatoninin sadece civa

kloriir verilen gruba gére serum kreatinin diizeyinde 24, 48 ve 72. saatlerde sakrifiye edilen
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sicanlarda anlamli bir azalmaya, bobrek dokusu MDA diizeyinde 24 ve 48. saatlerde anlamli
bir azalmaya neden oldugu, 72. saatte anlamli bir fark olusturmadigi, doku glutatyon
diizeyinde 24 ve 72. saatlerde anlamli bir fark olusturmadigi, 48. saatte anlamli bir artisa
neden oldugu bildirilmistir. GPx aktivitelerinde anlaml: farklilifa sebep olmadifi, CAT
aktivitesinde 24. saatte anlamli bir artisa yol agtifi, 48., 72. saatlerde fark olmadii ve
histolojik degisikliklerde koruyucu rol oynadigy rapor edilmistir. Ayrica bu calismada
aragtiricilar melatoninin ideal verilme zamanimt belirlemek amaciyla civa kloriir enjeksiyonu
ile ayn1 zamanda melatonin vererek bir baska grup olusturmuslardir. Bu grubun bulgular
sadece civa klorlir verilen grup ile karsilastinldifinda serum kreatinin, bébrek dokusu MDA
ve GSH diizeyleri ile CAT, GPx aktiviteleri ve histopatolojik degisikliklerde istatistiksel
olarak farklilik olmadigi bildirilmektedir. Arastiricilar bu ¢aligmada melatoninin civa kloriir
enjeksiyonundan en az 30 dk Once verildiginde yararli etkilerinin goriilebilecegini,
melatoninin civa kloriir ile birlikte Veyé daha sonra verilmesinin bobrek fonksiyonlari,
oksidatif hasar ve histopatolojik olarak bobrek hasarnn {izerinde koruyucu bir etki
gOstermeyecegini rapor etmiglerdir. Civa kloriir; nefrotoksik akut bobrek yetmezliginin
patofizyolojisini ¢aligmak igin yaygm olarak kullanilir. Bu deneysel model hemodinamik ve
fonksiyonel degisikler ile histolojik hasar, renin-anjiotensin sistemin aktivasyonu, siddetli
renal vazokonstriksiyon, GFR’de azalma, ilerleyen azotemi ile karakterizedir.

Yukarida 6zetlénen daha Once yapilmis ¢aligmalarda melatoninin birgok bobrek
hastaliginda koruyucu rol oynadigi bildirilmektedir. Ancak ¢aligmamizda elde edilen
biyokimyasal ve histolojik bulgular melatoninin miyoglobiniiik ABY’inde iyilesme
saglamadigim gostermektedir.

Hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturulan miyoglobintirik ABY modelinde
melatoninin etkisi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamgtir.

Bizim ¢alisma sonuglarimizin daha 6nce yapilan ¢aligmalarin sonuglariyla uyumlu
olmamasi; melatoninin dozu, verilis yolu, verilme zamani, verilme siirelerindeki farkliliklar
ve miyoglobiniirik ABY olusum mekanizmasinda etkili faktorlerin diger bdobrek
hastaliklarindan farkli olmasina bagli olabilir.

Daha 6nceki ABY modellerindeki ¢alismalarda melatonin oral, ip, im ve subkutan
yollarla, 50 pg ile 10 mg/kg dozlan arasinda verilmistir. Ayrica melatonin bu galigmalarin
¢ogunda renal hasardan 6nce verilmistir. Bu zaman dilimi 15 dk ile 4 giin arasinda
degismektedir. Bizim ¢aligmamizda melatoninin gliserol enjeksiyonundan once verilmesi

klinik duruma uygun olmayacag i¢in, biz melatonini gliserol enjeksiyonundan hemen sonra
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vermeyi uygun gordiik.

Hipertonik gliseroliin im verilmesi ile olusturulan miyoglobiniirik ABY’nin
olusumunda Snemli olan faktdr renal hipoperflizyonun nedeni olarak hipovolemi yaninda
bagka etkenlerin de rol oynamasidir. Miyoliz sonucu kaslardan salinan vazokonstriktsr
sitokinlerle, miyoliz ve hemoliz sonucu dolagima salinan hem proteinlerinin bobrek
kanlanmasinda énemli rolii olan renal NQ’i tiiketmesi en 6nemli etkenlerdir.

Melatoninin birgok ¢alismada NO’i yakalayici etkisi ve NOS enzim aktivitesinde
inhibisyona neden oldugu rapor edilmigtir. '2123136-138149157 A ypcq Aarseth ve ark. '*®
tarafindan yapilan ¢alismada melatoninin fok ve domuzlarin bdbrek arterlerinde
noradrenalinin olusturdugu vazokonstriktif etkiyi arttirdigi ve melatonin reseptdr antagonisti
luzindoliin, bu etkiyi % 80 azalttg bildirilmistir. Okatani ve ark. ' tarafindan insan gSbek
arterinde in vitro yapilan c¢alismada melatoninin vaskiiler gerilimi arttirdift ve bunun
endotelyal NO’i yakalayic: etkisiyle olabilecegi belirtilmektedir. Sokkary ve ark. '®
tarafindan Schistosoma mansoni ile enfekte edilen farelerde bobrek NO seviyesinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artisa neden oldugu ve enfekte farelere
melatonin verilen grupta, hem kontrol grubu hem de enfekte edilen gruba gére NO
seviyesinde anlaml1 diizeyde bir azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Melatoninin farkli deneysel ABY modellerinde koruyucu rol oynadig: literatiirde
goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda melatoninin deneysel miyoglobintirik ABY’nde
iyilestirici etkisinin olmadigi ve hatta patogenezi daha da aZirlastirdifn goriilmiistiir.
Calismamizda elde ettiimiz bulgular1 literatiir ‘bilgileri ile birlikte degerlendirdigimizde;
melatoninin bu modeldeki olumsuz etkisinin gdriilmesinde birkag faktér rol oynayabilir.
Bunlar;

1. Melatoninin bébreklerde giiclii bir vazodilatatér olan NO’i yakalayict etkisi ve

NOS enzim aktivitesini inhibe ediyor olmasi.

2. Renal arterlerde konstraksiyonu arttirici etkisi.

Bu iki etki ile bu modelde olugan vazokonstriksiyonu ve buna bagli olarak gelisen

renal iskemiyi siddetlendirdigi diistiniilebilir.

3. Melatoninin in vitro ¢alismalarda konsantrasyon artigina bagli olarak reaktif oksijen

tiirlerinin olusumunu arttirarak prooksidan etki gdstermesi. Bu etkisi ile de serbest

radikal aracilifiyla olusan hasan arttirdig1 diistintilebilir.

Biitiin bu bulgular ve gdzlemler, deneysel miyoglobiniirik ABY modelinde melatonin

tedavisi ile gorilmeyen iyilesmenin mekanizmasim kesin olarak gOstermede yetersiz

79



kalmaktadir. Bu konuda melatoninin dozu, verilis yolu, verilme zamani ve verilme siirelerinde
yapilacak diizenlemeler ile renal kan akimi, renal NO ve GSH diizeyi, NOS enzim aktivitesi
lizerindeki etkilerini arastiran daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
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6. SONUC

Calismamizda hipertonik gliseroliin im enjeksiyonuyla olusturulan miyoglobiniirik
ABY’inde uyguladigimiz deney prosediiriinde melatoninin doku antioksidan enzimler, lipid
peroksidasyonun son tUrlinii olan MDA ve bobrek fonksiyonlarina etkisi incelendi.
Melatoninin etkisi bu modelde ilk kez denendi. Sonuglar incelendiginde;

Lipid peroksidasyon belirteclerinden olan MDA diizeyi, 1. gruba gére 2., 3. ve 4.
grupta anlamli diizeyde yiikseldi. 2. gruba gore 3. ve 4. grupta istatistiksel olarak anlaml
olmayan bir artig gériildd.

SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinin 1. gruba gore 2., 3. ve 4. grupta anlaml
diizeyde azaldig1 goriildii. CAT enzim aktivitesinin 2. gruba gére 3. grupta anlamli diizeyde
azaldig goriildii.

Glomeriiler fonksiyonun géstergesi olan Py ve Piea seviyelerinin 1. gruba gore 2., 3.
ve 4. grupta Py Ve Pirea degerlerinin anlaml diizeyde arttig1 gortildii.

Pna degerinde 1. gruba gore 2., 3. ve 4. grupta anlaml diizeyde, Px degerinde ise
anlamli olmayan bir artiy goriiltirken; Iye, Ikres, INa Ve Ix degerlerinin anlamli diizeyde
azaldig1, Lo diizeyinin ise anlamh diizeyde arttig: goriildii. .

Bobrek kesitlerinin histopatolojik incelenmesinde; 2., 3. ve 4. gruplarda tiibiillerde
nekroz, tiibiil i¢i kast olusumu ydniinden anlaml1 bir farklilik goriilmedi.

Deneysel ¢alisma siiresince 2. grupta 1, 3. grupta 3 ve 4. grupta 6 tane sigan gelisen
komplikasyonlarla 51dii.

Sonug olarak bulgulanmiz; melatoninin deneysel miyoglobiniirik ABY gelisimini
onlemede yararli etkisinin olmadigim gdstermektedir. Melatoninin hipertonik gliseroliin im
verilmesiyle olusturulan miyoglobiniirik ABY {izerindeki etkilerinin; doz, verili§ yolu,
verilme zamam ve verilme siirelerinde yapilacak diizenlemeler ile renal kan akimi, renal ve
sistemik NO diizeyi, renal GSH diizeyi ve NOS enzim aktivite tayini de yapilarak daha
kapsamli galigmalarla ayrintili olarak aragtirilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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7. OZET

Giiniimiizde iskelet kasinin travma veya metabolik nedenlerle hasar1 sonucu sekonder
gelisen miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi (ABY) yiiksek oranda goriilmekte ve
patogenezinde serbest oksijen radikalleri 6nemli rol oynamaktadir. Calismamuzda hipertonik
gliseroliin intramiiskiiler (im) verilmesiyle olusturulan miyoglobiniirik ABY’nde melatoninin
etkisini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda 260-300 gram agirhiginda, 50 adet erkek Wistar Albino tiirii sigan
kullanildi. Siganlar rastgele 4 gruba ayrildi ve serbest diyette 16 saat susuz birakildiktan
sonra; grup 1’deki siganlara fizyolojik serum (FS), 2., 3. ve 4. gruplara % 50’lik gliserol
soltisyonundan 10 ml/kg’a gore bulunan toplam hacim esit miktarlarda her iki arka bacaga im
enjekte edildi. Gliserol ve FS’un im enjeksiyonuyla es zamanl ve 24 saat sonra 1. ve 2.
gruplara FS, 3. gruba 5 mg/kg ve 4. gruba 10 mg/kg dozunda melatonin intraperitoneal (ip)
verildi. 24. saatteki ip enjeksiyonundan hemen sonra siganlar metabolik kafese alinarak 24
saatlik idrarlari toplandi. Gliserol enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlar xylazin-ketamin
anestezisi altinda kan ve b&brekleri alindi. BSbrek dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri, malondialdehit (MDA) diizeyi
ile plazma tire, kreatinin, sodyum (Na) ve potasyum (K) diizeyleri ve idrar lire, kreatinin, Na,
K, protein diizeyleri ile histopatolojik degisiklikler incelendi. Verilerin istatistiksel analizleri,
gruplar arasi fark olup olmadig: Kruskal-Wallis testi; iki grup arasindaki farkin anlamlilik
derecesi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.

Calisgmamizin bulgulari gliserol verilen gruplarda ABY’nin gelistigini, 3. grupta 2.
gruba gore CAT aktivitesinin azaldiginmi gosterdi. 2., 3. ve 4. gruplarmn diger bulgulan
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi. Bu ¢aligmanin sonuglarindan elde
ettifimiz veriler dogrultusunda; melatoninin deneysel miyoglobiniirik ABY nde koruyucu bir
etkisinin olmadigim diiglinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Miyoglobiniirik Akut Bobrek Yetmezligi, Serbest
Radikaller, Malondialdehit, Antioksidan Enzimler
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8. SUMMARY

THE EFFECT OF EXOGENOUS MELATONIN ON KIDNEY FUNCTION IN
EXPERIMENTAL MYOGLOBINURIC ACUTE RENAL FAILURE

Nowadays, myoglobinuric acute renal failure (ARF) developing secondarily after a
traumatic or metabolic damage to skeletal muscle are frequently encountered. Free oxygen
radicals play a crucial role in the pathogenesis of these failures. In this study, we aimed to
investigate the effect of melatonin on the myoglobinuric ARF formed by injecting hypertonic
glycerol intramuscular (im).

In the study, 50 male Wistar Albino rats which were 260-300 grams in weight were
used. The rats were randomly divided into 4 groups. Afterwards, having left dehydrated on
free diet for 16 hours, the rats in group 1 were given saline and those in groups 2, 3 and 4
were injected with glycerol solution (50 %) at a ratio of 10 mli/kg in equal amounts in their
hindlimbs. 24 hours later on, groups 1 and 2 were injected with saline, group 3 with 5 mg/kg
of melatonin intraperitoneal (ip) and group 4 with 10 mg/kg of ip, simultaneously. Just after
the ip injection at the 24™ hour, the rats were put in the metabolic cages and their urine was
collected for 24 hours. 48 hours after the glycerol injection, the blood and kidneys of the rats
were taken under the anesthesia of xylazine-ketamin. The enzyme activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) and the level of
malondialdehit (MDA) were examined in the kidney tissue, the levels of urea, creatinin,
sodium and potassium were examined in the plasma, and the levels of urea, creatinin,
sodium, potassium and protein were examined in the urine. Also, histopathological changes
were studied. The Kruskal-Wallis test was employed to statistically analysis of the data to
evaluate whether there was any difference between the groups; and the Mann Whitney U test
was used to assess the significance degree of the difference between the two groups.

The findings of our study shows that ARF developed in the glycerol-injected groups

and that the CAT activity decreased in group 3 compared to group 2.
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No significant difference was detected between the other findings of group 2, 3, and 4. In the
light of the data obtained as a result of this study, we maintain that melatonin does not have a
protective effect on the experimental myoglobinuric ARF.

Key words: Melatonin, Myoglobinuric Acute Renal Failure, Free Radicals, Malondialdehit,
Antioxidant Enzymes
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12. EK

Etik Kurul Onay1

T.C
TRAKYA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ETIK KURUL KARARLARI

Oturum Sayisi ;. ©S Karar Tarihi: O8.06.2 00 {

1- Fakultemiz Fizyoloji Anabilim Dalinca yapilacak olan ve Yrd.Doc¢.Dr.
Gulizar ATMACA'nin yuUrutucusui oldugu "Deneysel Miyvoglobintrik Akut
Bobrek Yetmezliginde Eksojen Melatoninin Bobrek Fonksiyonuna Etkisi”
adli Arastirma G6revlisi Veteriner Hekim Nurettin AYDOGDU'nun tez
calismasi incelendi.Calismanin amac, yaklasim, gere¢ ve ydntemler
acisindan, etik kurallara uygun olarak hazirlandigina ve yapilabile-
cegine mevcudun oybirligi ile karar verildi.
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